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Streszczenie: Biatka Dsb katalizuja wprowadzanie mostkéw disiarczkowych pomiedzy grupami tiolowymi reszt cysteinowych do bialek
pozacytoplazmatycznych w komdrkach bakterii. Proces ten warunkuje osiagniecie przez biatka prawidlowej struktury, umozliwiajacej
pelnienie funkcji w komorce. Najlepiej poznanym i scharakteryzowanym bialkiem zaangazowanym w proces wprowadzania mostkow
disiarczkowych jest monomeryczna oksydoreduktaza DsbA, dziatajagca w komérkach modelowego organizmu Escherichia coli. Badania
wielu mikroorganizméw pokazaly ogromna réznorodnoé¢ funkcjonowania szlaku wprowadzania mostkéw disiarczkowych. W prezen-
towanej pracy zebrano informacje charakteryzujace wyodrebnione strukturalne i filogenetyczne grupy bialek DsbA réznych gatunkéw
bakterii. Opisano ich wiasciwosci fizykochemiczne a takze oddzialywania z partnerami redoks oraz substratami. Skoncentrowano si¢
réwniez na opisaniu dimerycznych biatek, pelniacych rol¢ w procesie wprowadzania mostkéw disiarczkowych. Poniewaz bialka Dsb
decyduja czesto o aktywnosci czynnikéw wirulencji, poznanie ich struktur i mechanizméw dzialania moze przyépieszy¢ opracowanie
nowych terapii antybakteryjnych.
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DISULFIDE BONDS FORMATION IN BACTERIAL PROTEINS
- STRUCTURAL AND FUNCTIONAL DIVERSITY AMONG DSBA PROTEINS

Abstract: Bacterial proteins of the Dsb (disulfide bond) system catalyze the formation of disulfide bridges, a post-translational modifi-
cation of extra-cytoplasmic proteins, which leads to stabilization of their tertiary and quaternary structures and often influences their
activity. DsbA - Escherichia coli monomeric oxidoreductase is the best studied protein involved in this process. Recent rapid advances in
global analysis of bacteria have thrown light on the enormous diversity among bacterial Dsb systems. The set of Dsb proteins involved
in the oxidative pathway, varies, depending on the microorganism. In this article we have focused on characterization of structural and
phylogenetic groups of monomeric DsbAs. This review discuss their physicochemical features and interactions with redox partners as well
as with substrate proteins. The last part of the review concentrates on dimeric oxidoreductases responsible for disulfide generation. Many
virulence factors are the substrates of the Dsb proteins. Thus unraveling the machinery that introduces disulfide bonds and expanding
knowledge about Dsb protein structures and their activities may facilitate the discovery of an effective anti-bacterial drugs.

1. Introduction. 2. Escherichia coli Dsb system. 2.1. Characteristic of the E. coli thiol oxidoreductase — DsbA. 2.2. Izomerization / reduction
pathway proteins. 3. Classification of the monomeric DsbAs. 3.1. Physicochemical features of different classes of DsbAs. 4. DsbA interac-
tions with redox partner and substrates. 4.1. DsbA interactions with redox partner. 4.2. DsbA interactions with substrates. 5. Dimeric Dsb
proteins with oxidative activity. 6. Conclusions. 7. References
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1. Wstep

Procesy utleniania i redukgji reszt cysteinowych bia-
tek odgrywaja istotna role w wielu procesach zacho-
dzacych w komorkach, pelnig role strukturalng, kata-
lityczng oraz sygnalizacyjng. Generowanie mostkow
disiarczkowych, bedacych kowalencyjnymi wigzaniami
wytwarzanymi w reakeji utleniania reszt cysteinowych

biatek, jest istotnym elementem procesu dojrzewania
protein zapewniajacym ich funkcjonalno$¢ poprzez
wplyw na ich konformacje i stabilnos¢. W komoérkach
bakterii Gram-ujemnych proces ten zachodzi w utlenia-
jacych warunkach przestrzeni peryplazmatycznej i jest
katalizowany przez zesp6t biatek Dsb (disulfide bond).
W strukturze przestrzennej bialek Dsb wyrdznia sie
domene tioredoksyny (TRX) ze scisle konserwowanym,
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aktywnym motywem CXXC oraz tak zwana petle pro-
linowg (reszta cis-proliny w strukturze przestrzennej
biatka sgsiadujaca z motywem CXXC i oddzialujaca
z cysteing aktywna w reakeji redoks). Oba te elementy
odgrywaja istotng role w oddzialywaniach bialek Dsb
zich partnerami redoks i substratami. Poniewaz czyn-
niki wirulencji wielu patogennych bakterii to biatka
pozacytoplazmatyczne, ktére dla osiggniecia wlasciwej
struktury wymagaja wprowadzenia mostkow disiarcz-
kowych, aktywnos¢ systemoéw Dsb jest istotng deter-
minantg zjadliwosci mikroorganizméw. Rozwigzanie
struktur bialek Dsb oraz zrozumienie mechanizmoéw
ich dzialania zapoczatkowalo badania zmierzajace do
wykorzystania ich jako celow lekéw antybakteryjnych
[6, 58]. Wykorzystanie réznorodnych strategii (mikro-
biologicznych, biochemicznych, biofizycznych, bio-
informatycznych czy proteomicznych) zaowocowalo
w ostatnich latach szczegélows charakterystyka funk-
cjonowania sieci Dsb modelowej bakterii Escherichia
coli (EcDsb). Dane te przedstawia wiele znakomitych
publikacji przegladowych. Ostatnio opublikowane to
miedzy innymi [3, 40, 43]. Doskonalenie metod sekwen-
cjonowania materialu genetycznego ujawnito rézno-
rodnos¢ systeméw Dsb w $wiecie mikroorganizmow.
Roznice dotycza liczby biatek Dsb konkretnej kategorii,
ich wzajemnych interakeji oraz struktur i obserwo-
wane s nie tylko pomiedzy przedstawicielami réznych
rodzajow czy gatunkow, ale takze czasami pomiedzy
szczepami tego samego gatunku bakterii [8, 18, 42].
Prezentowana praca przegladowa przedstawia charak-
terystyke bialek DsbA bezposrednio odpowiedzial-
nych za wprowadzanie mostkow disiarczkowych do
bialek pozacytoplazmatycznych bakterii Gram-ujem-
nych. Koncentruje si¢ na uzyskanych w ostatnich
latach danych dotyczacych ich struktur, filogenezy oraz
oddziatywan z partnerami redoks i substratami.
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2. System bialek Dsb Escherichia coli

