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Bacterial moonlighting proteins

Abstract: Existence of moonlighting proteins in microorganisms is a known phenomenon, yet still not well understood. Moonlighting
proteins have at least two independent biological functions, which must be performed by one polypeptide chain without separation into
protein domains. Most of these proteins, beside their role in the cytoplasm, play an important role outside of the cell i.e. they take part
in the process of pathogenesis by binding and activating host’s plasminogen. The existence of moonlighting proteins complicates the
understanding of pathogenicity and virulence of many common bacteria as well as their role in commensal bacteria. Many of moonlighting
proteins occurring in commensal bacteria appear to perform similar functions to proteins discovered in pathogenic bacteria, e.g. binding
extracellular matrix. Moonlighting proteins found in bacteria are mostly housekeeping enzymes, especially from the glycolytic pathway,
such as enolase, aldolase, dehydrogenase as well as heat-shock proteins and transcriptional factors.
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1. Wprowadzenie

Zjawisko wystepowania biatek wielofunkcyjnych
u mikroorganizméw jest zjawiskiem powszechnym,
jednak wcigz niedokladnie poznanym. Z roku na rok
pojawiajg sie liczne nowe doniesienia dostarczajace
niezwykle interesujacych informacji dotyczacych tych
biatek. Wyniki wykazujace, Ze jedno biatko moze petni¢
wiele funkeji biologicznych opublikowane zostaly po
raz pierwszy w 1989 roku, a zjawisko to poczatkowo
okreslano terminem ,,gene sharing” [40]. W 1999 roku
Constance Jeffery dokladnie zdefiniowala cechy takich
bialek i wprowadzita stosowany powszechnie do dzi$
termin bialek wielofunkcyjnych (moonlighting pro-
teins) [20]. Bialka wielofunkcyjne to biatka, ktore petnia
co najmniej dwie niezalezne od siebie funkcje biolo-
giczne. Funkcje te musza by¢ pelnione przez jeden tan-
cuch polipeptydowy bez podziatu na domeny biatkowe.
Wyklucza to jednoznacznie bialka homologiczne, biatka
powstajace na skutek fuzji gendw, alternatywnego spli-
cingu lub proteolizy. Jeftery opisata rowniez przyktady
mechanizmoéw, za pomoca ktorych bialka te moga pet-
ni¢ kilka funkcji, m.in. rézny poziom ekspresji genow
kodujacych te biatka, r6zna lokalizacja subkomérkowa,

oligomeryzacja lub w przypadku enzyméw zmiana ste-
zenia substratu, kofaktora lub produktu [20]. Obecnie
internetowa baza danych MoonProt [32] zawiera 291
(czerwiec 2016) opisanych i eksperymentalnie zwery-
fikowanych biatek wielofunkcyjnych, wystepujacych
m.in. u zwierzat, ro$lin, bakterii lub drozdzy. Pierw-
szym bialkiem wielofunkcyjnym, ktérego wystepowa-
nie wykazano u bakterii byla dehydrogenaza aldehydu
3-fosfoglicerynowego (GAPDH) Streptococcus pyoge-
nes. Po wykazaniu, ze GAPDH bedaca enzymem szlaku
glikolizy, oddzialuje z fibronektyng oraz biatkami
cytoszkieletu aktyng i miozyna, stalo si¢ oczywiste, ze to
biatko wielofunkcyjne moze uczestniczy¢ w kolonizacji
gospodarza przez paciorkowce grupy A [37].

2. Udzial biatek wielofunkcyjnych w bakteryjnej
patogenezie

Narastajaca wérdd bakterii patogennych wieloleko-
oporno$¢ sktania badaczy do poszukiwania alterna-
tywnych sposobéw walki z tymi mikroorganizmami.
Niewatpliwie poglebianie wiedzy na temat bialek wie-
lofunkcyjnych obecnych na powierzchni komorek
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bakteryjnych moze okaza¢ si¢ jednym ze sposobow
na stawienie czola temu problemowi. Biatka wielo-
funkcyjne uczestniczace w bakteryjnej patogenezie to
przede wszystkim enzymy szlakéw metabolicznych,
gltownie glikolizy, takie jak m.in. enolaza, aldolaza czy
wspomniana wczesniej GAPDH, jak réwniez biatka
opiekuncze [32]. Wiekszo$¢ sposrod tych biatek poza
funkcja w cytoplazmie, petni réwniez istotng role na
powierzchni komorki bakteryjnej uczestniczac w pato-
genezie poprzez wigzanie i aktywacje plazminogenu
gospodarza [33]. Plazminogen w wyniku aktywacji
poprzez bakteryjne streptokinazy i stafylokinazy prze-
ksztalcany jest w aktywna forme - plazmine, ktdrej
jedna z funkgji jest degradacja komponentéw macie-
rzy zewnatrzkomorkowej oraz bfony podstawnej, w tym
lamininy, fibryny i fibrynogenu [4, 42]. Dodatkowo
plazmina oraz plazminogen regulujg dwa istotne sys-
temy u kregowcow: kaskade krzepnigcia i uklad dopet-
niacza. Ulatwia to patogenom przetrwanie w orga-
nizmie gospodarza i skuteczng ucieczke przed jego
ukladem odpornosciowym [4].

