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Bakteryjne biatko opiekuncze ClpB, nalezace do rodziny biatek szoku termicznego
Hsp100, jest ATPazg AAA+ (ang. ATPases associated with a variety of cellular activities), ktora
wspotpracuje z biatkami opiekunczymi DnaK/Dnal/GrpE (KJE) tworzac tzw. system bi-
chaperonowy. System ten uczestniczy w procesach dezagregacji i reaktywacji zagregowanych
biatek, ktore powstaja na skutek dziatania r6znych czynnikow stresogennych.

Podstawowa jednostka funkcjonalng biatka ClpB jest heksamer w ksztalcie pierscienia ze
srodkowym kanatem, w ktérym dochodzi do ekstrakcji z agregatow biatkowych pojedynczych,
rozwinigtych polipeptydéw. Kazdy monomer ClpB sktada si¢ z domeny N-koncowej (ang. N-
terminal Domain, ND) odpowiedzialnej za wigzanie substratu, dwoch domen wigzacych ATP
(ang. Nucleotide Binding Domain 1, 2; NBD-1, NBD-2) oraz domeny $rodkowej tzw. coiled-coil
(ang. Middle Domain, MD), niezbednej m.in. do oddziatywania z biatkiem DnaK. W obrgbie obu
domen NBD mozna wyr6zni¢ zachowane ewolucyjnie motywy charakterystyczne dla ATPaz
AAA+, amianowicie: Walker A (GX4GKT/S), Walker B (hysDE), sensor 1 (N/T), sensor 2 (GAR)
oraz palce argininowe koordynujace wigzanie 1 hydroliz¢ ATP.

Od ponad dekady liczne zespoty badawcze poszukuja zwigzku pomiedzy wirulencja
patogenow bakteryjnych a dziataniem biatka ClpB. Dotychczas wykazano, ze ClpB jest niezbgdne
w wirulencji takich patogenow jak: Mycoplasma pneumoniae, Ehrlichia chaffeensis, Listeria
monocytogenes, Frascinella tularensis oraz Leptospira interrogans [1]. Wykorzystujac zwierzgta
doswiadczalne wykazano, ze bakterie L. monocytogenes i L. interrogans pozbawione aktywnego
biatka ClpB traca zjadliwo$¢. Ponadto brak funkcjonalnego biatka ClpB w komorkach L.
interrogans byt przyczyna zahamowania wzrostu krgtkoéw w warunkach stresu termicznego i
oksydacyjnego. Stwierdzono rowniez, ze biatko ClpB pochodzace z bakterii F. tularensis oraz M.
pneumoniae wykazuje wlasciwosci immunogenne. Z kolei ekspresja genu clpB E. chaffeensis
nasilata si¢ podczas infekcji linii komorkowej makrofagéw. Powyzsze obserwacje ujawnity
negatywny aspekt funkcjonowania biatka opiekunczego ClpB w komérce (ang. chaperone-linked
negative side effect), pokazujac, ze biatko to jest nie tylko produkowane podczas infekcji
gospodarza, a rOwniez moze uczestniczy¢ w tym procesie [1]. Przypuszcza si¢, ze niezdolnos¢
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u zwierzat laboratoryjnych jest konsekwencja obnizonego poziomu pewnych biatek bedacych
substratami ClpB, ktore z kolei odgrywajg istotna role w przezywalnosci patogenow. Wobec tego,
biatko ClpB umozliwiatoby patogennym bakteriom przystosowanie si¢ do warunkoéw panujgcych
wewnatrz komorek gospodarza oraz realizacje poszczegolnych etapow infekcji, zapewniajagc im
zaréwno przezywalnos¢, jak i indukcje objawow choroby.