2.1. Charakterystyka tiolowej oksydoreduktazy
Escherichia coli - bialka DsbA

Modelowym i najdokladniej scharakteryzowanym
w wielu aspektach biatkiem DsbA jest EcDsbA. Zostalo
ono zidentyfikowane w roku 1991 a jego strukture
rozwigzano w roku 1993 [5, 44]. EcDsbA (21 kDa) jest
monomerem skladajacym si¢ z dwoch domen: tiore-
doksynowej i helikalnej (Ryc. 1). Domena tioredoksy-
nowa (okoto 90 reszt aminokwasowych) zawiera pigé
B-kartek/harmonijek potaczonych trzema a-helisami
(H1, H6 i H7). Helisy H2-H5 tworza domeng helia-
kalng. Cechg charakterystyczng EcDsbA jest obecno$¢
a-heliakalnej domeny wewnatrz domeny tioredoksy-
nowej. Centrum katalityczne tworzy motyw CXXC
(CPHC) zlokalizowany na N-koncu helisy H1, otoczony
trzema petlami. Petla pierwsza (L1) faczy harmonijke 3
i helise H2, petla druga (L2) okres$lana jako petla cisPro
(cisPro loop) laczy fragmenty H6 i 4, a petla 3 (L3)
taczy fragmenty 5 i H7. Wytworzony na powierzchni
EcDsbA, powyzej aktywnego motywu, hydrofobowy
rowek oraz tadunek powierzchniowy decyduja o aktyw-
nosci enzymatycznej biatka, jego oddzialywaniach
z substratami, zaréwno partnerem redoks jak i biatkami
do ktérych wprowadzane sg mostki disiarczkowe [57].
W przeciwienstwie do wigkszo$ci bialek peryplazma-
tycznych przenoszonych do peryplazmy po zakoncze-
niu procesu translacji, DsbA jest transportowane przez
blone wewnetrzng komorki kotranslacyjnie, w sposob
zalezny od SRP (signal recognition particle) z wykorzy-
staniem translokonu SecYEG [56].

DsbA katalizuje tworzenie wigzan disiarczkowych
bezposrednio po transporcie biatka do peryplazmy,
a jego substraty moga by¢ na réznych etapach zwijania.

Ryc. 1. Struktura bialka DsbA pochodzacego z Escherichia coli

A) Struktura przestrzenna biatka DsbA E. coli (PDB, 1FVK [20]). W kolorze czarnym zaznaczono lokalizacje motywoéw katalitycznych CPHC oraz VcP.
(B) Schematyczne ulozenie elementdw strukturalnych biatka EcDsbA. W ramce zaznaczono domeng tioredoksynowa (opis w tekscie). f-kartki sg repre-
zentowane przez prostokaty, a-helisy — przez faliste czworokaty.
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W warunkach in vivo proces ten wymaga wspoldzia-
tania kilku oksydoreduktaz warunkujgcych transport
elektronow. Proces rozpoczyna sie od nukleofilowego
ataku zredukowanej cysteiny bialka, ktdre jest substra-
tem dla DsbA. Atak dokonywany jest na N-terminalng,
zlokalizowang na powierzchni bialka cysteing C30
motywu CPHC DsbA. Ukryta we wnetrzu DsbA cyste-
ina C33 nie bierze udzialu w tym procesie. W wyniku
tej reakcji powstaje przejsciowy kompleks pomiedzy
DsbA i substratem. W nastgpnym etapie, kolejna cys-
teina biatka substratowego przeprowadza atak na cyste-
ine polaczona z DsbA. Nastepuje utlenienie substratu
i redukcja biatka DsbA [13].

Partnerem redoks DsbA, odpowiadajacym za odtwo-
rzenie jego utlenionej aktywnej formy;, jest biatko btony
wewnetrznej EcDsbB. W jego sekwencji aminokwa-
sowej obecne jest sze$¢ reszt cysteinowych, sposrod
ktorych cztery sa niezbedne do ponownego utlenienia
DsbA. W strukturze przestrzennej EcDsbB wyrdz-
niono cztery helisy transmembranowe (TM1-TM4)
oraz dwie petle peryplazmatyczne P1 i P2, w obrebie
ktorych wystepuja dwie aktywne pary cystein: Cys41-
-Cys44 w petli P1 oraz Cys104-Cys130 w petli P2 [23].
Reakcja ponownego utlenienia bialka EcDsbA przez
biatko EcDsbB rozpoczyna sie od nukleofilowego ataku
Cys30 motywu katalitycznego biatka DsbA na disiarczek
Cys104-Cys130 biatka DsbB. Skutkuje to powstaniem
przejsciowego mostka disiarczkowego pomiedzy Cys30
(EcDsbA) a Cys104 (EcDsbB) i przeniesieniem wigzania
na EcDsbA. Powstate grupy tiolowe Cys104 i Cys130
EcDsbB sa ponownie utleniane przez pare reszt cyste-
inowych petli pierwszej (Cys41-44), a elektrony sg prze-
kazywane na chinon, a nastepnie na tlen (warunki tle-
nowe) lub fumaran/azotan (warunki beztlenowe) [24].