3. Wplyw bialek wielofunkcyjnych na uklad
odpornosciowy

Szereg zewnatrzkomodrkowych bialek bakteryjnych,
okreslanych terminem VIP (Virulence-Associated
Immunomodulatory Proteins) oddzialuje z ukladem
odpornosciowym gospodarza. Réwniez bakteryjne
biatka wielofunkcyjne wykazuja taka zdolnos¢. Wyizo-
lowane z podtoza, w ktéorym hodowane byly bak-
terie Streptococcus agalactiae biatko wielofunkcyjne
- GAPDH aktywowalo limfocyty B do proliferacji
i roznicowania [31].

Warianty immunologiczne otoczkowych polisacha-
rydéw Staphyloccocus pneumoniae powszechnie stoso-
wane s3 do typowania klinicznych izolatéw tej bakterii.
Analiza immunogennych bialek $ciany komoérkowej
S. pneumoniae za pomocy techniki spektrometrii mas
MALDI-TOF wykazala w otoczkach obecnos¢ m.in.
enzymoéw szlaku glikolizy, bialek zaangazowanych
w synteze bialek, oraz jednego biatka opiekunczego
DnaK. Myszy BALB/c, immunizowano wybranymi
rekombinowanymi biatkami wielofunkcyjnymi, co
skutkowalo pojawieniem sie przeciwcial przeciwko
tym bialkom, jak réwniez przediuzalo zywotnos¢ zwie-
rzat immunizowanych przed infekcja S. pneumoniae
szczepu WUT [30].

Pateczka Aeromonas salmonicida jest czynnikiem
etiologicznym furunkulozy - choroby ryb powoduja-
cej olbrzymie straty ekonomiczne wsréd hodowcow,
co zwigzane jest z $miertelno$cig ryb oraz ze zwiek-
szonym zuzyciem antybiotykow [19]. Wigkszo$¢ badan
nad szczepionkami wykorzystuje osady bakteryjne
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inaktywowane formaling, przez co usuwana zostaje
bakteryjna frakcja zewnatrzkomorkowa. Analizy pro-
teomiczne A.salmonicida wykazaly natomiast, ze
liczna grupa wielofunkcyjnych bialek, ktore lokalizuja
sie na powierzchni $ciany komorkowej ma wlasciwo-
$ci immunogenne [48]. Przyklady przedstawione w tym
punkcie przedstawiajg perspektywe wykorzystania bia-
tek wielofunkcyjnych, jako potencjalnych celow dzia-
tania szczepionek.

