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Diversity of the Dsb (disulfide bond) oxidative protein folding pathways in microbial world
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is maintained in its active form by membrane-bound protein EcDsbB. To date, over 300 EcDsbA homologues from different bacterial
organisms have been identified. Nevertheless, the structure, function and interactions of EcDsbA still remain the best studied. The rapidly
expanding number of sequenced bacterial genomes has revealed dramatic differences between the model E. coli oxidative pathway and the
pathway in other microorganisms. In this article, we review current knowledge about EcDsbA and focus on the diversity of the disulfide
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1. Wprowadzenie W komorkach bakterii Gram-ujemnych proces two-

rzenia wigzan disiarczkowych zachodzi w utleniajgcych

Potranslacyjna modyfikacja bialek jest istotnym
procesem biologicznym decydujacym o strukturze,
stabilno$ci i funkcjonalnosci wielu bialek. Jedna z naj-
czgsciej wystepujacych modyfikacji jest generowanie
mostkow disiarczkowych, polegajace na utlenianiu wol-
nych grup tiolowych cystein, z jednoczesnym uwolnie-
niem dwu elektronéw. Wigzania disiarczkowe obnizaja
entropi¢ konformacyjna, stabilizuja strukture trzecio-
rzedowgq i czwartorzedows bialek, podnoszg ich tempe-
rature topnienia, chronig biatka przed degradacja przez
proteazy, a takze, poprzez zmiane fadunku powierzch-
niowego i specyficznosci substratowej, pelnia funkcje
regulatorowe. Co wigcej, odwracalny charakter wpro-
wadzania mostkéw disiarczkowych stanowi mechanizm
sygnalizacyjny potencjatu redoks [4].

warunkach panujacych w przestrzeni peryplazmatycz-
nej. Generowanie mostkéw disiarczkowych jest etapem
ograniczajacym szybko$¢ faldowania bialek. Proces
ten in vivo jest katalizowany przez zespot biatek Dsb
(disulfide bond), dzigki czemu odbywa si¢ on nawet
w kilka sekund po syntezie biatka i transporcie poza
redukujgce srodowisko cytoplazmy [52, 63]. Pierwszym
opisanym i jak dotad najlepiej poznanym katalizatorem
reakcji w komoérkach bakteryjnych jest zidentyfikowana
we wezesnych latach 90-tych w komoérkach Escherichia
coli K-12 oksydoreduktaza EcDsbA. Analiza wielu aktu-
alnie dostepnych sekwencji nukleotydowych genomow
bakteryjnych, udokumentowata ogromna réznorod-
no$¢ systemoéw Dsb funkcjonujacych w komoérkach
innych niz E. coli mikroorganizmoéw [34].
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2. Modelowy system szlaku utleniania Dsb
Escherichia coli

Z wyjatkiem kilku bezwzglednych beztlenowcow
preferujacych srodowisko redukujace, wiele bakterii
wyksztalcilo szlaki katalityczne umozliwiajace im
wprowadzanie wigzan -S-S- do struktury biatek poza-
cytoplazmatycznych. System oksydacyjny, funkcjonu-
jacy na terenie peryplazmy, znany powszechnie jako
system Dsb (disulfide bond formation system) zostal
najlepiej poznany i scharakteryzowany u E. coli K-12.
Oksydoreduktaza EcDsbA, wraz z kilkoma innymi
biatkami (DsbA-G) zaliczanymi do tego systemu,
zostala zaklasyfikowana do podrodziny tioredoksyn I.
Wszystkie zaliczane do niej biatka charakteryzuja sie
wystepowaniem umiejscowionego w domenie tiore-
doksynowej (TRX) $cisle konserwowanego, aktywnego
motywu CXXC (X oznacza dowolny aminokwas) oraz
charakterystyczna budowa przestrzenna. Lancuch tio-
redoksyny sktada sie z pieciu p-kartek otoczonych czte-
rema a-helisami, podzielonymi ze wzgledu na umiejs-
cowienie — na N-koncu struktury: flalf2a2p3, a na
C-koncu: 4B5a4. Konce polaczone sg a3-helisa [9, 61].

2.1. Charakterystyka bialek EcDsbA i EcDsbB

Charakterystyka strukturalna monomerycznego
bialka DsbA E.coli K-12 o masie 21kDa wykazata
zasadnicze rdznice pomiedzy strukturg EcDsbA,
a klasycznej tioredoksyny. Analiza krystalograficzna
ujawnita, ze w sktad EcDsbA wchodzi pie¢ skreco-
nych p-kartek umiejscowionych pomiedzy siedmioma
a-helisami. Wykazano réwniez, ze petla pomiedzy
a-helisg, a B,-kartka w zwoju tioredoksynowym jest
kluczowa do zachowania prawidlowej funkgji i sta-
bilnosci biatka, a umiejscowiona w jej obrebie Pro151
w konformacji cis, odleglta w strukturze pierwszorze-
dowej, znajduje si¢ blisko aktywnego motywu Cys30-
-Pro31-His32-Cys33 (CPHC) w sfaldowanym biatku.
Powyzej motywu katalitycznego zlokalizowano wsta-
wiona a-helikalng domene, ktéra najprawdopodobniej
zaangazowana jest w proces wigzania i rozpoznawania
substratow. Ponad to na powierzchni EcDsbA, poni-
zej aktywnego motywu CPHC, biegnie hydrofobowy
rowek zlozony z szeregu aminokwaséw aromatycznych
i alifatycznych, pelniacy istotng role w cyklu katalitycz-
nym oksydoreduktazy - jej wigzaniu i reoksydacji przez
partnera redoks — btonowe biatko EcDsbB [63].