2.2. Bialka szlaku izomeryzacji-redukcji

Bialko DsbA skutecznie i szybko katalizuje reakcje
powstawania wigzan disiarczkowych pomiedzy cyste-
inami biatka transportowanego do peryplazmy. Utle-
nianie reszt cysteinowych zachodzi w sposéb zgodny
z ich kolejnoscia w fancuchu aminokwasowym. Bialka,
ktoére wymagaja wprowadzania wigzan disiarczkowych
pomiedzy niesgsiadujacymi resztami cysteinowymi,
w takiej sytuacji nabywaja zla konformacje. Sa one
degradowane przez proteazy peryplazmatyczne albo
izomeryzowane z powrotem do prawidtowego utlenio-
nego stanu, przez izomeraze disiarczkowa EcDsbC [43,
44]. EcDsbC (23 kDa) jest homodimerem o V-ksztalt-
nej strukturze. Kazdy monomer zlozony jest z dwdch
domen: C-koniec zawiera domene TRX z motywem
CXXC (Cys98 i Cys101), o wlasciwosciach katalitycz-
nych, natomiast N-koniec domene dimeryzacyjng [45].
Aktywna forma EcDsbC jest jego forma zredukowana.
Proces dimeryzacji biatka DsbC jest kluczowy w jego
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aktywnosci, zapobiega bowiem jego utlenianiu przez
EcDsbB [2]. EcDsbC jest urzymywane w zreduko-
wanej formie przez aktywno$¢ blonowego EcDsbD,
transportujacego w wieloetapowym procesie elek-
trony z cytoplazmy. EcDsbD, zawierajace w sekwen-
cji aminokwasowej sze$¢ reszt cysteinowych, sklada
sie z o$miu transblonowych segmentéw (domena ()
i dwdch domen peryplazmatycznych (N- i C-koniec
biatka, nazywane odpowiednio a i y domenami). Cyste-
iny EcDsbD sa niezbedne do transportu elektronow
z cytoplazmatycznej tioredoksyny, poprzez domeny f3, y
i a EcDsbD do peryplazmatycznych tiolowych oksydo-
reduktaz [11, 31]. Poza EcDsbC, substratami EcDsbD
s3 EcDsbG oraz EcCcmG. EcDsbG (26 kDa) to dime-
ryczna peryplazmatyczna tiolowa oksydoreduktaza
o strukturze podobnej do EcDsbC lecz odmiennej
funkgji. Jej aktywnos¢ redukujaca chroni biatka posia-
dajace pojedyncze cysteiny przed utlenieniem do kwasu
sulfonowego [14, 21]. EcCcmG (cytochrome ¢ matura-
tion system) jest bfonowym biatkiem biorgcym udziat
w procesie biogenezy cytochromu c [52].

3. Klasyfikacja monomerycznych bialek DsbA

Przez ostatnie trzy dekady opisano wiele bialek
rodziny DsbA, obecnych w proteomach réznych gatun-
kow bakterii, przedstawicieli typow Proteobacteria, Fir-
micutes czy Actinobacteria. Struktury rozwigzano dla
ponad dwudziestu. Wszystkie biatka homologi DsbA,
pomimo czesto niskiej identycznosci sekwencji amino-
kwasowej, posiadajg podobng architekture - domene
tioredoksynowa z wbudowang domeng heliakalna.
Badania strukturalne, prowadzone zaréwno metodg
klasycznej rentgenowskiej krystalografii jak i spektro-
skopii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR-
nuclear magnetic resonance), w potaczeniu z analizami
cech biochemicznych i biofizycznych biatek umozli-
wily podziat tej rodziny na dwie klasy: klasa DsbA-I
z podziatem na DsbA-Ia i DsbA-Ib oraz klasa DsbA-II.
Prawdopodobnie, po poznaniu struktur wigkszej liczy
bialek, w klasie IT rowniez bedzie konieczne wyrdznie-
nie kilku podklas [47]. Podzial bialek DsbA w oparciu
o analizy filogenetyczne pokrywa sie z podzialem bazu-
jacym na analizach strukturalnych [59]. W tych bada-
niach wyrézniono trzy klady. Pierwszy z nich grupuje
biatka Dsb blisko spokrewnione z EcDsbA z komérek
Gammaproteobacteria, takich jak np. Klebsiella pneu-
moniae (KpDsbA), Shigella flexnerii (SfDsbA), Salmo-
nella enterica (SeDsbA i SeSgrA) czy Proteus mirabilis
(PmDsbA) i odpowiada poprzednio opisanej grupie
DsbA-Ia [35, 36, 60, 66]. Bialka o wysokiej (okoto 80%)
identycznosci sekwencji aminokwasowej do EcDsbA
(z wyjatkiem PmDsbA - 59% identycznosci) nalezace
do tej grupy, posiadaja podobnie jak EcDsbA diugi
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hydrofobowy rowek otaczajacy motyw aktywny, ktéry
jest identyczny jak ten w EcDsbA (CPHC oraz cis-pro-
lina poprzedzona waling).

Do kladu pierwszego zaliczane sg tez bialko DsbA
z Vibrio cholerea (VcDsbA - 40% identycznosci
sekwencji aminokwasowej z EcDsbA) oraz biatka DsbL
(dodatkowe biatka DsbA wystepujace w niektorych
szczepach E. coli czy S. enterica). Motyw aktywny oraz
potencjal redoks VcDsbA sa zblizone do wartosci
charakterystycznych dla EcDsbA ale jego struktura
posiada cechy charakterystyczne dla grupy DsbA - Ib
(patrz nizej) [63]. W wypadku bialek DsbL zaréwno
ich wlasciwosci (potencjal redoks, specyficzno$¢ sub-
stratowa) jak i architektura (skrécony hydrofobowy
rowek oraz tadunek powierzchniowy) odbiegaja od
cech EcDsbA [18, 22].

Przedstawicielami kladu drugiego (uprzednio naz-
wany DsbA-Ib) sa bialka DsbA Gamma- oraz Betapro-
teobakteria np. Pseudomonas aeruginosa PaDsbAl,
Neisseria meningitidis NmDsbAl i NmDsbA3 czy
Burkholderia pseudomallei BpDsbA [26, 38, 46, 61, 62].
Ta grupa nie jest tak homogenna jak wyzej opisana
i pod réznymi aspektami odbiega od prototypowego
biatka EcDsbA. Identyczno$¢ sekwencji aminokwaso-
wej do EcDsbA dla przedstawicieli tej grupy waha sie
w przedziale 20-30%. Roznice dotyczg miedzy innymi
cech motywu katalitycznego. Spotykany jest motyw
CPHC sparowany z Val-cisPro jak i inne motywy np.
NmDsbA3 posiada motyw CVHC polaczony z Thr-
-cisPro. Réznice strukturalne dotycza dtugosci hydro-
fobowego rowka, tadunku powierzchniowego oraz
motywu katalitycznego.

