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1. Wstęp

Procesy utleniania i redukcji reszt cysteinowych bia-
łek odgrywają istotną rolę w wielu procesach zacho-
dzących w komórkach, pełnią rolę strukturalną, kata-
lityczną oraz sygnalizacyjną. Generowanie mostków 
disiarczkowych, będących kowalencyjnymi wiązaniami 
wytwarzanymi w reakcji utleniania reszt cysteinowych 

białek, jest istotnym elementem procesu dojrzewania 
protein zapewniającym ich funkcjonalność poprzez 
wpływ na ich konformację i stabilność. W komórkach 
bakterii Gram-ujemnych proces ten zachodzi w utlenia-
jących warunkach przestrzeni peryplazmatycznej i jest 
katalizowany przez zespół białek Dsb (disulfide bond). 
W  strukturze przestrzennej białek Dsb wyróżnia się 
domenę tioredoksyny (TRX) ze ściśle konserwowanym, 
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aktywnym motywem CXXC oraz tak zwaną pętlę pro-
linową (reszta cis-proliny w  strukturze przestrzennej 
białka sąsiadująca z motywem CXXC i oddziałująca 
z cysteiną aktywną w reakcji redoks). Oba te elementy 
odgrywają istotną rolę w oddziaływaniach białek Dsb 
z ich partnerami redoks i substratami. Ponieważ czyn-
niki wirulencji wielu patogennych bakterii to białka 
pozacytoplazmatyczne, które dla osiągnięcia właściwej 
struktury wymagają wprowadzenia mostków disiarcz-
kowych, aktywność systemów Dsb jest istotną deter-
minantą zjadliwości mikroorganizmów. Rozwiązanie 
struktur białek Dsb oraz zrozumienie mechanizmów 
ich działania zapoczątkowało badania zmierzające do 
wykorzystania ich jako celów leków antybakteryjnych 
[6, 58]. Wykorzystanie różnorodnych strategii (mikro-
biologicznych, biochemicznych, biofizycznych, bio-
informatycznych czy proteomicznych) zaowocowało 
w ostatnich latach szczegółową charakterystyką funk-
cjonowania sieci Dsb modelowej bakterii Escherichia 
coli (EcDsb). Dane te przedstawia wiele znakomitych 
publikacji przeglądowych. Ostatnio opublikowane to 
między innymi [3, 40, 43]. Doskonalenie metod sekwen- 
 cjonowania materiału genetycznego ujawniło różno-
rodność systemów Dsb w świecie mikroorganizmów. 
Różnice dotyczą liczby białek Dsb konkretnej kate gorii, 
ich wzajemnych interakcji oraz struktur i  obserwo-
wane są nie tylko pomiędzy przedstawicielami różnych 
rodzajów czy gatunków, ale także czasami pomiędzy 
szczepami tego samego gatunku bakterii [8, 18, 42]. 
Prezentowana praca przeglądowa przedstawia charak-
terystykę białek DsbA bezpośrednio odpowiedzial- 
nych za wprowadzanie mostków disiarczkowych do 
białek pozacytoplazmatycznych bakterii Gram-ujem-
nych. Koncentruje się na uzyskanych w ostatnich 
latach danych dotyczących ich struktur, filogenezy oraz 
oddziaływań z partnerami redoks i substratami. 

2. System białek Dsb Escherichia coli 

2.1. Charakterystyka tiolowej oksydoreduktazy
 Escherichia coli – białka DsbA

Modelowym i najdokładniej scharakteryzowanym 
w wielu aspektach białkiem DsbA jest EcDsbA. Zostało 
ono zidentyfikowane w roku 1991 a jego strukturę 
rozwiązano w roku 1993 [5, 44]. EcDsbA (21 kDa) jest 
monomerem składającym się z dwóch domen: tiore-
doksynowej i helikalnej (Ryc. 1). Domena tioredoksy-
nowa (około 90 reszt aminokwasowych) zawiera pięć 
β-kartek/harmonijek połączonych trzema α-helisami 
(H1, H6 i H7). Helisy H2-H5 tworzą domenę helia-
kalną. Cechą charakterystyczną EcDsbA jest obecność 
α-heliakalnej domeny wewnątrz domeny tioredoksy-
nowej. Centrum katalityczne tworzy motyw CXXC 
(CPHC) zlokalizowany na N-końcu helisy H1, otoczony 
trzema pętlami. Pętla pierwsza (L1) łączy harmonijkę β3 
i helisę H2, pętla druga (L2) określana jako pętla cisPro 
(cisPro loop) łączy fragmenty H6 i β4, a pętla 3 (L3) 
łączy fragmenty β5 i H7. Wytworzony na powierzchni 
EcDsbA, powyżej aktywnego motywu, hydrofobowy 
rowek oraz ładunek powierzchniowy decydują o aktyw-
ności enzymatycznej białka, jego oddziaływaniach 
z substratami, zarówno partnerem redoks jak i białkami 
do których wprowadzane są mostki disiarczkowe [57]. 
W przeciwieństwie do większości białek peryplazma-
tycznych przenoszonych do peryplazmy po zakończe-
niu procesu translacji, DsbA jest transportowane przez 
błonę wewnętrzną komórki kotranslacyjnie, w sposób 
zależny od SRP (signal recognition particle) z wykorzy-
staniem translokonu SecYEG [56].

DsbA katalizuje tworzenie wiązań disiarczkowych 
bezpośrednio po transporcie białka do peryplazmy, 
a jego substraty mogą być na różnych etapach zwijania. 