To wiasnie do tego nowego aspektu dziatania biatka ClpB nawigzuje prezentowana praca
doktorska, w ktorej skupiono si¢ na badaniu funkcji biologicznej ClpB z patogennej bakterii
Leptospira interrogans (ClpBLi), gtbwnego czynnika etiologicznego wywotujgcego leptospiroze
u ludzi 1 zwierzat. Leptospiroza jest jedng z najbardziej rozpowszechnionych zoonoz na $wiecie.
Kazdego roku dochodzi do ponad miliona zakazen ludzi tg jednostkg chorobowa ze wskaznikiem
Smiertelnosci siggajacym nawet do 20%. Wysoki wspolczynnik $miertelnosci z powodu
leptospirozy wystepuje gldwnie w obszarach tropikalnych oraz zalewowych, co zwigzane jest ze
stabo rozwini¢ta stuzbg zdrowia. Ponadto zapadalno$¢ na t¢ chorobe jest wieksza w cieptym
klimacie z uwagi na dtuzsza przezywalno$¢ leptospir poza organizmem gospodarza. Bakterie
Leptospira spp. kolonizuja kanaliki nerkowe zarazonych zwierzat i wraz z ich moczem przedostaja
si¢ do srodowiska zewnetrznego, prowadzac do kontaminacji gleby oraz wod powierzchniowych.
Nosicielami leptospir sg przede wszystkim gryzonie i mate torbacze, ale moga by¢ nimi takze
zwierzeta hodowlane i domowe, w tym bydto, trzoda chlewna, konie, owce, psy. Zakazenie
leptospirami nastgpuje poprzez bezposredni lub posredni kontakt z moczem zakazonych zwierzat.
Do zakazenia dochodzi najczgéciej poprzez zraniong skor¢ oraz btony sluzowe. Transmisja
bakterii z cztowieka na cztowieka zachodzi stosunkowo rzadko. W grupie podwyzszonego ryzyka
zakazen leptospirami znajdujg si¢ osoby, ktore na co dzien majg stycznos¢ ze zwierzg¢tami, tj.
rolnicy, hodowcy, lesnicy, weterynarze. Choroba ta w tagodnej fazie objawia si¢ symptomami
grypopodobnymi, za$ w ostrej (zwanej chorobg Weil’a) dochodzi do powaznych uszkodzen nerek,
watroby, a takze ptuc, co w ostatecznosci prowadzi do $§mierci pacjenta. Warto rowniez nadmienic,
ze obecnie leptospiroza stanowi bardzo powazny problem ekonomiczny w sektorze rolnictwa,
glownie z uwagi na obnizenie produkcji mleka u bydta, duzo czgstsze poronienia, wady rozwojowe
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Wiyniki zespotu francuskiego, opublikowane w 2011 roku i przytoczone powyzejl,
$wiadczgce m.in. o udziale biatka ClpB w wirulencji bakterii L. interrogans, miaty kluczowe
znaczenie dla sformutowania problemu badawczego prezentowanej pracy doktorskiej. Wowczas
nie podjeto proby opisania wilasciwosci ClpB L. interrogans (ClpBLi), ktoére pozwolityby na
powigzanie jego specyficznej roli podczas infekcji powodowanych przez Leptospira z funkcja
biatka opiekunczego oraz jego zaangazowaniem w procesy dezagregacji i reaktywacji agregatow
biatkowych. Dlatego tez gldownym celem niniejszej pracy doktorskiej bylo scharakteryzowanie
wybranych wiasciwosci biatka ClpBLi.

Badania rozpoczeto od przeprowadzenia analizy poréwnawczej sekwencji
aminokwasowych biatek ClpBLi 1 dobrze scharakteryzowanego biatka ClpB z modelowego
mikroorganizmu Escherichia coli (ClpBec), wykorzystujac program Clustal. Gen clpBLi koduje
biatko zbudowane z 860 reszt aminokwasowych i o masie czasteczkowej 96,33 kDa. Na podstawie
przeprowadzonych analiz bioinformatycznych stwierdzono, ze ClpBLi, podobnie jak ClpBec,
wykazuje organizacj¢ wielodomenowa i zbudowane jest zdomeny N-koncowej (ND1-145sa), dwoch
domen wigzacych ATP (NBD-1161-3424a, NBD-2560-7682a) oraz domeny srodkowej (MD393-527aa) [2]-
Identyczno$¢ reszt aminokwasowych w obrebie peinej sekwencji obu biatek wynosi jednak
zaledwie 52% (27,7% w obrebie ND; 45,3% w obrebie MD; 72% w obrebie NBD-1 i 65,7% w
obrebie NBD-2), a stosunkowo wysoki stopien wzajemnego pokrycia sekwencji domen NBD
biatek ClpBLi i ClpBec §wiadczy o obecnosci w ich sekwencji zachowanych ewolucyjnie motywow
[1].