Trzeci klad tworza homologi EcDsbA nalezace do
réznych grup taksonomicznych, ktére znaczaco odbie-
gaja od prototypowego EcDsbA, zaréwno pod wzgledem
identycznosci sekwencji aminokwasowej jak i struktury
przestrzennej. Do najdokladniej scharakteryzowanych
nalezg DsbA przedstawicieli Actinobacteria (MtDsbA
z Mycobacterium tuberculosis, CAMdbA z Corynebacte-
rium diphteriae), Gram-dodatnich Firmicutes (BsBdbD
z Bacillus subtilis czy SaDsbA z Staphylococcus aureus)
a takze Proteobacteria zarébwno Alphaproteobacteria
(WpDsbA z Wolbachia pipientis) jak i Gammaproteo-
bacteria (PaDsbA2 z Pseudomonas aeruginosa). Do
tego kladu zaliczane jest takze bialko DsbA Chlamydia
trachomatis (CtDsbA), Gram-ujemnego mikroorga-
nizmu nalezgcego do klasy Chlamydia [1, 10, 12, 37, 59].
Gléwna réznica strukturalna pomiedzy klasa DsbA-I
i DsbA-II dotyczy ulozenia harmonijki f1. Dodatkowo
w sekwencji aminokwasowej biatka grupy DsbA-II
zawierajg druga pare reszt cysteinowych powiazanych
mostkiem, ktéra nie pelni funkeji katalitycznej cho¢
moze odgrywac role w procesach regulacyjnych, co udo-
kumentowano w odniesieniu do WpDsbA [37]. Bialka
tej grupy roznig ich motywy katalityczne [3].
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3.1. Fizyczno-chemiczne wlasciwosci
roznych grup DsbA

Jedng z istotnych cech bialek Dsb odzwierciedlaja-
cych rodzaj i site ich aktywnosci jest potencjal redoks
oraz pK_N-koncowej cysteiny motywu CXXC. Gene-
ralnie pod katem potencjalu redoks mozna je podzieli¢
na trzy grupy; te o wysokim potencjale (okoto - 100 mV
i powyzej), te o posrednim potencjale (okoto — 200 mV)
oraz biatka o niskim potencjale (ponizej — 200 mV).
Niski potencjal jest charakterystyczny dla cytoplazma-
tycznych tioredoksyn o aktywnosci redukujacej, po-
$redni dla bialek o aktywnosci izomeryzacyjnej, odpo-
wiedzialnych za przebudowe Zle wprowadzonych most-
kow. Wysoki potencjat redoks charakteryzuje pozacy-
toplazmatyczne biatka Dsb o aktywnosci oksydacyjnej,
a wiec biatka z rodziny DsbA. Potencjal redoks EcDsbA
wynosi — 122 mV [44]. Zblizong wartos¢ wykazuja bialka
DsbA z grupy Ia (od - 154mV do - 116 mV). Bialka
z grupy Ib maja zdecydowanie wyzszy potencjal (od
-80mV do - 94mV) a te z grupy II sa pod wzgledem
ich potencjaléw redoks grupa wysoce niejednorodna,
np. warto$¢ potencjatu redoks PaDsbA2 to -67 mV
a CtDsbA to -229 mV [3]. Warto$¢ pK_ cysteiny pozwala
okresli¢ w jakim pH cysteina wystepuje w rownowadze
w formie uprotonowanej (SH) i w formie anionu tiolo-
wego (§). Standardowe pK_ dla wolnej cysteiny wynosi
8,3/8,6. Warto$¢ pK, wyeksponowanych na powierzchni
bialek DsbA N-koncowych cystein motywu CXXC jest
duzo nizsza niz ta dla wolnej cysteiny i waha si¢ od
okoto 3,0 do 5,0. Wystepuje korelacja pomiedzy wartos-
cig pK_ a potencjatem redukcyjnym biatka Dsb - im niz-
sza warto$¢ pK_ N-terminalnej cysteiny motywu CXXC
tym wyzszy potencjal redukcyjny (wartos¢ pK_ dla cyto-
plazmatycznych tioredoksyn wynosi okoto 7) [53].

Testy biochemiczne okreslajace poziom aktywnosci
oksydacyjnej bialek DsbA to test redukcji insuliny,
testy utleniania bialek zawierajacych mostki disiarcz-
kowe (RNaza, hirudyna) czy zdolno$¢ do utleniania
syntetycznego charakteryzujacego si¢ fluorescencja
peptydu. W tych testach bialka przedstawiciele nalezace
do grupy DsbA-Ia (gtéwnie SeDsbA i KpDsbA) wyka-
zuja wlasciwosci prawie identyczne jak EcDsbA [8, 36,
59]. Wlasciwosci innych DsbA, nawet tych z grupy
DsbA-Ib odbiegaja od cech charakterystycznych dla
EcDsbA co jest efektem, czasami nawet niewielkich,
zmian strukturalnych.

4. Oddzialywanie DsbA z dwiema grupami
partneréw - partnerami redoks i substratami

Réznice struktury, czesto nawet niewielkie maja
wplyw na rodzaj i liczbe substratow bialek DsbA. Te tio-
lowe oksydoreduktazy oddziatuja z dwoma rodzajami
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substratow: w stanie utlenionym z biatkami do ktérych
wprowadzane sg mostki pomiedzy grupami — SH reszt
cysteinowych, w stanie zredukowanym z jednym sub-
stratem — biatkami homologami EcDsbB, co prowadzi
do reutlenienia DsbA.