Bialko EcDsbA jest jednym z najsilniejszych oksy-
dantow tiolowych, o potencjale redoks E” =-120mV,
wprowadzajagcym mostki disiarczkowe w  biatkach
substratowych szybko, zaréwno in vivo jak i in vitro.
Aktywno$¢ EcDsbA zalezy nie tylko od jego wiasci-
wosci biofizycznych, ale takze od aminokwasow
oddzielajacych zlokalizowane w N-koncowej czesci
pierwszej a -helisy zwoju tioredoksynowego cysteiny

(Cys30 i Cys33) motywu katalitycznego. Wyekspono-
wana na powierzchni biatka Cys30 posiada niskg war-
to$¢ pKa ~3,3 (standardowe pKa dla cysteiny wynosi
~9) i pozostaje w formie anionu tiolowego w pH fizjo-
logicznym. Anion ten jest stabilizowany poprzez wig-
zanie wodorowe powstajace pomiedzy His32 a Cys30
motywu aktywnego, wowczas gdy EcDsbA jest w stanie
zredukowanym, co skutkuje mniejszg stabilnoscia tego
biatka w formie utlenionej. Réznica pomiedzy stabil-
noscig form zredukowanej i utlenionej, ktéra czgsto
preferowana jest przez substraty EcDsbA generuje sile
termodynamiczng, ktéra pozwala na transfer mostkow
disiarczkowych z EcDsbA na biatka substratowe [34].

Za utrzymanie oksydoreduktazy EcDsbA w aktyw-
nej, utlenionej formie odpowiedzialne jest blonowe
biatko EcDsbB o masie ok. 20 kDa, czerpigce site oksy-
dacyjng ze wspolpracy z tancuchem oddechowym.
EcDsbB wykorzystuje jako akceptor elektronéw za-
réwno ubichinon w warunkach tlenowych jak i mena-
chinon w warunkach anaerobowych, co pozwala na
sprawne funkcjonowanie systemu EcDsbAB niezaleznie
od obecnosci tlenu [28].

Bialko EcDsbB nie posiada charakterystycznego
dla tioredoksyny uktadu przestrzennego. W strukturze
trzeciorzedowej EcDsbB wyrdzniono cztery helisy trans-
membranowe (TM1-TM4) oraz dwie petle peryplazma-
tyczne krotsza P11 dluzsza P2 w obrebie ktorych wyste-
puja dwie aktywne pary cystein: Cys41-Cys44 w petli
P1 oraz Cys104-Cys130 w petli P2 [31]. Dodatkowo
w C-koncowym fragmencie petli P2 nastepuje wypetle-
nie aminokwaséw w pozycjach od 116 do 120, co gene-
ruje powstanie dwdch krotszych petli: P2 zawierajacej
Cys104 oraz P2" w ktorej umiejscowiona jest Cys130.
Zapewnia to skuteczniejsze zakotwiczenie biatka
EcDsbB w blonie wewnetrznej komorek bakteryjnych
oraz dzieki odseparowaniu aktywnych cystein, szybsza
reoksydacj¢ EcDsbA [29]. Petla P1 jest nieznacznie
wygieta, przez co dochodzi do powstania pomiedzy
petlami TM1 a TM4 rowka akceptorowego dla ubichi-
nonu. Rowek, ten umiejscowiony w bliskim sasiedztwie
Cys41-Cys44 zapewnia ich utlenienie, a znajdujgca sie
roéwniez w jego poblizu Arg48 jest kluczowa przy trans-
porcie elektronéw z EcDsbB na chinon [16].

2.2. Szlaki utleniania i izomeryzacji/redukcji E. coli

W komorkach E. coli procesy wprowadzania i reduk-
cji mostkow disiarczkowych zachodza w jednym prze-
dziale komorkowym. Dzigki barierze kinetycznej,
niekorzystne interakcje pomiedzy poszczegdlnymi ele-
mentami obydwu szlakéw, prowadzace do zbyt duzego
zuzycia energii metabolicznej s3 zminimalizowane [2].
Dwuetapowa reakcja wprowadzania mostkow disiarcz-
kowych do struktury bialek transportowanych do pery-
plazmy (rys. 1) rozpoczyna sie nukleofilowym atakiem
cysteiny biatka substratowego na N-terminalng cysteine
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Rys. 1. Proces wprowadzania mostkéw disiarczkowych do struktury

bialek substratowych w komorkach E. coli przez oksydoreduktaze

EcDsbA (objasnienia w tekscie). Uzyte oznaczenia: S — substrat;

utl - bialko w stanie utlenionym; red - bialko w stanie zredukowa-
nym; int — kompleks EcDsbA-substrat.

(Cys30) motywu CPHC EcDsbA, co skutkuje utworze-
niem przejsciowej struktury - polaczonego EcDsbA,
z bialkiem docelowym (zredukowanym substratem).
W nastepnym etapie kolejna deprotonowana cysteina
substratu przeprowadza atak na cysteing polaczong
z DsbA, w wyniku czego nastepuje jego utlenienie
i redukcja EcDsbA [13].