Ryc. 1. Struktura białka DsbA pochodzącego z Escherichia coli
A) Struktura przestrzenna białka DsbA E. coli (PDB, 1FVK [20]). W kolorze czarnym zaznaczono lokalizację motywów katalitycznych CPHC oraz VcP. 
(B) Schematyczne ułożenie elementów strukturalnych białka EcDsbA. W ramce zaznaczono domenę tioredoksynową (opis w tekście). β-kartki są repre-

zentowane przez prostokąty, α-helisy – przez faliste czworokąty.
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W warunkach in vivo proces ten wymaga współdzia-
łania kilku oksydoreduktaz warunkujących transport 
elektronów. Proces rozpoczyna się od nukleofilowego 
ataku zredukowanej cysteiny białka, które jest substra-
tem dla DsbA. Atak dokonywany jest na N-terminalną, 
zlokalizowaną na powierzchni białka cysteinę C30 
motywu CPHC DsbA. Ukryta we wnętrzu DsbA cyste-
ina C33 nie bierze udziału w tym procesie. W wyniku 
tej reakcji powstaje przejściowy kompleks pomiędzy 
DsbA i substratem. W następnym etapie, kolejna cys-
teina białka substratowego przeprowadza atak na cyste-
inę połączoną z DsbA. Następuje utlenienie substratu 
i redukcja białka DsbA [13].

Partnerem redoks DsbA, odpowiadającym za odtwo-
rzenie jego utlenionej aktywnej formy, jest białko błony 
wewnętrznej EcDsbB. W jego sekwencji aminokwa-
sowej obecne jest sześć reszt cysteinowych, spośród 
których cztery są niezbędne do ponownego utlenienia 
DsbA. W strukturze przestrzennej EcDsbB wyróż-
niono cztery helisy transmembranowe (TM1-TM4) 
oraz dwie pętle peryplazmatyczne P1 i P2, w obrębie 
których występują dwie aktywne pary cystein: Cys41-
-Cys44 w pętli P1 oraz Cys104-Cys130 w pętli P2 [23]. 
Reakcja ponownego utlenienia białka EcDsbA przez 
białko EcDsbB rozpoczyna się od nukleofilowego ataku 
Cys30 motywu katalitycznego białka DsbA na disiarczek 
Cys104-Cys130 białka DsbB. Skutkuje to powstaniem 
przejściowego mostka disiarczkowego pomiędzy Cys30 
(EcDsbA) a Cys104 (EcDsbB) i przeniesieniem wiązania 
na EcDsbA. Powstałe grupy tiolowe Cys104 i Cys130 
EcDsbB są ponownie utleniane przez parę reszt cyste-
inowych pętli pierwszej (Cys41-44), a elektrony są prze-
kazywane na chinon, a następnie na tlen (warunki tle-
nowe) lub fumaran/azotan (warunki beztlenowe) [24].

2.2. Białka szlaku izomeryzacji-redukcji

Białko DsbA skutecznie i szybko katalizuje reakcje 
powstawania wiązań disiarczkowych pomiędzy cyste-
inami białka transportowanego do peryplazmy. Utle-
nianie reszt cysteinowych zachodzi w sposób zgodny 
z ich kolejnością w łańcuchu aminokwasowym. Białka, 
które wymagają wprowadzania wiązań disiarczkowych 
pomiędzy niesąsiadującymi resztami cysteinowymi, 
w  takiej sytuacji nabywają złą konformację. Są one 
degradowane przez proteazy peryplazmatyczne albo 
izomeryzowane z powrotem do prawidłowego utlenio-
nego stanu, przez izomerazę disiarczkową EcDsbC [43, 
44]. EcDsbC (23 kDa) jest homodimerem o V-kształt-
nej strukturze. Każdy monomer złożony jest z dwóch 
domen: C-koniec zawiera domenę TRX z motywem 
CXXC (Cys98 i Cys101), o właściwościach katalitycz-
nych, natomiast N-koniec domenę dimeryzacyjną [45]. 
Aktywną formą EcDsbC jest jego forma zredukowana. 
Proces dimeryzacji białka DsbC jest kluczowy w jego 

aktywności, zapobiega bowiem jego utlenianiu przez 
EcDsbB [2]. EcDsbC jest urzymywane w  zreduko-
wanej formie przez aktywność błonowego EcDsbD, 
transportującego w wieloetapowym procesie elek-
trony z  cytoplazmy. EcDsbD, zawierające w  sekwen-
cji aminokwasowej sześć reszt cysteinowych, składa 
się z  ośmiu transbłonowych segmentów (domena  β) 
i  dwóch domen peryplazmatycznych (N- i C-koniec 
białka, nazywane odpowiednio α i γ domenami). Cyste-
iny EcDsbD są niezbędne do transportu elektronów 
z cytoplazmatycznej tioredoksyny, poprzez domeny β, γ 
i α EcDsbD do peryplazmatycznych tiolowych oksydo-
reduktaz [11, 31]. Poza EcDsbC, substratami EcDsbD 
są EcDsbG oraz EcCcmG. EcDsbG (26 kDa) to dime-
ryczna peryplazmatyczna tiolowa oksydoreduktaza 
o  strukturze podobnej do EcDsbC lecz odmiennej 
funkcji. Jej aktywność redukująca chroni białka posia-
dające pojedyncze cysteiny przed utlenieniem do kwasu 
sulfonowego [14, 21]. EcCcmG (cytochrome c matura-
tion system) jest błonowym białkiem biorącym udział 
w procesie biogenezy cytochromu c [52]. 