4. Obecnos¢ bialek wielofunkcyjnych u bakterii
kwasu mlekowego

Poczatkowo badania dotyczace biatek wielofunk-
cyjnych ograniczaty si¢ do ich udzialu w bakteryjnej
patogenezie. Jednakze stopniowo pojawiajgce sie donie-
sienia na temat ich obecnosci u bakterii kwasu mle-
kowego dostarczaja zaskakujacych informacji. Wiele
z biatek wielofunkcyjnych wystepujacych u gatunkow
komensalnych okazuje si¢ pelni¢ zblizone funkcje do
tych odkrytych u bakterii patogennych, jak np. oddzia-
tywanie z biatkami macierzy zewngtrzkomorkowej,
czy plazminogenem [3, 10]. Podobnie jest réwniez
w przypadku udziatu tych bialek w adhezji do komérek
nablonkowych, czy komorek bton §luzowych gospoda-
rza. Czynnik elongacyjny Tu (EL-Tu) oraz biatko szoku
cieplnego GroEL laseczki kwasu mlekowego Lactobacil-
lus johnsonii Lal, uczestniczg w adhezji tej bakterii do
komoérek nabtonkowych oraz do komoérek btony $luzo-
wej jelita [5, 16]. GAPDH zlokalizowana na powierzchni
Lactobacillus plantarum réwniez wykazuje zdolnosé
wigzania do powierzchni blony §luzowej jelita grubego.
Usunigcie biatek powierzchniowych tych bakterii skut-
kuje spadkiem adhezji badanych laseczek do ludzkich
komorek nablonkowych okreznicy linii Caco-2 0 40%
[26]. Jako, ze GAPDH jest biatkiem wielofunkcyjnym
charakterystycznym rowniez dla patogenow, mozliwe
jest, ze dochodzi do konkurencji o miejsca wigzania
na powierzchni komoérek nabtonkowych z bakteriami
patogennymi. Potwierdzily to wyniki badan, w ktorych
wykazano, ze kolonizacja komoérek Caco-2 przez L. plan-
tarum, w znacznym stopniu zapobiega adhezji pato-
gendw takich jak Clostridium sporogenes i Enterococcus
faecalis [41]. Réwniez bialka wielofunkcyjne obecne na
powierzchni komensalnej bakterii Zeniskich drég rod-
nych Lactobacillus jensenii wykazujg zdolno$¢ hamo-
wania adhezji bakterii patogennych [45]. Kluczowym
etapem infekeji Neisseria gonorrhoeae jest adhezja do
komorek nabtonkowych [18]. Enolaza uwolniona przez
L. jensenii do supernatantu (RSC- released surface com-
ponents), hamuje adhezje¢ N. gonorrhoeae do ludzkich
komorek nabtonkowych endometrium linii Hec-1-B.
Procent komdrek patogenu ulegajacych adhezji jest
skorelowany ze stezeniem rekombinowanej enolazy
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i moze zmniejsza¢ si¢ nawet czterokrotnie. Borgdorff
i wsp. wykazali obecno$¢ licznych biatek wielofunkcyj-
nych, a przede wszystkim GAPDH i GPI Lactobacil-
lus iners i Lactobacillus crispatus w materiale pobra-
nym z drég rodnych rwandyjskich kobiet narazonych
na infekcje wirusem HIV [7]. W przypadku L. iners
zaobserwowano znaczacy spadek ilosci tych bialek
w preparatach od kobiet z dysbiozg naturalnej mikro-
flory, podobna zaleznos¢ zaobserwowano réwniez dla
L. crispatus, lecz w mniejszym stopniu. Wedtug badaczy
wyniki moga $wiadczy¢ o strategii przetrwania bakterii
komensalnych, ktére utrzymuja wewnatrzkomoérkowo
w warunkach dysbiozy istotne enzymy metabolizmu
podstawowego. Jednakze prowadzi¢ to moze do catko-
witego wyparcia tych bakterii przez gatunki patogenne.
Prawdopodobna wydaje si¢ by¢ rowniez hipoteza, iz
duza obecnos$¢ bialek wielofunkcyjnych w $rodowi-
sku skutkuje przetrwaniem naturalnej mikroflory, tym
samym mniejsza ilo$¢ tych bialek prowadzi¢ moze
do dysbiozy. Z kolei Kainulainen i wsp. wykazali, iz
to warunki stresu komoérkowego jak np. zmiana pH
z kwasowego na zasadowe skutkuje uwolnieniem bakte-
ryjnych biatek wielofunkcyjnych z powierzchni L. cris-
patus do otoczenia [24].

Oddzialywania z plazminogenem s charakte-
rystyczng cechg patogennych bakterii takich jak np.
Escherichia coli [38], czy Listeria monocytogenes [43],
umozliwiajacg im skuteczna kolonizacje infekowanej
niszy. Rowniez enolaza Bacteroides fragilis bedacego
powszechng bakterig komensalng mikrobiomu uktadu
pokarmowego czlowieka, wywolujacego czeste zakaze-
nia oportunistyczne posiada zdolno$¢ oddzialywania
z plazminogenem [44]. Bialka wielofunkcyjne licznych
gatunkow z rodzaju Bifidobacterium, stanowigcych
prawie 3% caltkowitej mikroflory jelitowej cztowieka,
réwniez wykazuja zdolno$¢ wigzania plazminogenu
[9]. Poniewaz patogeny i bakterie symbiotyczne ludz-
kiego przewodu pokarmowego zasiedlajg te samg nisze
ekologiczng prawdopodobne jest, ze facza je podobne
mechanizmy kolonizacji zwigzane m.in. ze zdolnoscia
wigzania plazminogenu.