Za reutlenienie EcDsbA do jego aktywnej formy
odpowiada blonowe biatko EcDsbB, bedace jego part-
nerem redoks. N-koncowa czes¢ petli peryplazmatycz-
nej P2 EcDsbB wigze si¢ do biegnacego ponizej motywu
katalitycznego DsbA powierzchniowego, hydrofobo-
wego rowka. Reakcja inicjowana jest poprzez nukleo-
tilowy atak Cys30 motywu katalitycznego EcDsbA na
Cys104-Cys130, co skutkuje utworzeniem przejsciowego
mostka disiarczkowego pomiedzy Cys30(EcDsbA)-
-Cys104(EcDsbB). Opublikowane struktury trzeciorze-
dowe komplekséw EcDsbA-EcDsbB wykazaly takze,
ze za powstanie mieszanego wigzania pomiedzy enzy-
mami s3 odpowiedzialne réwniez inne (oprocz aktyw-
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nych cystein) aminokwasy. Zidentyfikowano 26 miejsc
wigzania EcDsbA do EcDsbB (po 13 na kazde biatko).
Migdzy Argl48 EcDsbA, a Phel06 EcDsbB two-
rzone jest wigzanie wodorowe. Reszta oddzialywan
ma charakter hydrofobowy [28, 30, 63]. Po reutlenie-
niu EcDsbA i jego uwolnieniu z przejéciowego kom-
pleksu, zredukowane w efekcie reakcji grupy tiolowe
cystein 104 i 130 EcDsbB sg utleniane przez pare¢ reszt
cysteinowych z petli pierwszej (Cys41-Cys44), a elek-
trony transferowane sg najpierw na chinon, a nastgpnie
na ich ostateczny akceptor (tlen w warunkach aerobo-
wych lub fumaran/azotan w warunkach beztlenowych)
[47]. Reakcja reutleniania bialka EcDsbA przez EcDsbB
zostala przedstawiona na rys. 2.

W przypadku bialek zawierajacych wiecej niz jedna
pare cystein w czasteczce polozonych blisko siebie
w strukturze pierwszorzedowej, EcDsbA dziatajace
szybko, czesto katalizuje wprowadzenie niewlasciwych
wigzan disiarczkowych. Za ich usuwanie badz rearanza-
cje odpowiadajg biatka dzialajgce w szlaku izomeryza-
cji/redukeji. Gléwng izomeraza szlaku jest peryplazma-
tyczne, homodimeryczne (2 x23 kDa) biatko EcDsbC
o ksztalcie litery V, ktore pozostaje aktywne w formie
zredukowanej. Kazdy z monomeréw biatka zawiera
w swojej N-koncowej czgsci domeng dimeryzacyjna,
a w C-koncowej zwdj tioredoksynowy z motywem
CXXC, (Cys98 i Cys101) o wlasciwosciach katalitycz-
nych. Dwie inne cysteiny obecne w EcDsbC (Cys141
i Cys163) pelnia funkcje strukturalng. Po zwigzaniu
substratu do powstajacej po polaczeniu N-koncowych
domen EcDsbC hydrofobowej kieszeni, Cys98 prze-
prowadza atak nukleofilowy na nieprawidlowo utwo-
rzone wigzanie disiarczkowe. W rezultacie powstaje
kompleks przejsciowy katalizatora z biatkiem substra-
towym. Nastepnie, w zaleznosci od pelnionej przez
EcDsbC funkgji, przejsciowe wigzanie jest rozrywane
przez kolejng cysteing substratu, przy czym w jego cza-
steczce tworzy si¢ stabilniejszy mostek disiarczkowy,
a EcDsbC pozostaje w formie zredukowanej (EcDsbC

30 33 Etap |
104S Sl30
41S_T44 104S|_S130 41S_S44 ’|04S S;30 m 41S_|S44 104S|_S130

Rys. 2. Reakcja reutleniania EcDsbA przez

EcDsbB EcDsbB @ EcDsbB EcDsbB (obja$nienia w tekscie). Uzyte
oznaczenia: Q — chinon; utl — biatko w sta-

nie utlenionym; red - biatko w stanie zredu-

Cytoplazma kowanym; int — kompleks EcDsbA-EcDsbB.
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dziata jak izomeraza). Alternatywnie, Cys104 aktyw-
nego motywu EcDsbC usuwa blednie wprowadzone
wigzanie disiarczkowe w substracie pozostawiajac go
w formie zredukowanej. W tym przypadku EcDsbC
ulega utlenieniu (dziala jak reduktaza) [13].

Za przywrocenie biatka EcDsbC do jego aktyw-
nej, zredukowanej formy odpowiada 59 kDa, mono-
meryczne bialko EcDsbD umiejscowione w blonie
wewnetrznej, zlozone z trzech odlegtych struktural-
nie domen DsbDa, DsbDf i DsbDy, przy czym kazda
z nich zawiera pare cystein niezbedng do funkcjonowa-
nia biatka. EcDsbD czerpie sile redukcyjng niezbedna
do utrzymania substratéw w aktywnej formie z NADPH
i tioredoksyny 1 (TrxA) przy udziale reduktazy tio-
redoksyny TrxB. Substratami dla EcDsbD, oprdcz
EcDsbC, sg réwniez CcmG (DsbE) — oksydoreduktaza
zaangazowana w proces dojrzewania cytochromu c oraz
homologiczne do EcDsbC biatko EcDsbG (24% podo-
bienstwo sekwencji aminokwasowej). Pomimo podo-
bienstwa struktur trzeciorzedowych homodimerycz-
nego biatka EcDsbG (2x27kDa) do biatka EcDsbC,
EcDsbG wykazuje wezsza w poréwnaniu do EcDsbC
specyficzno$¢ substratowg. Gtéwna rolg petniong przez
EcDsbG jest kontrolowanie zawarto$ci kwasu sulfeno-
wego w peryplazmie, a co za tym idzie ochrona biatek
posiadajacych w swojej czasteczce jedng cysteine przed
sulfenylacja w czasie ekspozycji na reaktywne formy
tlenu (ROS). Udokumentowano, ze EcDsbG wspot-
dziala z trzema transpeptydazami, odpowiadajacymi
za sieciowanie peptydoglikanu [13, 15, 47].