Nastepnie skonstruowano plazmid, zapewniajacy wydajng produkcje¢ biatka ClpBLi w
systemie bakteryjnym E. coli z zastosowaniem wektora ekspresyjnego pET28b(+) i opracowano
efektywng, dwuetapowg procedure jego oczyszczania [2]. W tym celu wykorzystano
chromatografi¢ metalopowinowactwa (ang. Immobilized Metal lon Affinity Chromatography,
IMAC) na zlozu agarozowym ze zwigzanymi kowalencyjnie jonami niklu (Ni?*-NTA) oraz
filtracj¢ zelowa na ztozu Superdex 200. Ostatecznie uzyskano preparat rekombinowanego biatka
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Spectrometry) [2]. Oczyszczone biatko ClpBLi wykorzystano do dalszych analiz [2, 3]. W
pierwszej kolejnosci, stosujagc metode Western blotting oraz test immunoenzymatyczny (ELISA,
ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), zbadano immunoreaktywno$¢ biatka ClpBLi z
surowicami pochodzacych od bydila i krolikow, eksperymentalnie zakazonych wybranym
szczepem Leptospira spp. Jako proby kontrolne wykorzystano surowice pochodzace od zdrowych
zwierzat. Stwierdzono, ze infekcja wywotywana przez leptospiry indukuje odpowiedz humoralng
uktadu immunologicznego gospodarza, o czym $wiadczy podwyzszony poziom swoistych
przeciwcial anty-ClpBLi klasy IgG w surowicach zwierzat zakazonych Leptospira. Dodatkowo
wykorzystujac specyficzne przeciwciata anty-ClpBuiiss-334 zidentyfikowano ClpBLi w tkance
nerek chomikéw zakazonych L. interrogans, co $wiadczy o produkcji ClpBLi podczas infekcji
gospodarza. Wyniki te wskazuja na udziat ClpBLi w wirulencji L. interrogans [2].

W kolejnym etapie pracy dokonano analizy struktury Il-rzgdowej oraz stabilno$ci
termicznej ClpBLi z zastosowaniem metody spektroskopii dichroizmu kotowego (ang. Circular
Dichroism, CD) [3]. Stwierdzono, ze struktura ClpBy; sktada si¢ glownie z a-helis, co jest zgodne
z danymi uzyskanymi wczeséniej dla biatka ClpBec. Dodatkowo na podstawie zbioru widm CD
wyznaczono temperature topnienia (Tm) badanego biatka, ktéra wynosita ok. 67 °C. Wysoka
warto$¢ Tm $wiadczy o duzej stabilnos$ci termicznej struktury ClpBLi.

W nastepnej kolejnosci zbadano zdolno$¢ ClpBLi do samoasocjacji w obecnosci
nukleotydow, ADP 1 analogéw ATP, tj. APTyS i AMP-PNP, oraz bez ich udzialu, a takze w
buforze o niskiej sile jonowej [3]. Wykorzystujac analityczne ultrawirowanie oraz pomiar
predkosci sedymentacji stwierdzono, ze w obecnosci niehydrolizowalnego analogu ATP, tj. ATPyS,
dochodzi do pelnej oligomeryzacji ClpBLi, a zatem do powstania heksamerow. Obecnos¢ ADP
roOwniez zainicjowala proces samoasocjacji ClpBLi, jednak w tym przypadku nie dochodzito do
powstania heksameréw. Biatko ClpBLi w uktadzie bez nukleotydu oraz w obecnosci AMP-PNP, a
takze w buforze o niskiej sile jonowej wystgpowato gltownie w formie monomerow.
Przeanalizowano takze wplyw wyzej wymienionych nukleotydéw na konformacj¢ ClpBLi
przeprowadzajac ograniczone trawienie tego biatka trypsyna [3]. W doswiadczeniu tym
wykorzystano takze ClpBec jako bialko kontrolne. Zaobserwowano, ze obecnos¢ nukleotydow:
ATP, ATPyS, AMP-PNP i ADP w roznym stopniu chronita biatka ClpBLi i ClpBgc przed
proteolitycznym dziataniem trypsyny, za$ trawienie obu biatek bez udziatu nukleotydow szybko
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indukuje zmiany konformacyjne w biatkach ClpB. Nalezy jednak podkresli¢, ze w obecnosci
zardowno ATPYS, jak 1 ADP biatko ClpBLi byto bardziej oporne na atak proteolityczny trypsyny
niz ClpBec. Oznacza to, ze nukleotydy ATPyS i ADP skuteczniej stabilizujg oligomery ClpBLi niz
ClpBEec. Podsumowujac, opornosé¢ ClpBLi na dziatanie trypsyny w obecnosci réznych nukleotydow
pokrywa si¢ ze zdolno$cig tego biatka do tworzenia form oligomerycznych. Proces oligomeryzacji
inicjowany w obecno$ci nukleotydu jest istotny dla funkcji biologicznej biatka ClpB i jego
zaangazowania w procesy dezagregacji i reaktywacji agregatow biatkowych [3].