5. Transport bialek wielofunkcyjnych na
powierzchnie¢ komorek bakteryjnych

Bakteryjna blona cytoplazmatyczna mimo bar-
dzo dynamicznej struktury jest nieprzepuszczalna
dla czasteczek posiadajacych tadunek oraz wigkszych
niz 100 Da. Wigkszos¢ bialek transportowanych na
powierzchni¢ komorki bakteryjnej zawiera N-koncowa
sekwencje¢ sygnatowa [13]. Tym bardziej interesujacy
jest fakt, ze dla wiekszosci biatek wielofunkcyjnych
wykazano brak obecnosci znanej sekwencji sygnatowe;.
Potwierdzifa to analiza bioinformatyczna z wykorzy-
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staniem narzedzi takich jak SignallP, czy Psort prze-
prowadzona dla 98 biatek wielofunkcyjnych réznych
organizméw. W zadnym z rozpatrywanych przypadkow
nie dowiedziono obecnosci sekwencji sygnalowej [2].
Dysmutaza ponadtlenkowa Mycobacterium tuberculosis
oraz biatka wielofunkcyjne L. monocytogenes: GroEL
iizomeraza fosfomannozy sa jedynymi biatkami pozba-
wionymi znanej sekwencji sygnatowej, ktérych trans-
port przez blon¢ komoérkows zostal wyjasniony [8, 29].
Zaangazowany w ten proces jest system sekrecji Sec,
ktdry jest silnie konserwowany wsérdd bakterii. Biatka
transportowane przez ten system jak np. autolizyny
zawierajg klasyczng N-koncowa sekwencje sygnatowa
[12]. Wedlug autora badan dotyczacych L. monocytoge-
nes, transport biatek GroEL i izomerazy fosfomannozy
zwigzany moze by¢ wlasnie z aktywnoscig autolizyn.
Wykazano, ze autolizyny uczestniczag w eksporcie ele-
mentdw rzeski na powierzchni¢ komorki bakteryjnej
prawdopodobnie poprzez tworzenie porow w $cianie
komorkowej [34]. Niewykluczone jest, Ze transport bia-
tek wielofunkcyjnych L. monocytogenes zwiazany jest
z aktywnoscig autolizyn tworzacych miejsca w $cianie
komorkowej, przez ktdre biatka te moglyby przedosta¢
sie na powierzchnie komorki [29].

W 2010 roku Pasztor wraz z wspotpracownikami na
podstawie badan bialek wielofunkcyjnych Staphylococ-
cus aureus postawil hipoteze, iz to liza komoérek bak-
teryjnych moze prowadzi¢ do uwolnienia tych bialek
do supernatantu. Nastepnie biatka te mialyby ulec aso-
cjacji na powierzchni sgsiadujacych bakterii. Badacze
wykazali, Ze mutacja w genie kodujacym gléwna hydro-
laze peptydoglikanu S. aureus - Atl skutkuje spadkiem
obecnosci w sekretomie 22 bialek cytoplazmatycznych
[39]. Z kolei w 2012 roku opublikowane zostaty wyniki
badan demonstrujacych zdolnos¢ GAPDH Streptococ-
cus agalactiae do wigzania si¢ z powierzchnia licznych,
nawet filogenetycznie odlegtych bakterii [35]. Zaob-
serwowano réwniez zalezno$¢ pomiedzy spadkiem
lizy badanych komoérek bakteryjnych, a spadkiem ilosci
GAPDH w supernatancie, co bylo zgodne z doniesie-
niami Pasztora i wsp. [39].

Opierajac si¢ na doniesieniach, ze liza komorki jest
efektywnym mechanizmem dostarczania elementéw
cytoplazmatycznych do srodowiska, réwniez badania
dotyczace biofilméw bakteryjnych zaczely skupiac sie
na tym zjawisku. Analizy biofilméw P, aeruginosa wyka-
zaly, ze liza komorek bakteryjnych zachodzi na skutek
ekspresji genu kodujacego endolizyne (lys). Dodat-
kowo zaobserwowano, Ze liza komorki bakteryjnej jest
mechanizmem sprzyjajacym biogenezie pecherzykow
btonowych. Pecherzyki tworzace si¢ z fragmentéw blony
rozpadajacej sie komorki prawdopodobnie wylapuja
uwolnione komponenty cytoplazmatyczne. Mimo ze
biogeneza pecherzykéw w wyniku lizy komorki bakte-
ryjnej nie jest zjawiskiem precyzyjnie kontrolowanym,
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moze stanowic¢ kolejny poznany mechanizm transportu
biatek wielofunkcyjnych [47].