2.3. Rola motywu CXXC i petli cis-Prol51
bialka EcDsbA

Konserwowany motyw CXXC obecny w sekwencji
aminokwasowej tiolowych oksydoreduktaz odpowiada
za funkcjonalne wiasciwosci biatka oraz determinuje
jego potencjal redoks. Prawidlowe funkcjonowa-
nie tego centrum katalitycznego uwarunkowane jest
zardwno przez aktywne cysteiny, jak i aminokwasy
je oddzielajace. Wiele grup badawczych skupilo sie
na wyjasnieniu roli poszczegdlnych elementéw tego
motywu w przypadku EcDsbA (motyw katalityczny:
Cys30-Pro31-His32-Cys33). Poddane analizie mutanty
C30A i C33A w biatku EcDsbA, gdzie aktywne cyste-
iny sekwencji CXXC zastgpiono alaning, wykazaly, ze
zaréwno mutant podwdjny jak i mutant EcDsbA C30A
nie posiadajg aktywnosci katalitycznej. W przypadku
mutanta EcDsbA C33A udokumentowano, Ze jest on
zdolny do wprowadzania mostkéw disiarczkowych do
zredukowanej formy inhibitora trombiny - hirudyny,
z wydajnoscia bliskg bialku natywnemu oraz tworzy
stabilny kompleks z EcDsbB [70]. Rozwigzanie struk-
tury krysztatéw zmutowanego EcDsbA C33A przynio-
sto interesujace rezultaty. Wykazano, ze monomeryczne
EcDsbA C33A sg zdolne do Iaczenia si¢ w dimery

poprzez tworzenie mostkow disiarczkowych pomie-
dzy wolnymi cysteinami C30. Zaobserwowano takze
zmiane izomeryzacji trans/cis P31 motywu katalitycz-
nego oraz konformacyjne rearanzacje hydrofobowego
rowka odpowiedzialnego za wigzanie substratéw [53].

Bioinformatyczne analizy dipeptydu oddzielajacego
aktywne cysteiny motywu CXXC wykazaly wysoki
poziom konserwacji P31 (85% scharakteryzowanych
struktur bialek DsbA) i preferencje aminokwasu zasa-
dowego lub aromatycznego w pozycji X32. Najprawdo-
podobniej P31 jest istotna ze wzgledu na generowanie
odpowiedniej geometrii w poblizu aktywnego motywu
CXXC - odpowiada za tamanie al-helisy i tworze-
nie dipolu na jej koncu, co ma wptyw na site oksy-
dacyjng EcDsbA [57]. P31, w przeciwienstwie do
H32, nie jest bezposrednio zaangazowana w utrzyma-
nie niskiego pKa C30 i wigkszej stabilnosci EcDsbA
w zredukowanej formie. Wykazano, ze histydyna ze
wzgledow sterycznych (dlugos¢ tancucha, konforma-
cja) jest najskuteczniejszym z badanych aminokwasow
mogacym tworzy¢ dlugotrwate wigzanie wodorowe
z anionem tiolowym C30 [37].

Kluczowg role w prawidlowym funkcjonowaniu
biatka EcDsbA pelni réwniez petla cis-Pro151, odpo-
wiedzialna za jego stabilno$¢, wlasciwosci redoks oraz
zaangazowana w rozpoznawanie substratow. Analizy
mutantéw EcDsbA P151A (proling w pozycji 151 tan-
cucha polipeptydowego zastapiono alaning) wykazaty,
ze substytucja ta skutkuje zmiang orientacji przestrzen-
nej petli oddziatujacej z ligandami oraz zmniejszeniem
sily oksydacyjnej EcDsbA w poréwnaniu z biatkiem
natywnym. Zaréwno w przypadku mutantéw EcDsbA
P151A, jak i innych aminokwaséw w tej pozycji, zaob-
serwowano akumulacje przejsciowych, potaczonych
mieszanym wigzaniem disiarczkowym, kompleksow
EcDsbA-EcDsbB. Co wiecej, mutacja EcDsbA P151T
skutkowala nagromadzeniem si¢ intermediatéw DsbA-
-substrat [5, 35]. W obrebie podrodzin tioredoksyn
stwierdzono réwniez konserwacje pozycji aminokwa-
sowej Pro-minusl, kontrolujacej i modyfikujacej whasci-
wosci katalityczne aktywnych cystein motywu CXXC.
W przypadku EcDsbA zamiana waliny (V150) na wyste-
Ppujaca zazwyczaj w tym miejscu w sekwencji aminokwa-
sowej izomeraz DsbC i DsbG treonine (mutant EcDsbA
V150T), zwigkszata wlasciwosci utleniajace tego biatka.
Sugeruje to role V150 w petli VcP w utrzymaniu réw-
nowagi pomiedzy zdolnoscia EcDsbA do utleniania
substratow i reoksydacji przez EcDsbB [58].

3. Roznorodnosc bakteryjnych szlakow
oksydacji biatek

Poréwnanie sekwencji genomoéw 421 organizméw
bakteryjnych pozwolito na identyfikacje 330 homolo-
gow biatka EcDsbA [63]. Rozpuszczalne biatka DsbA
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bakterii Gram-ujemnych zazwyczaj lokalizuja si¢ w pe-
ryplazmie, podczas gdy ich homologi u bakterii Gram-
-dodatnich majg czesto postac lipoprotein i s3 zwigzane
z blong komorkowsq [38]. Analizy bioinformatyczne wy-
kazaly rowniez, ze niektdre bakterie (szczegdlnie Gram-
-ujemne patogeny) posiadaja w swoim proteomie wigcej
niz jeden homolog DsbA, a kazdy z nich spelnia specy-
ficzng role w procesie oksydacyjnego zwijania biatek.