Kolejnym zadaniem bylo oznaczenie podstawowej aktywno$ci ATPazowej biatka ClpBLi
oraz zbadanie wptywu na te aktywnos$¢ niestrukturalnych polipeptydow (k-kazeiny i polilizyny),
a takze zagregowanego substratu dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (G6PDH) [3].
Stwierdzono, ze ClpBLi wykazuje nieznacznie nizsza aktywno$¢ ATPazowa w porownaniu z
ATPaza ClpBec. Ponadto aktywnos$¢ ATPazy ClpBLi, podobnie jak aktywno$¢ ATPazy ClpBec,
jest stymulowana przez x-kazeing i polilizyng, natomiast obecno$¢ zagregowanego substratu,
G6PDH, nie miata znaczacego wptywu na aktywnos¢ ATPaz ClpBLi i ClpBec[3].

Nastgpnie zbadano aktywno$¢ dezagregacyjna ClpBLi, w uktadzie in vitro, w obecnos$ci
systemu opiekunczego DnaK/Dnal/GrpE z E. coli oraz bez jego udziatu [3]. W tym celu
wykorzystano znany substrat modelowy biatka ClpBec, tj. zdenaturowang chemicznie i termicznie
G6PDH oraz dwa nowe substraty, zagregowang termicznie FBP aldolaze (Fda) oraz ciata
inkluzyjne VP1-B-galaktozydazy izolowane z komodrek E. coli. Na podstawie uzyskanych
wynikow stwierdzono, ze ClpBLi efektywniej reaktywuje agregaty biatkowe bez udziatu KJE w
porownaniu z biatkiem ClpBec, oraz ze obecno$¢ biatek KJE nie wptyneta istotnie na aktywnos¢
dezagregazy ClpByj, tak jak w przypadku ClpBec. Powyzsze obserwacje wykazaty, ze ClpBLi, w
przeciwienstwie do biatka ClpBec, moze dziata¢ w przypadku niektorych substratow niezaleznie
od systemu biatek KJE [3].

Ponadto zbadano aktywnos$¢ dezagregacyjna ClpBLi w bakteriach E. coli MC4100 AclpB
[3]. Z dostepnych danych literaturowych wynika, ze brak funkcjonalnego biatka ClpBec skutkuje
wolniejszym tempem wzrostu bakterii w temperaturze 45 °C 1 znacznie obnizong ich
przezywalnoscia w warunkach ekstremalnego szoku termicznego (50 °C). W zwiazku z tym
sprawdzono, czy biatko ClpBLi jest w stanie funkcjonalnie zastapi¢ ClpBec, wykorzystujac test
komplementacji. W tym celu sklonowano gen clpBLi w niskokopijnym wektorze pGB2,
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przeanalizowano ich wzrost (w 45 °C) oraz przezywalnos¢ (w 50 °C). Zaobserwowano, ze gen
clpBui nie znosi efektu mutacji AclpB, poniewaz: (1) bakterie syntetyzujace biatko ClpByi
wykazywaty wolniejsze tempo wzrostu w temp. 45 °C; (2) w warunkach ekstremalnego szoku
termicznego ClpBLi nie umozliwito wzrostu bakteriom E. coli MC4100 AclpB. Wobec tego
stwierdzono, ze ClpBLi nie jest w stanie funkcjonalnie zastgpi¢ biatka ClpBec, prawdopodobnie ze
wzgledu na brak wspotpracy z systemem chaperonowym KJE z E. coli, spowodowany utratg
oddziatywan pomigdzy domeng MD biatka ClpBLi i DnaK z E. coli [3]. Wynik tego doswiadczenia
podkresla specyficzno$¢ gatunkowa bialek opiekunczych.