Jednakze doniesienia dotyczace transportu bialek
wielofunkcyjnych na powierzchnie komorki sg czesto
sprzeczne, co $wiadczy o tym, Ze w proces ten zaanga-
zowanych moze by¢ wiele mechanizméw. W 2015 roku
Ebner oraz wspotpracownicy wykazali, ze aldolaza oraz
enolaza S.aureus najprawdopodobniej nie wigza sie
z powierzchnig komorek bakteryjnych na skutek lizy.
W fazie ekspotencjalnej wzrostu, gdzie liczba lizujacych
komorek jest najmniejsza, zaobserwowano najwiekszg
liczbe tych bialek na powierzchni komérki w poréwna-
niu z innymi fazami wzrostu [13].

6. Ewolucja bialek wielofunkcyjnych

Wiele z poznanych bialek wielofunkcyjnych jest
enzymami silnie konserwowanymi ewolucyjnie. Przy-
puszcza sie, ze 7 z 10 bialek glikolizy oraz 7 z 8 Cyklu
Krebsa pelni dodatkowa funkcje [46]. Dodatkowe funk-
cje zdaja si¢ wystepowac czesciej w biatkach, w ktérych
kodujace je geny ulegajg konstytutywnej ekspresji.
Moze to by¢ jednak zwigzane z faktem, ze konserwo-
wane ewolucyjnie geny obecne s3 w wielu réznych orga-
nizmach, tym samym wyzsza jest szansa na identyfika-
cje nowej funkcji [14].

Istnienie biatek wielofunkcyjnych ttumaczy¢ moze
teoria mowigca, ze nie ma zadnego koncowego celu
w ewolucji, a nowe funkcje rozwijaja si¢ jedynie przez
adaptacje¢ juz istniejacych. Jezeli konkretna nowa funk-
cja biatka skutkuje korzyscig dla organizmu, to funk-
cja ta bedzie podlega¢ selekcji w trakcie ewolucji [15].
Zaskakujaco nawet niewielka mutacja moze skutko-
wa¢ zmiang funkcji. Enterobacter aerogenes produkuje
paralizujaca toksyne wykorzystywana przez drapiezne
larwy mréwkolwow z rodziny Myrmeleontidae. Okazato
sie, ze toksyna ta produkowana przez E. aerogenes jest
homologiem biatka opiekunczego GroEL E. coli, nie-
wykazujacego wlasciwosci toksycznych. Substytucja
jedynie 4 aminokwaséw w sekwencji aminokwasowej
toksycznego biatka E. aerogenes skutkowala znacznym
spadkiem jego toksycznosci [49].

Wzor ekspresji gendw niezbedny dla jednej funkcji
moze by¢ niezbyt idealny dla drugiej. W takiej sytuacji
dystrybuowanie oryginalnej oraz dodatkowej funk-
¢ji biatka wielofunkcyjnego na dwa geny w wyniku
duplikacji moze by¢ bardzo korzystne, co zostalo
szerzej omoOwione w doskonatej pracy przegladowej
autorstwa Huberts oraz van der Klei [17]. Analizujac
strukture biatka, druga funkcja moze by¢ rezultatem
nowego wykorzystania istniejacego miejsca wigzania
lub modyfikacji regiondéw nieuzywanych. Przykla-
dem moze by¢ izomeraza glukozo-6-fosforanu, ktdrej
sekwencja aminokwasowa miejsca aktywnego jest silnie
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konserwowana posrdd licznych gatunkow. Natomiast
w pozostalej czesci enzymu wystepuja liczne kieszonki,
petle oraz inne struktury, ktére przez miliardy lat
ewolucji mogly z latwoscia wytworzy¢ wlasne, dodat-
kowe miejsce aktywne zapewniajgc tym biatkom dodat-
kowa funkcje [23].