3.1. Zwielokrotniona liczba bialek DsbA

W genomie Neisseria meningitidis, bedacej czynni-
kiem etiologicznym meningokokowego zapalenia opon
moézgowo-rdzeniowych, zidentyfikowano trzy geny
kodujace biatka DsbA przy obecnosci jednego biatka
DsbB: dwie lipoproteiny - NmDsbA1 i NmDsbA2 oraz
peryplazmatyczne NmDsbA3. NmDsbA1l i NmDsbA2
s3 podobnych rozmiaréw, wykazuja wzgledem sie-
bie duze podobienstwo w sekwencji aminokwasowej
(73%), co sugeruje, ze geny je kodujace mogty ulec
w toku ewolucji duplikacji. Podobnie jak EcDsbA,
posiadajg katalityczny motyw CPHC. NmDsbA3 jest
mniejsze, wykazuje wzgledem NmDsbA1 i NmDsbA2
50%-owe podobienstwo sekwencji aminokwaso-
wej i charakteryzuje si¢ innym centrum aktywnym
- CVHC [64, 65]. Wszystkie trzy biatka posiadaja
motyw TcP, w przeciwienstwie do wystepujacego
w EcDsbA VcP. Treonina obecna w motywie TcP
odpowiada za wyjatkowe wlasciwosci redoks biatek
DsbA N. meningitidis. NmDsbA s3 enzymami o naj-
wyzszym potencjale oksydacyjnym wsrod podrodziny
tioredoksyn (E* =-80 mV), stabilnymi w formie zre-
dukowanej. Rozwigzane droga krystalografii struktury
bialek NmDsbA1 i NmDsbA3 okazaly si¢ by¢ podobne,
a gléwna réznice stanowi orientacja helis w domenie
TRX. Krysztat bialka NmDsbA2 nie zostat jak dotad
otrzymany, jednak najprawdopodobniej, ze wzgledu na
obserwowane fizyko-chemiczne podobienstwa biatek,
jego wlasciwosci sg zblizone do NmDsbA[ [42, 68, 69].
Substratem dla NmDsbA1 i NmDsbA2 jest sekretyna
PilQ, zaangazowana w biogeneze pili typu IV oraz
odpowiedzialna za wigzanie DNA i jego transport do
komorki Neisseria. Szczep N. meningitidis pozbawiony
genow dsbA1l i dsbA2 wykazuje obnizong zdolno$¢ do
adhezji. NmDsbA1 czesciowo komplementuje brak
zdolnosci do ruchu mutanta AdsbA E. coli,a NmDsbA2
catkowicie komplementuje brak EcDsbA w tescie
pomiaru aktywno$ci alkalicznej fosfatazy. Substraty dla
NmDsbA3 nie zostaly jak dotad poznane [64].

Kolejnym mikrorganizmem posiadajgcym trzy para-
logi bialka DsbA jest Salmonella enterica sv. Typhimu-
rium (Se). Biatka nazwane SeDsbA, SeDsbL i SeSrgA
charakteryzuja sie niskg identycznoscig sekwencji ami-
nokwasowe]j wzgledem siebie (18-36%), co jest powo-
dem ich unikalnych wtasciwosci i odmiennej roli w pro-
cesie patogenezy. Wszystkie trzy biatka majg budowe

dwudomenowg i posiadajg strukture homologiczng do
EcDsbA, réznig si¢ natomiast wlasciwosciami redoks,
aminokwasami oddzielajagcymi cysteiny motywu kata-
litycznego oraz polozeniem i aminokwasami w pozycji
Pro-minusl. Sg to odpowiednio dla SeDsbA: CPHC
i VcP, dla SeDsbL: CPFC i V¢P, dla SeSrgA: CPPCi TcP.
SeDsbA charakteryzuje si¢ najszersza specyficznoscia
substratowa (mie¢dzy innymi biatko rzeski FlgI) i two-
rzy funkcjonalng pare redoks z SeDsbB, podczas gdy
jedynym ligandem dla SeDsbL (tworzy pare z SeDsbI)
jest ASST (sulfotransferaza arylosulfatu). Dla kodowa-
nego na plazmidzie wirulencji SeSrgA substrat stanowi
gltéwna podjednostka fimbrii adhezyjnych Pef [25].
Mikroorganizmem, charakteryzujacym si¢ obecno-
$cig unikalnej $ciezki utleniania bialek jest takze Pseudo-
monas aeruginosa (Pa) — oportunistyczny patogen czesto
infekujacy chorych na mukowiscydoze oraz pacjentéow
z zaburzeniami w funkcjonowaniu ukfadu immunolo-
gicznego. W proteomie tej bakterii zidentyfikowano dwie
peryplazmatyczne oksydoreduktazy DsbA — PaDsbAl
i PaDsbA2 oraz dwa homologi biatlek DsbB - PaDsbB1
i PaDsbB2. PaDsbA1 jest gléwnym donorem mostkow
disiarczkowych, pelnigcym istotng role w faldowaniu
wielu biatkowych czynnikéw wirulencji P. aeruginosa,
utrzymywanym w aktywnej, utlenionej formie zaréwno
przez PaDsbB1 jak i PaDsbB2. Funkcja in vivo PaDsbA2
pozostaje nieznana [1]. W poréwnaniu do EcDsbA,
zaréwno PaDsbA1 (27%-owe podobienstwo sekwencji
aminokwasowej) jak PadsbA2 (14%-owe podobienstwo
sekwencji aminokwasowej) charakteryzuja sie skroce-
niem hydrofobowego rowka wiazacego substraty i bar-
dziej zasadowg powierzchnig biatka [1, 62].
Wielokrotna liczbe biatek homologicznych do EcDsbA,
ktore scharakteryzowano strukturalnie i funkcjonalnie,
posiadaja takze bakteria Xylella fastidiosa (XfDsbA
i XfDsbA2), ktora jest patogenem roélin, wywolujacym
duze straty w uprawach winogron, cytruséw, lucerny
migdaléw i kawy, pasozytniczy mikroorganizm Wol-
bachia pipientis (WpDsbA1 i WpDsbA2) oraz uropato-
genny szczep E. coli (UPEC DsbA i DsbL), ktory zosta-
nie dokladniej scharakteryzowany w rozdziale 4 [63].