4.1. Oddzialywanie z partnerami redoks

Rozwigzanie struktury kompleksu EcDsbA z EcDsbB
doprowadzito do okreslenia sekwencji aminokwa-
sowej krotkiego peptydu (**PSPFATCDFM'®) z dru-
giej peryplazmatycznej petli EcDsbB oddzialujacego
z EcDsbA w procesie transferu elektronow [25, 35,
68]. Ta sekwencja aminokwasowa jest identyczna lub
prawie identyczna w bialkach DsbB bedacych partne-
rami redoks DsbA z grupy Ia. Zgodnie z tym DsbA Ia
oddzialujg w testach in vitro z EcDsbB a in vivo kom-
plementuja brak EcDsbA w sposéb zalezny od EcDsbB
[35, 36]. Sekwencje aminokwasowe peptydow bialek
DsbB bioracych udzial w reutlenianiu DsbA z grup Ib
i II réznia sie znaczaco, zaréwno miedzy soba jak
i w poréwnaniu do EcDsbB. Tylko nieliczni przedsta-
wiciele grupy Ib (NmDsbA1, PaDsbA1) wykazuja zdol-
nos¢ do czgsciowej komplementacji braku EcDsbA (test
ruchliwosci) a biatka DsbA z grupy II najbardziej struk-
turalnie odbiegajace od EcDsbA nie sg tez funkcjonal-
nymi odpowiednikami EcDsbA. Ciekawe s interakcje
pomiedzy biatkami DsbA i DsbB w komoérkach bak-
terii posiadajacych wiecej niz jedno biatko DsbA, ktdre
przewaznie nalezg do réznych grup strukturalnych.
Genom Pseudomonas aeruginosa koduje dwa bialka
DsbA (PaDsbAl i PaDsbA2) o roznej funkeji/specyficz-
nosci substratowej i strukturze oraz dwa biatka DsbB
(PaDsbB1 i PaDsbB2). PaDsbAl odpowiedzialne za
wprowadzanie mostkow disiarczkowych do wielu czyn-
nikéw wirulencji jest zaliczane do grupy Ib. PaDsbA2
produkowane prawdopodobnie tylko w specyficznych
warunkach posiada odmienng strukture, jest przed-
stawicielem grupy II. Obydwa PaDsbA s reutleniane
zaréwno przez PaDsbBl1 jak i PaDsbB2, dopiero brak
obu PaDsbB wplywa na stan redoks DsbA1l i zakldoca
jego funkcjonowanie. Przyczyna obecno$ci dwdch bia-
tek o nakfadajacych si¢ funkcjach nie jest wyjasniona.
Wyznaczona in silico sekwencja aminokwasowa ota-
czajgca reszte cysteinowq drugiej petli peryplazmatycz-
nej jest identyczna w obu PaDsbB (AQGMGSCKM)
i znaczgco rézna od tej obecnej w EcDsbB, chociaz
oba PaDsbB komplementuja brak EcDsbB w tescie
ruchliwoéci [1]. W komoérkach uropatogennych szcze-
pow Escherichia coli oraz niektorych szczepach Salmo-
nella enterica poza gtéwna parg EcDsbA/EcDsbB czy
SeDsbA/SeDsbB funkcjonuje druga para tiolowych
oksydaz DsbL/Dsbl o wysokiej specyficznosci sub-
stratowej. Oba biatka DsbL (EcDsbL i SeDsbL) o wyso-
kiej identycznosci sekwencji aminokwasowej (93%)
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charakteryzujg si¢ wysokim podobienstwem struktur
lecz znaczgco réznig sie od EcDsbA zaréwno struktural -
nie jak i funkcjonalnie. Biatka DsbL sg reutleniane przez
tworzace z nimi pare redoks biatka, homologi EcDsbB,
nazwane Dsbl, o odmiennej od EcDsbB sekwencji ami-
nokwasowej peptydu wchodzacego w interakeje z part-
nerem generujacym wigzania disiarczkowe. Sekwencja
aminokwasowa tego peptydu to LFGVQGCST (analiza
in silico) [3]. W komorkach N. meningitidis funkcjonuja
trzy bialka DsbA: NmDsbA1, NmDsbA2 i NmDsbA3.
Dwa z nich (NmDsbA1 i NmDsbA2) sg lipoproteinami
a jedno (NmDsbA3) jest biatkiem peryplazmatycz-
nym. Pomimo istniejacych miedzy nimi réznic struk-
turalnych wszystkie wspdtpracujg z jednym biatkiem
DsbB, ktére jest tez zdolne in vitro do reulteniania
EcDsbA. Sekwencja aminokwasowa jego aktywnego
peptydu (TAPSCGAP) jest odmienna od tej wyzna-
czonej dla EcDsbB [38, 61, 62]. Procesy reutleniania
dimerycznych tiolowych oksydoreduktaz generujacych
mostki disiarczkowe (patrz nizej) jak dotad pozostaja
niewyjasnione. DsbK (HP0231) H. pylori jest obecne
w komdrce typu dzikiego w stanie utlenionym a na
jego stan redoks tylko w nieznacznym stopniu wptywa
brak biatka DsbI (nietypowy homolog EcDsbB) [8].
W komorkach E.coli HP0231 komplementuje brak
EcDsbA w kilku testach (wrazliwo$¢ na DTT, ruch-
liwos¢ i aktywnos¢ alkalicznej fosfatazy) w sposdb nie-
zalezny od EcDsbB [55]. Dane te dokumentujg aktyw-
no$¢ HP0231 jako oksydazy, reutlenienie tego biatka po
przekazaniu mostka na odpowiedni substrat prawdopo-
dobnie umozliwia jego dimeryczna struktura. Mecha-
nizmy regulujace aktywnos¢ dwufunkcyjnych dime-
rycznych tiolowych oksydoreduktaz L. pneumophilla
i C. jejuni (odpowiednio LpDsbA2 i C8J_1298) réwniez
nie zostaly poznane. Rycina 2 przedstawia przyklady
oddzialywan pomiedzy bialkami DsbA i DsbB u roz-
nych gatunkow bakterii, natomiast rycina 3 topologie
wybranych bialek DsbB z zaznaczonymi aminokwasami
istotnymi dla interakcji z DsbA.