7. Wykrywanie bialek wielofunkcyjnych

Bialka wielofunkcyjne stanowig olbrzymie wyzwa-
nie dla badaczy. Utrudnieniem jest fakt, ze bialtka
homologiczne czgsto nie sg wielofunkcyjne. Ogromna
liczba poznanych sekwencji biatkowych oraz zwiek-
szajaca si¢ dostepnos¢ technik umozliwiajacych ana-
liz¢ wielu bialek jednoczes$nie zapoczatkowala rosnace
zainteresowanie proteomikg — réwniez w celu wykry-
wania biatek wielofunkcyjnych. Projekty proteomiczne
angazujace biochemiczne, genetyczne oraz bioinfor-
matyczne techniki mogg determinowa¢ cechy setek,
a nawet tysiecy bialek podczas jednej analizy, nie opie-
rajac sie na wczesniej oszacowanych danych. Modele
ewolucji bialek wielofunkcyjnych, mozna zastosowaé
dla wielu biatek. Sugeruje to, ze obecna liczba pozna-
nych i eksperymentalnie zweryfikowanych bialek wie-
lofunkcyjnych prawdopodobnie reprezentuje niewielki
odsetek tych, ktdre rzeczywiscie istnieja. Stad wyniki
dostarczajgce informacji na temat lokalizacji, inter-
akcji z innymi czgsteczkami, czy wynikajacych z muta-
cji w genach niespodziewanych fenotypow, moga by¢
czesto klasyfikowane jako wyniki falszywie pozytywne.

Pierwsza wysokoprzepustowg probg identyfikacji
dodatkowych funkcji znanych bialek byla przeprowa-
dzona w 2015 roku analiza w oparciu o sieci oddziaty-
wan pomiedzy biatkami (PPIs — protein-protein inter-
actions) w ludzkim interaktomie. Zidentyfikowano
430 konserwowanych ewolucyjnie biatek okreslonych
terminem EMFs (Extreme Multifunctional Proteins),
charakteryzujacych sie okreslonym zestawem cech,
w tym m.in. wzglednie stalg ekspresja genéw koduja-
cych te bialka lub duzg liczba interaktoréw. Autorzy
podkreslaja, ze biatka EMF nie spelniajg wszystkich
kryteriow bialek wielofunkcyjnych natomiast istnieje
duze prawdopodobienstwo, ze biatka wielofunkcyjne
stanowig podgrupe bialek EMF [11].

Analize poréwnawczg 11 narzedzi bioinformatycz-
nych do przewidywania funkgeji biatek wielofunkcyj-
nych przeprowadzil Gomez wraz ze wspoélpracow-
nikami, czego wynikiem bylo wskazanie platformy
PSI-BLAST, jako relatywnie dobrej [1]. W oszacowy-
waniu funkcji na podstawie odlegtych sekwencji wyko-
rzystywane jest rowniez narzedzie PFP [25]. Jeffery,
bedaca autorkg terminu ,,moonlighting proteins” oraz
wieloletnig badaczka tego zjawiska postanowita wyko-
rzystujac analizy bioinformatyczne oceni¢ czy biatka
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te wykazuja podobne cechy fizyczne. Analiza 98 bialek
wielofunkcyjnych réznych gatunkéw dotyczyla okresle-
nia punktu izoelektrycznego, skladu aminokwasowego,
indeksu alifatycznosci oraz GRAVY (Grand Average of
Hydrophaty) [28]. Wykorzystano w tym celu program
Protparam [6], dzieki czemu udalo sie okresli¢ liczne
wspolne cechy fizyczne tych bialek. W wiekszosci
biatka wielofunkcyjne wystepujace na powierzchni
komorek posiadajg istotne cechy typowych biatek
wewnatrzkomoérkowych. Autorzy postawili hipoteze,
ze wielofunkcyjno$¢ moze by¢ powszechng cechg bia-
tek, a przeprowadzona analiza umozliwi ich latwiejsza
identyfikacje [2].