3. Klasyfikacja monomerycznych białek DsbA

Przez ostatnie trzy dekady opisano wiele białek 
rodziny DsbA, obecnych w proteomach różnych gatun-
ków bakterii, przedstawicieli typów Proteobacteria, Fir-
micutes czy Actinobacteria. Struktury rozwiązano dla 
ponad dwudziestu. Wszystkie białka homologi DsbA, 
pomimo często niskiej identyczności sekwencji amino-
kwasowej, posiadają podobną architekturę – domenę 
tioredoksynową z wbudowaną domeną heliakalną. 
Badania strukturalne, prowadzone zarówno metodą 
klasycznej rentgenowskiej krystalografii jak i spektro-
skopii magnetycznego rezonansu jądrowego (NMR- 
nuclear magnetic resonance), w połączeniu z analizami 
cech biochemicznych i biofizycznych białek umożli-
wiły podział tej rodziny na dwie klasy: klasa DsbA-I 
z podziałem na DsbA-Ia i DsbA-Ib oraz klasa DsbA-II. 
Prawdopodobnie, po poznaniu struktur większej liczy 
białek, w klasie II również będzie konieczne wyróżnie-
nie kilku podklas [47]. Podział białek DsbA w oparciu 
o analizy filogenetyczne pokrywa się z podziałem bazu-
jącym na analizach strukturalnych [59]. W tych bada-
niach wyróżniono trzy klady. Pierwszy z nich grupuje 
białka Dsb blisko spokrewnione z EcDsbA z komórek 
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]. Białka o wysokiej (około 80%) 
identyczności sekwencji aminokwasowej do EcDsbA 
(z wyjątkiem PmDsbA – 59% identyczności) należące 
do tej grupy, posiadają podobnie jak EcDsbA długi 
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hydrofobowy rowek otaczający motyw aktywny, który 
jest identyczny jak ten w EcDsbA (CPHC oraz cis-pro-
lina poprzedzona waliną). 

Do kladu pierwszego zaliczane są też białko DsbA 
z  Vibrio cholerea (VcDsbA – 40% identyczności 
sekwencji aminokwasowej z EcDsbA) oraz białka DsbL 
(dodatkowe białka DsbA występujące w nie których 
szczepach E. coli czy S. enterica). Motyw aktywny oraz 
potencjał redoks VcDsbA są zbliżone do war tości 
charakterystycz nych dla EcDsbA ale jego struktura 
posiada cechy cha rak terystyczne dla grupy DsbA – Ib 
(patrz niżej) [63]. W wypadku białek DsbL zarówno 
ich właściwości (potencjał redoks, specyficzność sub-
stratowa) jak i  architektura (skrócony hydrofobowy 
rowek oraz ładunek powierzchniowy) odbiegają od 
cech EcDsbA [18, 22]. 

Przedstawicielami kladu drugiego (uprzednio naz-
wany DsbA-Ib) są białka DsbA Gamma- oraz Betapro-
teobakteria np. Pseudomonas aeruginosa PaDsbA1, 
Neisseria meningitidis NmDsbA1 i NmDsbA3 czy 
Burkhol deria pseudomallei BpDsbA [26, 38, 46, 61, 62]. 
Ta grupa nie jest tak homogenna jak wyżej opisana 
i pod różnymi aspektami odbiega od prototypowego 
białka EcDsbA. Identyczność sekwencji aminokwaso-
wej do EcDsbA dla przedstawicieli tej grupy waha się 
w przedziale 20–30%. Różnice dotyczą między innymi 
cech motywu katalitycznego. Spotykany jest motyw 
CPHC sparowany z Val-cisPro jak i inne motywy np. 
NmDsbA3 posiada motyw CVHC połączony z  Thr-
-cisPro. Różnice strukturalne dotyczą długości hydro-
fobowego rowka, ładunku powierzchniowego oraz 
motywu katalitycznego.

Trzeci klad tworzą homologi EcDsbA należące do 
różnych grup taksonomicznych, które znacząco odbie-
gają od prototypowego EcDsbA, zarówno pod względem 
identyczności sekwencji aminokwasowej jak i struktury 
przestrzennej. Do najdokładniej scharakteryzowanych 
należą DsbA przedstawicieli Actinobacteria (MtDsbA 
z Mycobacterium tuberculosis, CdMdbA z Corynebacte-
rium diphteriae), Gram-dodatnich Firmicutes (BsBdbD 
z Bacillus subtilis czy SaDsbA z Staphylococcus aureus) 
a  także Proteobacteria zarówno Alphaproteobacteria 
(WpDsbA z Wolbachia pipientis) jak i Gammaproteo-
bacteria (PaDsbA2 z  Pseudomonas aeruginosa). Do 
tego kladu zaliczane jest także białko DsbA Chlamydia 
trachomatis (CtDsbA), Gram-ujemnego mikroorga-
nizmu należącego do klasy Chlamydia [1, 10, 12, 37, 59]. 
Główna różnica strukturalna pomiędzy klasą DsbA-I 
i DsbA-II dotyczy ułożenia harmonijki β1. Dodatkowo 
w  sekwencji aminokwasowej białka grupy DsbA-II 
zawierają drugą parę reszt cysteinowych powiązanych 
mostkiem, która nie pełni funkcji katalitycznej choć 
może odgrywać rolę w procesach regulacyjnych, co udo-
kumentowano w odniesieniu do WpDsbA [37]. Białka 
tej grupy różnią ich motywy katalityczne [3].