4.2. Oddzialywanie z substratami

Roéznice strukturalne pomiedzy biatkami DsbA
majg wplyw na rodzaj i liczbe ich substratéw - biatek do
ktorych wprowadzane sa mostki disiarczkowe. Ponie-
waz kompleksy tworzone przez DsbA z substratami
sg nietrwale, odpowiednie substraty identyfikowane s
poprzez poréwnywanie subproteoméw peryplazma-
tycznych szczepow dzikich z subproteomami mutan-
tow w genach dsbA lub z zastosowaniem odpowiednich
mutantéw punktowych opoézniajacych lub uniemozli-
wiajacych rozwigzanie kompleksow [6, 27]. Zidenty-
fikowano duzg liczbe substratow bialek DsbA, czesto
istotnych czynnikéw wirulencji [6, 40]. Niektore biatka
DsbA jak np. EcDsbL charakteryzuja si¢ bardzo wysoka
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Ryc. 2. Oddzialywania pomiedzy bialkami DsbA i DsbB

Przyktady dotyczace wybranych gatunkéw bakterii Gram-ujemnych. Za wprowadzanie mostkéw disiarczkowych w komorkach Escherichia coli K12
odpowiedzialne jest monomeryczne biatko DsbA oraz reutleniajace je blonowe biatko DsbB; w komdrkach uropatogennych szczepéw E. coli (UPEC)
funkcjonuje dodatkowa para biatek DsbL-Dsbl. Pseudomonas aeruginosa koduje dwa biatka DsbA (DsbA1, DsbA2) oraz dwa btonowe DsbB (DsbB1,
DsbB2). W komorkach Neisseria meningitidis kodowane sg trzy biatka DsbA (DsbA1, DsbA2, DsbA3) oraz tylko jedno biatko DsbB. Dwa biatka DsbA
(DsbA1, DsbA2) oraz dwa blonowe biatka DsbB i DsbI kodowane s3 w genomie Campylobacter jejuni 81116. Dsbl kodowane w genomie C. jejuni 81116
oraz w genomie UPEC to dwa rézne biatka [49]. Oprécz monomerycznych biatek DsbA1/2 we wprowadzanie mostkéw disiarczkowych zaangazowana
jest takze dimeryczna oksydoreduktaza C8J_1298, ktora oddziatuje zaréwno z biatkami DsbB, Dsbl jaki i biatkiem szlaku izomeryzacji redukcji — DsbD.
W komorkach Legionella pneumophila kodowane s3 monemeryczne DsbA1, dimeryczne DsbA2 a takze dwa DsbB (DsbB1, DsbB2) oraz dwa DsbD
(DsbD1, DsbD2). Helicobacter pylori nie koduje w genomie klasycznej pary bialek DsbA-DsbB, za wprowadzanie mostkow disiarczkowych odpowiedzialna
jest dimeryczna oksydaza DsbK, kodowane jest rowniez DsbI — homolog CjDsbl. Oddziatywania pomiedzy biatkami zostaty na rysunku przedstawione
w postaci strzalek; przerywang szarg linig zaznaczono potencjalne oddzialywania, ktdre nie zostaty udowodnione w eksperymentach in vivo/ in vitro.

specyficznoscia substratows, podczas gdy inne reaguja
z wieloma substratami. W komoérkach niektérych
mikroorganizméw np. N. meningitidis czy S. enterica
funkcjonuje zwielokrotniona liczba bialek DsbA, ktére
posiadaja zar6wno naktadajace sie, jak i odmienne sub-
straty. Jak dotad pozostaja niewyjasnione dokladnie
oddziatywania utlenionych DsbA z ich substratami.
By¢ moze mechanizm tych oddziatywan nie jest iden-
tyczny dla wszystkich biatek DsbA. Analiza pierwszo-
rzedowych sekwencji aminokwasowych, otaczajacych
reszty cysteinowe pomiedzy ktérymi wytwarzane sa

mostki disiarczkowe, kilkudziesigciu bialek nie wyka-
zala istnienia pomiedzy nimi istotnych podobienstw.
Analiza wlasciwo$ci mutantéw punktowych oraz fakt,
ze mutanty o zamienionej prolinie na treonine w petli
cisPro (L2) sugeruja, ze ta petla pelni kluczows role
w wigzaniu substratéw przez utleniong forme EcDsbA.
Rozwigzanie struktury kompleksu EcDsbA z peptydem
biatka SigA S. flexnerii, zawierajacym reszty cysteinowe
pomiedzy ktorymi wytwarzany jest mostek, wskazato,
ze peptyd nie wiaze si¢ do regionu hydrofobowego
rowka, ktory jest miejscem oddziatywania z EcDsbB.



GENEROWANIE MOSTKOW DISITARCZKOWYCH W BIALKACH

DsbB E. coli Dsbl E. coli

DsbB W. pipientis

351

DsbB B. pseudomallei

DsbB C.jejuni

Ryc. 3. Topologia DsbB w blonie

Poréwnanie bialek DsbB oddziatujacych z biatkami DsbA, zaliczanymi do réznych klas — por. rozdziat 3 (Escherichia coli — klasa Ia; Burkholderia pseudo-

mallei - klasa Ib; Wolbachia pipientis — klasa II; Campylobacter jejuni - ?). Przewidywania topologii biatlek DsbB w bfonie wykonano z wykorzystaniem

programu Protter (http://wlab.ethz.ch/protter/#) [48]. Reszty cysteinowe w obrebie bialek zostaty zaznaczone kolorem ciemnoszarym. Sekwencje amino-
kwasowe wytypowane jako motywy biorace udzial w oddzialywaniu z bialkiem DsbA zaznaczono kolorem jasnoszarym.

Tak wiec mozna postawi¢ hipoteze ze hydrofobowy
rowek determinuje oddzialywania DsbA z partnerem
redoks a nie z substratami [50].