Spektrometria mas oraz dwuwymiarowa elektrofo-
reza zelowa sg bardzo dobrymi technikami stuzacymi
do identytfikacji biatek obecnych w tkankach, czy w réz-
nych przedzialach subkomoérkowych. W zwigzku z tym
spektrometria mas moze stanowi¢ istotng technike
wykrywania biatek wielofunkcyjnych, gdyz obecnos¢
biatek w niespodziewanej lokalizacji komdrkowej, czy
kompleksie biatkowym sugeruje, ze biatko to prawdo-
podobnie posiada drugg funkcje [22]. Analiza elek-
troforetyczna 2D-DIGE biatka LuxS, bedacego auto-
induktorem w zjawisku quorum sensing Salmonella
Typhimurium wykazata, ze biatko to ulega modyfikacji
potranslacyjnej. Na podstawie tych wynikéw przepro-
wadzono dalsze analizy, ktore potwierdzaly przypusz-
czenia badaczy, ze bialko to lokalizuje si¢ réwniez po
zewnetrznej stronie bony cytoplazmatycznej. Fakt, ze
zewnatrzkomoérkowe LuxS pozbawione bylo typowej
sekwencji sygnalowej pozwala przypuszczac, ze zostalo
odkryte nowe biatko wielofunkcyjne o nieznanej funk-
cji. Przyklad ten pokazuje w jaki sposéb wysokoprze-
pustowe analizy elektroforetyczne moga postuzy¢ do
wykrywania nowych bialek wielofunkcyjnych [27].
Réwniez okreslone za pomocg promieniowania rent-
genowskiego struktury krystaliczne bialek wielofunk-
cyjnych pomogty w zrozumieniu w jaki sposob biatka te
moga posiada¢ dwie funkcje w zaleznosci od warunkow
srodowiskowych lub komoérkowych [21].

Interakcje biatek wielofunkcyjnych z innymi czg-
steczkami (bialkami, przeciwcialami, peptydami) in
vitro bada¢ mozna z wykorzystaniem mikromacierzy
biatkowych. Nowg strategiag poszukiwania dodatko-
wych funkeji enzymoéw jest poréwnywanie fenotypu
w szczepach, w ktorych enzym zostal inaktywowany
przez mutacje punktowg ze szczepami, w ktorych prze-
prowadzono delecje calego genu. W przypadku genow
kodujacych biatka wielofunkcyjne powinna wystepo-
wacé rozbieznos¢ w fenotypach [17]. Obecno$¢ biatek
wielofunkcyjnych wykazano réwniez u organizméw
eukariotycznych, w tym u drozdzy. Mutacja w genie
kodujacym dekarboksylaze pirogronianowa drozdzy
szczepu Hansenula polymorpha skutkuje akumulacijg
nieaktywnych monomeréw oksydazy alkoholowej
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w cytoplazmie. Takie odkrycie sugeruje, ze dekarbo-
ksylaza pirogronianowa jest biatkiem wielofunkcyjnym,
a druga funkcja zwigzana jest z gromadzeniem oksy-
dazy alkoholowej [36].

8. Podsumowanie

Obecnie trudno jest oszacowa¢ jak powszechne sg
biatka wielofunkcyjne. Zwiekszajaca sie liczba donie-
sien na temat ich kluczowej roli w bakteryjnej patoge-
nezie stanowi jednoczesnie olbrzymia mozliwos¢, jak
i wyzwanie dla wspolczesnej biologii molekularnej, bio-
technologii i medycyny. Profesor Dame Sally Davies
naczelny lekarz Wielkiej Brytanii w swoim raporcie
przedstawila skutki narastajacej opornosci na antybio-
tyki, tym samym nawolujac m. in. WHO do podjecia
walki z tym kryzysem. Podstawa dla potencjalnego
wykorzystania bialek wielofunkcyjnych jest dokladne
ich poznanie. Badacze muszg poszerzy¢ dotychczasowa
wiedze¢ na temat struktury, nowych funkcji, mechaniz-
mow transportu na powierzchni¢ komorki bakteryjnej,
ewolucji, czy roli bakterii komensalnych. Dodatkowo
ze wzgledu na réznorodno$¢ biatek wielofunkcyjnych
wérdd bakterii, istotne jest aby mozliwie jak najdokfad-
niej scharakteryzowa¢ udziat w patogenezie w roznych
warunkach, dla réznych gatunkéw. Istotne moze oka-
za¢ sie rowniez badanie interakcji pomiedzy biatkami
wielofunkcyjnymi obecnymi na powierzchni ludzkich
komorek, bakterii komensalnych, czy innych bak-
terii patogennych z tymi obecnymi u analizowanego
gatunku. Z pewnoscig rozwdj proteomiki oraz pozna-
nie wigkszej ilosci bialek wielofunkcyjnych pozwoli
na ich lepsza systematyke, jednoczesnie stanowigc pod-
stawe do stworzenia baz danych, ktére moglyby utatwi¢
dalsze badania.
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