3.2. Réznorodnos¢ strukturalna monomerycznych
bialek DsbA

Do tej pory scharakteryzowano strukturalnie i funk-
cjonalnie jedynie 13 monomerycznych bialek DsbA.
Dziesie¢ z nich pochodzi z komoérek bakterii Gram-
-ujemnych, a trzy z Gram-dodatnich [51]. Biatka homo-
logiczne do EcDsbA charakteryzujg sie duzym zrézni-
cowaniem i stosunkowo niskg identycznoscia sekwencji
aminokwasowej, oscylujaca w granicach 15-40%. Cat-
kowicie konserwowanymi pozycjami aminokwasowymi
okazaly sie jedynie aktywne cysteiny, wchodzace w sktad
motywu CXXC. W 85 procentach takze, w pierwszej
pozycji dipeptydu oddzielajacego cysteiny motywu,
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znajduje si¢ prolina. Pomimo tak duzych rozbieznosci
w strukturze pierwszorzedowej tych biatek, ich ogélna
architektura jest podobna. We wszystkich scharaktery-
zowanych strukturalnie i funkcjonalnie biatkach DsbA
wystepuje zwoj tioredoksynowy z insercyjna a-helikalng
domeng oraz petla cis-Pro. Roznice w sekwencji ami-
nokwasowej determinuja jednak unikalne cechy struk-
turalne tych biatek, takie jak wtasciwosci powierzch-
niowe i potencjal redoks [63]. Najbardziej podobnym
strukturalnie homologiem EcDsbA (40-to procenowe
podobienstwo sekwencji aminokwasowej) jest biatko
DsbA (TcpG) Vibrio cholerae. Dwoma zasadniczymi
aspektami réznigcymi obydwa biatka jest krotszy
w poréwnaniu z EcDsbA rowek wigzacy substraty
i mniej wygieta a -helisa biatka DsbA V. cholerae [27].

Szeroka konserwacja genoéw kodujacych biatka DsbA
w $wiecie mikroorganizmoéw oraz ich udzial w pra-
widlowym zwijaniu wielu czynnikéw wirulencji bakterii
patogennych (patrz: podrozdzial 4.2.) pozwala na rozpa-
trywanie tych protein jako potencjalnych nowych celéw
dla lekéw antybakteryjnych [12]. McMahon iwsp.
dokonali poréwnania bialek DsbA pochodzacych z réz-
nych mikroorganizméw, majgcego na celu wykazanie
podobienstw strukturalnych pomiedzy nimi, ktére
moglyby nastepnie postuzy¢ jako platforma do projekto-
wania substancji terapeutycznych. Ze wzgledu na aran-
zacje B-kartek, ktora zasadniczo odréznia DsbA bakterii
Gram-dodatnich od Gram-ujemnych (poza nielicznymi
wyjatkami), dokonano podzialu tych protein na dwie
klasy. Nastepnie kazda z klas podzielono na dwie sub-
klasy, biorgc pod uwage wlasciwosci powierzchniowe
bialek: otoczenie motywu katalitycznego oraz miejsce
oddzialywania z partnerem redoks i substratami. Do
klasy Ia zaliczono bialka DsbA E. coli K-12, S. enterica,
K. pneumoniae i V. cholerae, a do klasy Ib DsbA P. aeru-
ginosa, N. meningitidis, X. fastidiosa i B. pseudomallei.
Podklasa Ia skupia DsbA o mniejszym potencjale oksy-
dacyjnym niz Ib, lecz o wiekszym rowku substratowym,
ktory potencjalnie mégltby wigza¢ male peptydy tera-
peutyczne. Do podklasy Ila przypisano DsbA M. tuber-
culosis, S. aureus i B. subtilis, a do podklasy IIb jedynie
biatko DsbA1 W. pipientis (w analizach bioinformatycz-
nych podklasa ta nie zostata wyodrebniona) [51].

W ostatnim czasie rozwigzano strukture biatka
DsbA Proteus mirabilis (Pm), ktéra pozwala przypusz-
czaé, ze jest ono podobne strukturalnie do EcDsbA.
Zbadano takze miejsce, w ktérym PmDsbA wigze
sie niekowalencyjnie ze swoim ligandem. Obszar ten
moglby sta¢ sie celem inhibitora blokujacego maszyne-
rie Dsb tego patogenu [40]. Nowe spojrzenie na poten-
cjalne miejsce dzialania peptydéw antybakteryjnych
przyniosta takze charakterystyka strukturalna DsbA
Acinetobacter baumanii (Ab). Wykazano, ze biatko
AbDsbA oddzialuje z czynnikiem elongacyjnym
EF-Tu i wigze si¢ z nim w innym miejscu niz partner
redoks. Sugeruje to, ze takze niekatalityczny obszar

powierzchni bialka AbDsbA moze pelni¢ role w inter-
akcji z substratami [56]. Jak dotad zadne leki, bedace
inhibitorami bazujacymi na strukturze bialek DsbA,
nie zostaly wprowadzone do obiegu klinicznego [51].

3.3. Dimeryczne oksydoreduktazy DsbA

Zdecydowana wigkszos¢ dotychczas poznanych
oksydoreduktaz homologicznych do EcDsbA, dziala-
jacych w szlaku utleniania, ma budowe monomeryczna.
Wyijatek stanowig biatka HP0231 Helicobacter pylori,
DsbA2 Legionella pneumophila (Lp), oraz enzymy
DsbA-like Corynebacterium glutamicum.