5. Dimeryczne bialka o aktywnosci oksydacyjnej
W komorkach niektérych gatunkéw mikroorganiz-

moéw funkcjonujg dimeryczne tiolowe oksydoreduktazy,
o strukturach zblizonych do EcDsbC lub EcDsbG, ale

odgrywajace role w generowaniu mostkéw disiarczko-
wych. Niektdre z nich sg enzymami dwufunkcyjnymi,
funkcjonujg zaréwno jako oksydazy reszt cysteinowych
jak i izomerazy, czgsto zaleznie od tla genetycznego.
W $wiecie mikroorganizméw spotykamy gatunki gdzie
tego typu oksydazy funkcjonujg razem z typowymi
monomerycznymi DsbA (np. rodzaj Campylobater
czy Legionella pneumophila ) oraz gatunki w komor-
kach ktorych sg one jedynymi enzymami utleniajacymi
reszty cysteinowe (np. Helicobacter pylori).
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Campylobacter i Helicobacter to przedstawiciele
klasy Epsilonproteobacteria, mikroorganizmy bedace
ludzkimi patogenami. Infekcja Campylobacter jejuni
skutkuje stanami zapalnymi jelit. Helicobater pylori jest
czynnikiem etiologicznym powaznych objawdw choro-
bowych gérnego odcinka przewodu pokarmowego takich
jak — stan zapalny blony sluzowej Zoladka, choroba
wrzodowa zoladka/dwunastnicy czy choroba nowotwo-
rowa. Rodzaj symptomoéw chorobowych jest zalezny od
genotypu szczepu patogenu, genotypu gospodarza oraz
czynnikow srodowiskowych.

W proteomie H. pylori nie stwierdzono ani obec-
nosci biatek DsbA/DsbB ani DsbC/DsbD. Zidentyfi-
kowano 149 bialek zawierajacych motyw CXXC, ale
tylko cztery z nich posiadaja charakterystyczny zwdj
tioredoksynowy, a wigc nalezg do klasy tiolowych
oksydoreduktaz. Dwa z nich to cytoplazmatyczne tio-
redoksyny a dwa (HP0231 i HP0377) to biatka poza-
cytoplazmatyczne. [30]. Ich struktura zostala rozwia-
zana [64, 65]. HP0377 jest nietypowym biatkiem CcmG
(cytochrome ¢ maturation), ktore poza zdolnoscig do
redukcji apocytochromu c, w testach in vitro wykazuje
aktywnos$¢ izomeryzacyjna. HP0377 utrzymywane
jest w stanie zredukowanym przez blonowe biatko
HP0265 - CcdA, bedace skrdcong wersja klasycznego
DsbD [54]. HP0231 to dimeryczna oksydoreduktaza
odpowiedzialna za generowanie mostkéw disiarczko-
wych i wplywajaca na wiele aspektéw procesu wiru-
lencji. W proteomie H. pylori obecne jest dodatkowo
biatko HP0595 (Dsbl) — nietypowy homolog EcDsbB
- o dokfadnie nieokreslonej funkcji.

HP0231 (DsbK) o strukturze zblizonej, ale nie iden-
tycznej jak EcDsbG, posiada domene katalityczng cha-
rakterystyczna dla klasy DsbA-I1, z motywem aktywnym
identycznym jak EcDsbA (CPHC sparowany z VcP).
Obecnos$¢ domeny dimeryzacyjnej warunkuje aktyw-
no$¢ enzymu w komorkach naturalnego gospodarza.
Eksperymenty mutagenezy specyficznej co do miejsca
analizujgce aminokwasy centrum katalitycznego wyka-
zaly, Ze zamiana waliny na treonine w tzw. petli prolino-
wej (VcP na TcP) catkowicie znosi aktywnos¢ biatka [7,
9, 41, 55]. Proces reutleniania HP0231 nadal jest nieja-
sny. System Dsb ma istotny wplyw na procesy wirulencji
H. pylori. Brak bialka HP0595 w znaczacy sposob obniza
poziom kolonizacji blony sluzowej zotadka myszy [16].
Szczep H. pylori zmutowany w genie hp0231 charakte-
ryzuje sie obnizonym poziomem translokacji do komo-
rek eukariotycznych biatka CagA, gléwnej determinanty
procesu nowotworzenia [67]. Celem dziatania HP0231
jest miedzy innym biatko blony zewnetrznej HopQ
zawierajace trzy mostki disiarczkowe. HopQ jest adhe-
zyna H. pylori rozpoznajaca na powierzchni komorek
eukariotycznych czasteczki CEACAM (carcinoembrio-
nic antigen-related cell adhesion molecule) [29, 32]. Brak
HopQ lub jego zmieniona struktura w znaczacy sposob
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hamuje proces translokacji CagA oraz indukcje szlakow
przekazywania sygnalow [19].

WHO zaklasyfikowato H. pylori jako jeden z 12 ludz-
kich patogenéw przeciwko ktéremu niezbedne jest szyb-
kie opracowanie nowych lekéw. HP0231 ze wzgledu na
istotny wplyw na proces wirulencji, nietypowa strukture
oraz peryplazmatyczng lokalizacje spelnia wymagania
stawiane celom terapii antybakteryjnych. Potencjalne
inhibitory HP0231 nie powinny hamowac¢ aktywnosci
bialek Dsb innych gatunkéw bakterii wchodzacych
w skfad ludzkiej mikrobiota jak i nie powinny mieé
wplywu na funkcjonowanie systemu wprowadzania
mostkéw disiarczkowych funkcjonujacych w komor-
kach eukariotycznych. Badania dotyczace wykorzys-
tania bialek systemu Dsb E. coli jako celow terapeu-
tycznych sa prowadzone w kilku $wiatowych labora-
toriach [15, 39, 58].