3.1. Fizyczno-chemiczne właściwości 
 różnych grup DsbA

Jedną z istotnych cech białek Dsb odzwierciedlają-
cych rodzaj i siłę ich aktywności jest potencjał redoks 
oraz pKa N-końcowej cysteiny motywu CXXC. Gene-
ralnie pod kątem potencjału redoks można je podzielić 
na trzy grupy; te o wysokim potencjale (około – 100 mV 
i powyżej), te o pośrednim potencjale (około – 200 mV) 
oraz białka o niskim potencjale (poniżej –  200 mV). 
Niski potencjał jest charakterystyczny dla cytoplaz ma - 
 tycznych tioredoksyn o aktywności redukującej, po- 
średni dla białek o aktywności izomeryzacyjnej, odpo-
wiedzialnych za przebudowę źle wprowadzonych most-
ków. Wysoki potencjał redoks charakteryzuje pozacy-
toplazmatyczne białka Dsb o aktywności oksydacyjnej, 
a więc białka z rodziny DsbA. Potencjał redoks EcDsbA 
wynosi – 122 mV [44]. Zbliżoną wartość wykazują białka 
DsbA z grupy Ia (od – 154 mV do – 116 mV). Białka 
z  grupy Ib mają zdecydowanie wyższy potencjał (od 
– 80 mV do – 94 mV) a te z grupy II są pod względem 
ich potencjałów redoks grupą wysoce niejednorodną, 
np. wartość potencjału redoks PaDsbA2 to –67 mV 
a CtDsbA to –229 mV [3]. Wartość pKa cysteiny pozwala 
określić w jakim pH cysteina występuje w równowadze 
w formie uprotonowanej (SH) i w formie anionu tiolo-
wego (S–). Standardowe pKa dla wolnej cysteiny wynosi 
8,3/8,6. Wartość pKa wyeksponowanych na powierzchni 
białek DsbA N-końcowych cystein motywu CXXC jest 
dużo niższa niż ta dla wolnej cysteiny i waha się od 
około 3,0 do 5,0. Występuje korelacja pomiędzy wartoś-
cią pKa a potencjałem redukcyjnym białka Dsb – im niż-
sza wartość pKa N-terminalnej cysteiny motywu CXXC 
tym wyższy potencjał redukcyjny (wartość pKa dla cyto-
plazmatycznych tioredoksyn wynosi około 7) [53]. 

Testy biochemiczne określające poziom aktyw ności 
oksydacyjnej białek DsbA to test redukcji insuliny,  
testy utleniania białek zawierających mostki disiarcz-
kowe (RNaza, hirudyna) czy zdolność do utleniania 
synte tycz nego charakteryzującego się fluorescencją 
peptydu. W tych testach białka przedstawiciele należące 
do grupy DsbA-Ia (głównie SeDsbA i KpDsbA) wyka-
zują właściwości prawie identyczne jak EcDsbA [8, 36, 
59]. Właś ciwości innych DsbA, nawet tych z  grupy 
DsbA-Ib odbiegają od cech charakterystycznych dla 
EcDsbA co jest efektem, czasami nawet niewielkich, 
zmian strukturalnych.

4. Oddziaływanie DsbA z dwiema grupami
 partnerów – partnerami redoks i substratami

Różnice struktury, często nawet niewielkie mają 
wpływ na rodzaj i liczbę substratów białek DsbA. Te tio-
lowe oksydoreduktazy oddziałują z dwoma rodzajami 
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substratów: w stanie utlenionym z białkami do których 
wprowadzane są mostki pomiędzy grupami – SH reszt 
cysteinowych, w stanie zredukowanym z jednym sub-
stratem – białkami homologami EcDsbB, co prowadzi 
do reutlenienia DsbA. 