Mikroaerofilna pateczka H. pylori jest czynnikiem
etiologicznym raka zoladka oraz stanéw zapalnych
i wrzodéw goérnego odcinka przewodu pokarmo-
wego [19]. W przeciwienstwie do E. coli, system Dsb
H. pylori jest stabo poznany. Przeprowadzone analizy
bioinformatyczne pozwolity na identyfikacje jedynie
trzech bialek potencjalnie dziatajacych w tym systemie:
HP0231, HP0377 i HP0595. Sekwencje aminokwasowe
tych biatek przyréwnano liniowo do sekwencji amino-
kwasowych biatek Dsb E. coli. Na tej podstawie biatka
te opisano jako homologi EcDsbB (HP0595), EcDsbG
(HP0231) i EcDsbC (HP0377). Nie rozpoznano nato-
miast genu kodujgcego biatko homologiczne do oksy-
doreduktazy EcDsbA [33].

Biatko HP0231, opisywane w literaturze jako
HpDsbG, jest dimerem ztozonym z dwdch identycz-
nych monomeréw polaczonych domenami dimery-
zacyjnymi znajdujacymi sie na ich N-koncach. Kazda
z domen sktada si¢ z jednej al-helisy i czterech ulo-
zonych antyréwnolegle -kartek (f1-p4). Na C-termi-
nalnych domenach kazdego z monomeréw, odbiegaja-
cych budowg od klasycznych domen TRX (obecnosé¢
dwdch insercyjnych a4.1 i a4.2-helis oraz dodatkowej
B5-kartki), umiejscowione sa motywy Kkatalityczne
CXXC na a3-helisie i petla cis-Pro w jego bliskiej odle-
glosci. Przyréwnanie sekwencji aminokwasowej biatek
HP0231 i dimerycznej reduktazy EcDsbG wykazalo, ze
sa one podobne jedynie w 6%-ach, a budowa monome-
réw obydwu bialek jest r6zna. Pomimo podobienstwa
rozmiaréw obydwu krysztatéw, analiza superimpozy-
¢ji (natozenia modeli struktur bialkowych) wykazata,
ze roznig si¢ one zasadniczo dlugoscig linkera tacza-
cego monomery, a takze ksztaltem i ladunkiem na
powierzchni V-ksztaltnej kieszeni wigzacej substraty
(dodatni tadunek u HP0231, a ujemny u EcDsbG).
Dodatkowo petla cis-Pro biatka HP0231 jest dluzsza
niz ta EcDsbG, a motywy katalityczne HP0231 (CPHC
i VcP) sa takie same jak EcDsbA, a nie EcDsbG (CPYC
i TcP) [71]. Badania funkcji HP0231 wykazaly, ze bialko
HP0231 tak jak EcDsbA pelni funkcje oksydazy i suge-
ruja zmiane jego nazwy na HpDsbA. Oprocz takich
samych jak u EcDsbA motywoéw aktywnych, HP0231
ma zblizony do EcDsbA potencjal redoks, w duzym
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stopniu komplementuje mutacje AdsbA E. coli, wyste-
puje tak jak oksydazy in vivo w formie utlenionej
i wspotdziata z HP0595, homologiem EcDsbB. Ponad
to, mutanty izogeniczne w genie hp0231 sa wydtuzone,
nieruchliwe i bardziej wrazliwe na DT'T, co réwniez jest
podobne do fenotypu mutantéw dsbA- E. coli [59].

W genomie L. pneumophila zidentyfikowano dwa
geny kodujace oksydoreduktazy tiolowe DsbA1 i DsbA2.
Biatko LpDsbA1 komplementuje mutacj¢ AdsbA E. coli,
a jego brak w komorkach L. pneumophila nie skutkuje
obserwowalng zmiang fenotypu mutanta, w przeciwien-
stwie do LpDsbA2, ktdre jest niezbedne do przezycia
tej bakterii. Spokrewnione z biatkiem Com1 Coxiella
burnetii LpDsbA2 o masie 27 kDa jest odlegle filogene-
tycznie od EcDsbA i poza kilkoma wyjatkami konser-
wowane w proteomach bakterii posiadajacych system
sekrecji typu IV (T4SS). Transportowane na teren peryz-
plazmy LpDsbA2 w komoérkach natywnego gospodarza
wystepuje w 60%-ach w formie zredukowanej, a w 40%-
ach w formie utlenionej, co jest zblizone ze stanem
obserwowanym w przypadku EcDsbA. Dodatkowo
zamiana Pro198 na treonine w petli cis-Pro (P198T) tego
biatka skutkuje tak jak w przypadku EcDsbA nagroma-
dzeniem stabilnych komplekséw z biatkami substrato-
wymi. Na N-koncu biatka LpDsbA2 zidentyfikowano
domene dimeryzacyjna, dzieki ktdrej oksydoreduktaza
ta wystepuje na terenie komorki w postaci homodime-
réw. LpDsbA2 komplementuje mutacje AdsbC E. coli
i tak jak izomeraza wystepuje w komorkach E. coli
wylacznie w formie zredukowanej. Ponadto LpDsbA2N
(monomeryczne bialko pochodne LpDsbA2, pozba-
wione domeny dimeryzacyjnej), w przeciwienstwie
do natywnego DsbA2 Legionella, komplementuje brak
EcDsbA w komorkach E. coli. Powyzej opisane wlasci-
wosci pozwalajg wnioskowad, ze LpDsbA2 jest enzy-
mem bifunkcyjnym, posiadajacym zaréwno aktywnos¢
oksydazy jak i izomerazy [32, 39].