Kolejnym zadaniem badawczym bylto sprawdzenie wptywu nukleotydéw (ATP 1 ATPyS)
na oddziatywanie ClpBL; ze zagregowanym substratem, G6PDH [3]. Wiadomo, ze ATPyS wigze
si¢ do domen NBD biatka ClpB, ale nie ulega hydrolizie, wprowadzajac w ten sposob biatko w
,»stan zamrozenia” (ang. frozen state). Uzyskane wyniki wykazaly, ze obecno$¢ nukleotydu
zmienia powinowactwo ClpBLi do zagregowanego substratu, oraz ze ClpBLi efektywniej
oddziatuje z substratem w obecnosci ATPyS. Z kolei w obecnosci ATP ,,uktad ClpBLi-substrat”
jest bardziej dynamiczny, poniewaz dochodzi wéwczas do hydrolizy ATP i reaktywacji G6PDH.
W tych warunkach ClpBLi przejawia mniejszg zdolnos¢ do stabilnego wigzania agregatu [3].

W sklad omawianej pracy doktorskiej wchodzi réwniez wstepna identyfikacja
potencjalnych fizjologicznych substratow biatka ClpBLi z lizatow leptospir traktowanych
czynnikami stresowymi (37 °C, 4 godz.; 42 °C, 2 godz.). Aby osiaggna¢ ten cel niezbedna byta
konstrukcja plazmidu niosgcego gen clpBLi z dwiema punktowymi mutacjami wprowadzonymi w
obrgbie NBD-1 i NBD-2 [4]. Z danych literaturowych wynika, Ze zamiana reszty kwasu
glutaminowego na reszte alaniny w obrgbie motywu Walker B biatka ClpB, ktory znajduje si¢ w
NBD-1 i NBD-2, skutkuje wigzaniem ATP, lecz nie jego hydroliza. Ten wariant biatka ClpB dziata
jak swoista ,,putapka na substraty” w obecno$ci ATP (ang. substrate trap), poniewaz trwale wigze
biatka oddziatujace z ClpB. Wykorzystujac oczyszczone biatko ClpBLi-Trap (E281A/E683A) i
lizaty L. interrogans oraz metody pull-down, LC-MS-MS/MS i analizy bioinformatyczne
zidentyfikowano 68 potencjalnych bialek tworzacych kompleksy z ClpBLi. Wigkszos¢
zidentyfikowanych bialek petni kluczowa role w gtownych szlakach metabolicznych komorki
bakteryjnej, takich jak: glikoliza/ glukoneogeneza, cykl Krebsa, biosynteza aminokwasow,
metabolizm kwasow ttuszczowych. Na tej podstawie zaproponowano, ze substratami dla ClpBLi
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powigzane s3 z innymi istotnymi procesami komorkowymi, jak: biogeneza rybosoméw, translacja,
transkrypcja czy chemotaksja [4]. Istnieje duze prawdopodobienstwo, ze zidentyfikowane enzymy
maja istotny wptyw na wzrost i na patogennos$¢ leptospir. Wobec tego zaproponowano, ze rola biatka
ClpBLi w wirulencji leptospir polega na ochronie aktywnoS$ci tych enzyméw oraz kontrolowaniu
metabolizmu komorki Leptospira w warunkach stresowych.

Podsumowujac, w ramach tej pracy doktorskiej, dokonano pierwszej tak szczegdtowej
charakterystyki wtasciwosci biatka opiekunczego ClpBLi pochodzacego z patogennych kretkow -
bakterii o0 wcigz stabo poznanej biologii. Uzyskane wyniki sugeruja, ze ClpB jest syntetyzowane
podczas infekcji 1 indukuje humoralng odpowiedZz immunologiczng ustroju gospodarza. Ponadto
wykazano, ze ClpBLi tworzy heksameryczne struktury stabilizowane w obecnosci nukleotydu oraz
oddziatluje z agregatami biatkowymi w stanie zwiagzania z ATP (ang. ATP-bound state). Cennym
odkrciem jest to, ze ClpBLi posiada niezalezng od systemu KJE aktywnos$¢ dezagregazy, ktora
prawdopodobnie przyczynia si¢ do zaadaptowania leptospir w zmiennych warunkach panujacych
wewnatrz komorek gospodarza. Przeprowadzona charakterystyka strukturalna i biochemiczna
biatka ClpBLi oraz analizy proteomiczne dostarczyty dodatkowych informacji, ktore przyblizaja
role tego biatka w wirulencji leptospir oraz w patogenezie leptospirozy, a takze otwierajg nowe
mozliwos$ci dazeniom, zmierzajacym do opracowania w przysztosci bardziej skutecznych terapii

antybakteryjnych.
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