4.1. Oddziaływanie z partnerami redoks

Rozwiązanie struktury kompleksu EcDsbA z EcDsbB 
doprowadziło do określenia sekwencji aminokwa- 
sowej krótkiego peptydu (96PSPFATCDFM106) z  dru-
giej peryplazmatycznej pętli EcDsbB oddziałującego 
z  EcDsbA w procesie transferu elektronów [25, 35, 
68]. Ta sekwencja aminokwasowa jest identyczna lub 
prawie identyczna w białkach DsbB będących partne-
rami redoks DsbA z grupy Ia. Zgodnie z tym DsbA Ia 
oddziałują w testach in vitro z EcDsbB a in vivo kom-
plementują brak EcDsbA w sposób zależny od EcDsbB 
[35, 36]. Sekwencje aminokwasowe peptydów białek 
DsbB biorących udział w reutlenianiu DsbA z grup Ib 
i  II różnią się znacząco, zarówno między sobą jak 
i w porównaniu do EcDsbB. Tylko nieliczni przedsta-
wiciele grupy Ib (NmDsbA1, PaDsbA1) wykazują zdol-
ność do częściowej komplementacji braku EcDsbA (test 
ruchliwości) a białka DsbA z grupy II najbardziej struk-
turalnie odbiegające od EcDsbA nie są też funkcjonal-
nymi odpowiednikami EcDsbA. Ciekawe są interakcje 
pomiędzy białkami DsbA i DsbB w komórkach bak-
terii posiadających więcej niż jedno białko DsbA, które 
przeważnie należą do różnych grup strukturalnych. 
Genom Pseudomonas aeruginosa koduje dwa białka 
DsbA (PaDsbA1 i PaDsbA2) o różnej funkcji/specyficz-
ności substratowej i strukturze oraz dwa białka DsbB 
(PaDsbB1 i  PaDsbB2). PaDsbA1 odpowiedzialne za 
wprowadzanie mostków disiarczkowych do wielu czyn-
ników wirulencji jest zaliczane do grupy Ib. PaDsbA2 
produkowane prawdopodobnie tylko w specyficznych 
warunkach posiada odmienną strukturę, jest przed-
stawicielem grupy II. Obydwa PaDsbA są reutleniane 
zarówno przez PaDsbB1 jak i PaDsbB2, dopiero brak 
obu PaDsbB wpływa na stan redoks DsbA1 i zakłóca 
jego funkcjonowanie. Przyczyna obecności dwóch bia-
łek o nakładających się funkcjach nie jest wyjaśniona. 
Wyznaczona in silico sekwencja aminokwasowa ota-
czająca resztę cysteinową drugiej pętli peryplazmatycz-
nej jest identyczna w obu PaDsbB (AQGMGSCKM) 
i  znacząco różna od tej obecnej w EcDsbB, chociaż 
oba PaDsbB komplementują brak EcDsbB w  teście 
ruchliwości [1]. W komórkach uropatogennych szcze-
pów Escherichia coli oraz niektórych szczepach Salmo-
nella enterica poza główną parą EcDsbA/EcDsbB czy 
SeDsbA/SeDsbB funkcjonuje druga para tiolowych 
oksydaz DsbL/DsbI o wysokiej specyficzności sub- 
stratowej. Oba białka DsbL (EcDsbL i SeDsbL) o wyso-
kiej identyczności sekwencji aminokwasowej (93%) 

charakteryzują się wysokim podobieństwem struktur 
lecz znacząco różnią się od EcDsbA zarówno struktural-
nie jak i funkcjonalnie. Białka DsbL są reutleniane przez 
tworzące z nimi parę redoks białka, homologi EcDsbB, 
nazwane DsbI, o odmiennej od EcDsbB sekwencji ami-
nokwasowej peptydu wchodzącego w interakcje z part-
nerem generującym wiązania disiarczkowe. Sekwencja 
aminokwasowa tego peptydu to LFGVQGCST (analiza 
in silico) [3]. W komórkach N. meningitidis funkcjonują 
trzy białka DsbA: NmDsbA1, NmDsbA2 i NmDsbA3. 
Dwa z nich (NmDsbA1 i NmDsbA2) są lipoproteinami 
a  jedno (NmDsbA3) jest białkiem peryplazmatycz- 
nym. Pomimo istniejących między nimi różnic struk-
turalnych wszystkie współpracują z jednym białkiem 
DsbB, które jest też 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 generujących 
mostki disiarczkowe (patrz niżej) jak dotąd pozostają 
niewyjaś nione. DsbK (HP0231) H. pylori jest obecne 
w  komórce typu dzikiego w stanie utlenionym a  na 
jego stan redoks tylko w nieznacznym stopniu wpływa 
brak białka DsbI (nietypowy homolog EcDsbB) [8]. 
W komórkach E. coli HP0231 komplementuje brak 
EcDsbA w kilku testach (wrażliwość na DTT, ruch-
liwość i aktywność alkalicznej fosfatazy) w sposób nie-
zależny od EcDsbB [55]. Dane te dokumentują aktyw-
ność HP0231 jako oksydazy, reutlenienie tego białka po 
przekazaniu mostka na odpowiedni substrat prawdopo-
dobnie umożliwia jego dimeryczna struktura. Mecha-
nizmy regulujące aktywność dwufunkcyjnych dime-
rycznych tiolowych oksydoreduktaz L. pneumophilla 
i C. jejuni (odpowiednio LpDsbA2 i C8J_1298) również 
nie zostały poznane. Rycina 2 przedstawia przykłady 
oddziaływań pomiędzy białkami DsbA i DsbB u róż-
nych gatunków bakterii, natomiast rycina 3 topologię 
wybranych białek DsbB z zaznaczonymi aminokwasami 
istotnymi dla interakcji z DsbA.

4.2. Oddziaływanie z substratami 

Różnice strukturalne pomiędzy białkami DsbA 
mają wpływ na rodzaj i liczbę ich substratów – białek do 
których wprowadzane są mostki disiarczkowe. Ponie-
waż kompleksy tworzone przez DsbA z substratami 
są nietrwałe, odpowiednie substraty identyfikowane są 
poprzez porównywanie subproteomów peryplazma-
tycznych szczepów dzikich z subproteomami mutan-
tów w genach dsbA lub z zastosowaniem odpowiednich 
mutantów punktowych opóźniających lub uniemożli-
wiających rozwiązanie kompleksów [6, 27]. Zidenty-
fikowano dużą liczbę substratów białek DsbA, często 
istotnych czynników wirulencji [6, 40]. Niektóre białka 
DsbA jak np. EcDsbL charakteryzują się bardzo wysoką 
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specyficznością substratową, podczas gdy inne reagują 
z  wieloma substratami. W komórkach nie których 
mikroorganizmów np. N. meningitidis czy S. enterica 
funkcjonuje zwielokrotniona liczba białek DsbA, które 
posiadają zarówno nakładające się, jak i odmienne sub-
straty. Jak dotąd pozostają niewyjaśnione dokładnie 
oddziaływania utlenionych DsbA z ich substratami. 
Być może mechanizm tych oddziaływań nie jest iden-
tyczny dla wszystkich białek DsbA. Analiza pierwszo-
rzędowych sekwencji aminokwasowych, otaczających 
reszty cysteinowe pomiędzy którymi wytwarzane są 