Szlak oksydacyjny Dsb C. jejuni jest bardziej zto-
zony niz ten obecny w komoérkach modelowej bak-
terii E. coli K-12. W zalezno$ci od szczepu, wyrdznia
sie w nim trzy lub cztery enzymy. Dwa z nich (DsbB
i Dsbl) zlokalizowane sa w blonie wewnetrznej, jeden
lub dwa w peryplazmie (DsbA1 i DsbA2). Dodatkowo
analizy in silico wytypowaly dwa homologii biatek
E. coli szlaku izomeryzacyjnego: C8J_1298 i C8]_0565
- podane numery dotycza genomu szczepu C. jejuni
81116 (odpowiednio homologii EcDsbC i EcDsbD).
Oksydoreduktazy CjDsbAl i CjDsbA2 posiadajg kla-
syczne sekwencje sygnalowe, ktére zapewniaja ich
transport przez blone cytoplazmatyczng do peryplazmy.
Identycznos¢ sekwencji aminokwasowych pomiedzy
CjDsbA1l i CjDsbA2 wynosi 47%. Bialka te, wykazuja
odpowiednio 24% i 28% identycznosci sekwencji ami-
nokwasowych z EcDsbA oraz 28,5% i 39% z EcDsbL.
Réznice pomiedzy nimi jak i miedzy DsbA C. jejuni
a DsbA E. coli dotyczg centréw aktywnych oraz struk-
tur tych oksydoreduktaz. Reszta izoleucyny w aktyw-
nym motywie CIHC CjDsbA1l zastgpiona jest reszta
treoninowg (CTHC) CjDsbA2. Zatem te motywy, sa
rézne od motywu EcDsbA (CPHC) i EcDsbL (CPFC).
W obydwu CjDsbA petla cis-Pro, poprzedzona jest
reszta treoniny (tworzacej motyw TcP), w przeciwien-
stwie do reszty waliny (motyw VcP) obecnej w EcDsbA
i EcDsbL. Modelowanie strukturalne wskazuje, ze oba
CjDsbAl i CjDsbA2 sg zblizone bardziej do EcDsbL,
niz do EcDsbA, cho¢ istniejg istotne roznice struktu-
ralne migdzy nimi. Odpowiednikiem EcDsbL jest raczej
CjDsbA2. Réznice strukturalne pomiedzy oksydoreduk-
tazami CjDsbA wplywaja na cechy fenotypowe bakterii
warunkowane aktywnoscig tych enzymoéw. Substratem
CjDsbAl1 jest fosfataza alkaliczna CjPhoX, a aktywno$¢
CjDsbA2 kluczowa jest dla aktywnosci sulfotransferazy
arylosulfatu CjAstA. Rdznice strukturalne pomiedzy
CjDsbAl a CjDsbA2 widoczne sg takze w ich aktyw-
nosci w komdrkach E. coli. CjDsbA 1, w przeciwienstwie
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do CjDsbA2, komplementuje brak EcDsbA w sposob
zalezny od EcDsbB. Obie tiolowe oksydoreduktazy
s3 reutleniane przez ten sam blonowy enzym CjDsbB
[17]. Rola CjDsblI nie jest wyjasniona. Udowodniono,
ze CjDsbl nie oddzialuje ani z CjDsbA1 ani z CjDsbA2,
ale odgrywa role w obronie komoérek przed stresem
oksydacyjnym, dziala zatem raczej w szlaku redukcyj-
nym [4, 51]. Nietypowym biatkiem Dsb bakterii rodzaju
Campylobacter jest produkt genu ¢8j 1298 (numeracja
ze szczepu 81116). Poczatkowo, na podstawie analiz in
silico zostal on zaklasyfikowany jako izomeraza Dsb,
homolog EcDsbC. Rzeczywiscie C8J_1298 jest homo-
dimerem wykazujacym w testach in vitro cechy zblizone
do EcDsbC. Jednak w komoérkach wystepuje nietypowo
zaréwno w formie utlenionej jak i zredukowanej, a funk-
cja tego bialka jest uzalezniona od tla genetycznego.
W komorkach typu dzikiego pelni prawdopodobnie
role EcDsbG, a przy braku CjDsbAL1 jest tiolowa oksy-
doreduktazg o aktywnosci utleniajacej. Filogenetycznie
biatko C8J_1298 jest spokrewnione blizej z dimeryczna
oksydoreduktaza H. pylori (HP0231) niz EcDsbC [4].

Dimeryczna dwufunkcyjna tiolowa oksydoreduk-
taza wystepuje tez w komorkach Legionella pneumo-
phila, patogenu gérnych drég oddechowych, czynnika
etiologicznego tzw. choroby legionistow. System Dsb
tego mikroorganizmu jest wyjatkowo skompliko-
wany. W genomie L. pneumophila zidentyfikowano
dwa geny kodujace oksydoreduktazy tiolowe, ozna-
czone LpDsbA1l i LpDsbA2, dwa geny kodujace biatka
homologii EcDsbB oraz dwa geny kodujace homologii
EcDsbD. Monomeryczne LpDsbAl komplementuje
mutacje AdsbA E. coli, a jego brak w komoérkach L. preu-
mophila nie skutkuje obserwowalng zmiang fenotypu
mutanta. Podobnie jak zaobserwowano w wypadku
C8J_1298, aktywnos$¢ LpDsbA2 jest zalezna od tla
genetycznego. LpDsbA2 w komérkach L. pneumophila
odpowiedzialne jest za utlenianie cystein kilku bialek,
sktadnikow IV systemu sekrecji T4SS a w komoérkach
E. coli funkcjonuje jako izomeraza [28, 33, 34].

6. Podsumowanie

Badania nad systemami Dsb w komoérkach réznych
gatunkow bakterii przyblizaja nas do wprowadzenia
nowych terapii antybakteryjnych. W pierwszej kolej-
nosci najbardziej prawdopodobne jest wprowadzenie
tych terapii przeciwko patogenom posiadajacym biatka
DsbA zaliczane do klasy DsbA-Ia (m.in. EcDsbA,
SeDsbA, KpDsbA). Jednak opracowanie terapii wymaga
wczesniejszego poznania systemow Dsb dziatajacych
w komorkach naszej mikroflory. Dodatkowym wyzwa-
niem jest zaprojektowanie skutecznych metod dostar-
czania takich lekow. Przeprowadzone dotad badania
pokazuja, Ze do tego etapu jeszcze daleka droga.
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