mostki disiarczkowe, kilkudziesięciu białek nie wyka-
zała istnienia pomiędzy nimi istotnych podobieństw. 
Analiza właściwości mutantów punktowych oraz fakt, 
że mutanty o zamienionej prolinie na treoninę w pętli 
cisPro (L2) sugerują, że ta pętla pełni kluczową rolę 
w wiązaniu substratów przez utlenioną formę EcDsbA. 
Rozwiązanie struktury kompleksu EcDsbA z peptydem 
białka SigA S. flexnerii, zawierającym reszty cysteinowe 
pomiędzy którymi wytwarzany jest mostek, wskazało, 
że peptyd nie wiąże się do regionu hydrofobowego 
rowka, który jest miejscem oddziaływania z EcDsbB. 

Ryc. 2. Oddziaływania pomiędzy białkami DsbA i DsbB
Przykłady dotyczące wybranych gatunków bakterii Gram-ujemnych. Za wprowadzanie mostków disiarczkowych w komórkach Escherichia coli K12 
odpowiedzialne jest monomeryczne białko DsbA oraz reutleniające je błonowe białko DsbB; w komórkach uropatogennych szczepów E. coli (UPEC) 
funkcjonuje dodatkowa para białek DsbL-DsbI. Pseudomonas aeruginosa koduje dwa białka DsbA (DsbA1, DsbA2) oraz dwa błonowe DsbB (DsbB1, 
DsbB2). W komórkach Neisseria meningitidis kodowane są trzy białka DsbA (DsbA1, DsbA2, DsbA3) oraz tylko jedno białko DsbB. Dwa białka DsbA 
(DsbA1, DsbA2) oraz dwa błonowe białka DsbB i DsbI kodowane są w genomie Campylobacter jejuni 81116. DsbI kodowane w genomie C. jejuni 81116 
oraz w genomie UPEC to dwa różne białka [49]. Oprócz monomerycznych białek DsbA1/2 we wprowadzanie mostków disiarczkowych zaangażowana 
jest także dimeryczna oksydoreduktaza C8J_1298, która oddziałuje zarówno z białkami DsbB, DsbI jaki i białkiem szlaku izomeryzacji redukcji – DsbD. 
W komórkach Legionella pneumophila kodowane są monemeryczne DsbA1, dimeryczne DsbA2 a także dwa DsbB (DsbB1, DsbB2) oraz dwa DsbD 
(DsbD1, DsbD2). Helicobacter pylori nie koduje w genomie klasycznej pary białek DsbA-DsbB, za wprowadzanie mostków disiarczkowych odpowiedzialna 
jest dimeryczna oksydaza DsbK, kodowane jest również DsbI – homolog CjDsbI. Oddziaływania pomiędzy białkami zostały na rysunku przedstawione 
w postaci strzałek; przerywaną szarą linią zaznaczono potencjalne oddziaływania, które nie zostały udowodnione w eksperymentach in vivo/ in vitro.
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Tak więc można postawić hipotezę że hydrofobowy 
rowek determinuje oddziaływania DsbA z partnerem 
redoks a nie z substratami [50].

5. Dimeryczne białka o aktywności oksydacyjnej

W komórkach niektórych gatunków mikroorganiz-
mów funkcjonują dimeryczne tiolowe oksydoreduktazy, 
o strukturach zbliżonych do EcDsbC lub EcDsbG, ale 

odgrywające role w generowaniu mostków disiarczko-
wych. Niektóre z nich są enzymami dwufunkcyjnymi, 
funkcjonują zarówno jako oksydazy reszt cysteinowych 
jak i  izomerazy, często zależnie od tła genetycznego. 
W świecie mikroorganizmów spotykamy gatunki gdzie 
tego typu oksydazy funkcjonują razem z typowymi 
monomerycznymi DsbA (np. rodzaj Campylobater 
czy Legionella pneumophila ) oraz gatunki w komór-
kach których są one jedynymi enzymami utleniającymi 
reszty cysteinowe (np. Helicobacter pylori).

Ryc. 3. Topologia DsbB w błonie
Porównanie białek DsbB oddziałujących z białkami DsbA, zaliczanymi do różnych klas – por. rozdział 3 (Escherichia coli – klasa Ia; Burkholderia pseudo-
mallei – klasa Ib; Wolbachia pipientis – klasa II; Campylobacter jejuni – ?). Przewidywania topologii białek DsbB w błonie wykonano z wykorzystaniem 
programu Protter (http://wlab.ethz.ch/protter/#) [48]. Reszty cysteinowe w obrębie białek zostały zaznaczone kolorem ciemnoszarym. Sekwencje amino-

kwasowe wytypowane jako motywy biorące udział w oddziaływaniu z białkiem DsbA zaznaczono kolorem jasnoszarym.
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Campylobacter i Helicobacter to przedstawiciele 
klasy Epsilonproteobacteria, mikroorganizmy będące 
ludzkimi patogenami. Infekcja Campylobacter jejuni 
skutkuje stanami zapalnymi jelit. Helicobater pylori jest 
czynnikiem etiologicznym poważnych objawów cho ro-
bo wych górnego odcinka przewodu pokarmowego takich 
jak – stan zapalny błony śluzowej żołądka, choroba 
wrzodowa żołądka/dwunastnicy czy choroba nowotwo-
rowa. Rodzaj symptomów chorobowych jest zależny od 
genotypu szczepu patogenu, genotypu gospodarza oraz 
czynników środowiskowych.

W proteomie H. pylori nie stwierdzono ani obec-
ności białek DsbA/DsbB ani DsbC/DsbD. Zidentyfi-
kowano 149 białek zawierających motyw CXXC, ale 
tylko cztery z nich posiadają charakterystyczny zwój 
tioredoksynowy, a więc należą do klasy tiolowych 
oksydoreduktaz. Dwa z nich to cytoplazmatyczne tio-
redoksyny a dwa (HP0231 i HP0377) to białka poza-
cytoplazmatyczne. [30]. Ich struktura została rozwią-
zana [64, 65]. HP0377 jest nietypowym białkiem CcmG 
(cytochrome c maturation), które poza zdolnością do 
redukcji apocytochromu c, w testach in vitro wykazuje 
aktywność izomeryzacyjną. HP0377 utrzymywane 
jest w stanie zredukowanym przez błonowe białko 
HP0265 – CcdA, będące skróconą wersją klasycznego 
DsbD [54]. HP0231 to dimeryczna oksydoreduktaza 
odpowiedzialna za generowanie mostków disiarczko-
wych i  wpływająca na wiele aspektów procesu wiru-
lencji. W proteomie H. pylori obecne jest dodatkowo 
białko HP0595 (DsbI) – nietypowy homolog EcDsbB 
– o dokładnie nieokreślonej funkcji. 

HP0231 (DsbK) o strukturze zbliżonej, ale nie iden-
tycznej jak EcDsbG, posiada domenę katalityczną cha-
rakterystyczną dla klasy DsbA-II, z motywem aktywnym 
identycznym jak EcDsbA (CPHC sparowany z  VcP). 
Obecność domeny dimeryzacyjnej warunkuje aktyw-
ność enzymu w komórkach naturalnego gospodarza. 
Eksperymenty mutagenezy specyficznej co do miejsca 
analizujące aminokwasy centrum katalitycznego wyka-
zały, że zamiana waliny na treoninę w tzw. pętli prolino-
wej (VcP na TcP) całkowicie znosi aktywność białka [7, 
9, 41, 55]. Proces reutleniania HP0231 nadal jest nieja-
sny. System Dsb ma istotny wpływ na procesy wirulencji 
H. pylori. Brak białka HP0595 w znaczący sposób obniża 
poziom kolonizacji błony śluzowej żołądka myszy [16]. 
Szczep H. pylori zmutowany w genie hp0231 charakte-
ryzuje się obniżonym poziomem translokacji do komó-
rek eukariotycznych białka CagA, głównej determinanty 
procesu nowotworzenia [67]. Celem działania HP0231 
jest między innym białko błony zewnętrznej HopQ 
zawierające trzy mostki disiarczkowe. HopQ jest adhe-
zyną H. pylori rozpoznająca na powierzchni komórek 
eukariotycznych cząsteczki CEACAM (carcinoembrio-
nic antigen-related cell adhesion molecule) [29, 32]. Brak 
HopQ lub jego zmieniona struktura w znaczący sposób 

hamuje proces translokacji CagA oraz indukcję szlaków 
przekazywania sygnałów [19]. 

WHO zaklasyfikowało H. pylori jako jeden z 12 ludz- 
 kich patogenów przeciwko któremu niezbędne jest szyb-
kie opracowanie nowych leków. HP0231 ze względu na 
istotny wpływ na proces wirulencji, nietypową strukturę 
oraz peryplazmatyczną lokalizację spełnia wymagania 
stawiane celom terapii antybakteryjnych. Potencjalne 
inhibitory HP0231 nie powinny hamować aktywności 
białek Dsb innych gatunków bakterii wchodzących 
w  skład ludzkiej mikrobiota jak i nie powinny mieć 
wpływu na funkcjonowanie systemu wprowadzania 
mostków disiarczkowych funkcjonujących w  komór-
kach eukariotycznych. Badania dotyczące wykorzys- 
tania białek systemu Dsb E. coli jako celów terapeu- 
tycznych są prowadzone w kilku światowych labora- 
toriach [15, 39, 58]. 

Szlak oksydacyjny Dsb C. jejuni jest bardziej zło-
żony niż ten obecny w komórkach modelowej bak-
terii E. coli K-12. W  zależności od szczepu, wyróżnia 
się w nim trzy lub cztery enzymy. Dwa z nich (DsbB 
i DsbI) zlokalizowane są w błonie wewnętrznej, jeden 
lub dwa w peryplazmie (DsbA1 i DsbA2). Dodatkowo 
analizy in silico wytypowały dwa homologii białek 
E. coli szlaku izomeryzacyjnego: C8J_1298 i C8J_0565 
–  podane numery dotyczą genomu szczepu C. jejuni 
81116 (odpowiednio homologii EcDsbC i  EcDsbD). 
Oksydoreduktazy CjDsbA1 i CjDsbA2 posiadają kla-
syczne sekwencje sygnałowe, które zapewniają ich 
transport przez błonę cytoplazmatyczną do peryplazmy. 
Identyczność sekwencji aminokwasowych pomiędzy 
CjDsbA1 i CjDsbA2 wynosi 47%. Białka te, wykazują 
odpowiednio 24% i 28% identyczności sekwencji ami-
nokwasowych z EcDsbA oraz 28,5% i 39% z EcDsbL. 
Różnice pomiędzy nimi jak i między DsbA C. jejuni 
a DsbA E. coli dotyczą centrów aktywnych oraz struk-
tur tych oksydoreduktaz. Reszta izoleucyny w aktyw-
nym motywie CIHC CjDsbA1 zastąpiona jest resztą 
treoninową (CTHC) CjDsbA2. Zatem te motywy, są 
różne od motywu EcDsbA (CPHC) i EcDsbL (CPFC). 
W  obydwu CjDsbA pętla cis-Pro, poprzedzona jest 
resztą treoniny (tworzącej motyw TcP), w przeciwień-
stwie do reszty waliny (motyw VcP) obecnej w EcDsbA 
i EcDsbL. Modelowanie strukturalne wskazuje, że oba 
CjDsbA1 i CjDsbA2 są zbliżone bardziej do EcDsbL, 
niż do EcDsbA, choć istnieją istotne różnice struktu-
ralne między nimi.  Odpowiednikiem EcDsbL jest raczej 
CjDsbA2. Różnice strukturalne pomiędzy oksydo reduk-
tazami CjDsbA wpływają na cechy fenotypowe bakterii 
warunkowane aktywnością tych enzymów. Substratem 
CjDsbA1 jest fosfataza alkaliczna CjPhoX, a aktywność 
CjDsbA2 kluczowa jest dla aktywności sulfotransferazy 
arylosulfatu CjAstA. Różnice strukturalne pomiędzy 
CjDsbA1 a CjDsbA2 widoczne są także w ich aktyw-
ności w komórkach E. coli. CjDsbA1, w przeciwieństwie 
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do CjDsbA2, komplementuje brak EcDsbA w sposób 
zależny od EcDsbB. Obie tiolowe oksydoreduktazy 
są reutleniane przez ten sam błonowy enzym CjDsbB 
[17]. Rola CjDsbI nie jest wyjaśniona. Udowodniono, 
że CjDsbI nie oddziałuje ani z CjDsbA1 ani z CjDsbA2, 
ale odgrywa rolę w obronie komórek przed stresem 
oksydacyjnym, działa zatem raczej w szlaku redukcyj-
nym [4, 51]. Nietypowym białkiem Dsb bakterii rodzaju 
Campylobacter jest produkt genu c8j_1298 (numeracja 
ze szczepu 81116). Początkowo, na podstawie analiz in 
silico został on zaklasyfikowany jako izomeraza Dsb, 
homolog EcDsbC. Rzeczywiście C8J_1298 jest homo-
dimerem wykazującym w testach in vitro cechy zbliżone 
do EcDsbC. Jednak w komórkach występuje nietypowo 
zarówno w formie utlenionej jak i zredukowanej, a funk-
cja tego białka jest uzależniona od tła genetycznego. 
W  komórkach typu dzikiego pełni prawdopodobnie 
rolę EcDsbG, a przy braku CjDsbA1 jest tiolową oksy-
doreduktazą o aktywności utleniającej. Filogenetycznie 
białko C8J_1298 jest spokrewnione bliżej z dimeryczną 
oksydoreduktazą H. pylori (HP0231) niż EcDsbC [4].

Dimeryczna dwufunkcyjna tiolowa oksydoreduk-
taza występuje też w komórkach Legionella pneumo-
phila, patogenu górnych dróg oddechowych, czynnika 
etiologicznego tzw. choroby legionistów. System Dsb 
tego mikroorganizmu jest wyjątkowo skompliko-
wany. W  genomie L. pneumophila zidentyfikowano 
dwa geny kodujące oksydoreduktazy tiolowe, ozna-
czone LpDsbA1 i LpDsbA2, dwa geny kodujące białka 
homologii EcDsbB oraz dwa geny kodujące homo logii 
EcDsbD. Monomeryczne LpDsbA1 komplementuje 
mutację ΔdsbA E. coli, a jego brak w komórkach L. pneu-
mophila nie skutkuje obserwowalną zmianą fenotypu 
mutanta. Podobnie jak zaobserwowano w  wypadku 
C8J_1298, aktywność LpDsbA2 jest zależna od tła 
genetycznego. LpDsbA2 w komórkach L. pneumophila 
odpowiedzialne jest za utlenianie cystein kilku białek, 
składników IV systemu sekrecji T4SS a w komórkach 
E. coli funkcjonuje jako izomeraza [28, 33, 34].

6. Podsumowanie 

Badania nad systemami Dsb w komórkach różnych 
gatunków bakterii przybliżają nas do wprowadzenia 
nowych terapii antybakteryjnych. W pierwszej kolej-
ności najbardziej prawdopodobne jest wprowadzenie 
tych terapii przeciwko patogenom posiadającym białka 
DsbA zaliczane do klasy DsbA-Ia (m.in. EcDsbA, 
SeDsbA, KpDsbA). Jednak opracowanie terapii wymaga 
wcześniejszego poznania systemów Dsb działających 
w komórkach naszej mikroflory. Dodatkowym wyzwa-
niem jest zaprojektowanie skutecznych metod dostar-
czania takich leków. Przeprowadzone dotąd badania 
pokazują, że do tego etapu jeszcze daleka droga.
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