Stabilizacje struktur biatkowych poprzez wprowa-
dzanie mostkow disiarczkowych zaobserwowano takze
w przypadku Gram-dodatnich, tlenowych bakterii
z rodzaju Actinobacteria. U przedstawiciela tej klasy
C. glutamicum zidentyfikowano dwa homodimeryczne
biatka DsbA-like, ktére posiadaja motyw katalityczny
CXXC. Obydwa biatka, nazwane CG26 i CG2799,
podobnie jak EcDsbA wykazujg in vitro stabe wlasci-
wosci redukujace (redukujg insuling in vitro) i oksyda-
cyjne (wydajnie utleniajg zredukowang RNaze A). CG26
jest konserwowane u réznych gatunkow Actinobacteria,
podczas gdy CG2799 ma jedynie dwa homologi, co
sugeruje specyficzng dla Corynebacteria funkcje. Part-
ner redoks tych bialek nadal nie zostal poznany. W pro-
teomie badanych gatunkow nie zidentyfikowano biatka
homologicznego do EcDsbB, z tego wzgledu sugeruje sie
udzial biatka VKOR (patrz: podrozdzial 3.4) w reoksy-
dacji biatek DsbA-like C. glutamicum [11].

3.4. Obecnos¢ lub brak biatka pelniacego
funkcje EcDsbB

W przypadku bakterii nalezacych do klas a, B
i y-Proteobacteria, mostki disiarczkowe do struktury
biatek wprowadzane s3 na podobnej drodze jak u E. coli
(system DsbAB), w przeciwienstwie do wielu bakterii
z klas Actinobacteria, Cyanobacteria oraz bakterii bez-
tlenowych, gdzie nie funkcjonuje standardowy szlak
utleniania. Tworzenie wigzan -S-S- jest katalizowane
przez DsbA, a za jego reoksydacje odpowiedzialne jest
biatko bedace homologiem eukariotycznej reduktazy
epoksydowej VKOR [17].

Bakteryjne bialko VKOR ewoluowalo niezaleznie
od DsbB, jednakze wykazuje podobienstwa do DsbB
w budowie strukturalnej i mechanizmie dzialania [34].
Strukture biatka VKOR w kompleksie z naturalnym
substratem (bialkiem posiadajgcym domeng¢ TRX)
rozwigzano w Synechcoccus sp. We wszystkich biatkach
VKOR rdzen katalityczny tworzg cztery helisy trans-
membranowe (TM1-4) otaczajace chinon [45]. Biatko
VKOR Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Mtb) funk-
cjonalnie zastepuje brak biatka DsbB w mutancie E. coli
AdsbB. Ponad to, podobnie jak w przypadku biatka
eukariotycznego, aktywno$¢ MtbVKOR jest hamowana
przez warfaryne (antykoagulant stosowany w leczeniu
przeciwzakrzepowym, hamujacy powstawanie aktyw-
nej formy witaminy K). Dodatkowo wykazano, ze te
same mutacje punktowe sg odpowiedzialne za zwiek-
szong opornos$¢ na ten lek w obydwu biatkach. Bak-
teryjne bialko VKOR moze by¢ zatem potencjalnym
celem dla antybiotykoterapii i modelem badawczym dla
homologa ludzkiego [18].

W ostatnim czasie jako partnera redoks dla
MtbVKOR zidentyfikowano bialko nazwane MtbDsbA-
-like, bedace produktem genu Rv2969c. MtbDsbA jest
monomerem zlozonym z dwéch domen - tioredo-
ksynowej (TRX), w obrebie ktorej umiejscowiony jest
klasyczny motyw CXXC oraz a-helikalnej zbudowa-
nej z czterech helis a2-5, ktdra jest stabilizowana przez
strukturalne wiazanie disiarczkowe pomiedzy a2
a a5-helisg. Pomimo wielu podobienstw do EcDsbA,
unikalna dla MtbDsbA jest obecno$¢ w domenie TRX
a8-helisy (EcDsbA zbudowane jest z siedmiu a-helis).
Dodatkowo, w przeciwienstwie do EcDsbA, MtbDsbA
nie wykazuje wlasciwosci redukujacych w tescie reduk-
¢ji insuliny oraz posiada ptytki powierzchniowy rowek
hydrofobowy, co moze swiadczy¢ o jego waskiej specy-
ficznosci substratowej [6, 55].

Jednym z najbardziej podobnych strukturalnie do
MtbDsbA biatek jest DsbA Stapchylococcus aureus (Sa).
S. aureus wraz z Listeria monocytogenes i Enterococcus
faecalis s3 organizmami, u ktérych zidentyfikowano
jedynie bialko DsbA, bez obecnosci jego partnerdéw
redoks — biatek DsbB i VKOR.
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Pomimo wielu podobienstw SaDsbA do EcDsbA
(potencjal redoks, ogdlna struktura), w przeciwien-
stwie do EcDsbA, lipoproteina SaDsbA o masie 23 kDa
posiada taka samg stabilno$¢ w stanie utlenionym jak
i zredukowanym. Umozliwia to efektywne utlenienie
SaDsbA, zapewniajace jego aktywno$¢ po wprowadze-
niu mostka disiarczkowego, przez zewnatrzkomorkowe
czynniki utleniajgce, bez udzialu DsbB i VKOR. Ponad
to SaDsbA nie posiada cech charakterystycznych dla
funkcjonowania bialek DsbA bakterii Gram-ujemnych
takich jak obecnos¢ His w sekwencji CXXC oraz Val
poprzedzajacej petle cis-Pro (VcP). SaDsbA czes$ciowo
komplementuje AdsbA E. coli (niezaleznie od EcDsbB),
pomimo, ze motywy CXYC i TcP SaDsbA sg bardziej
typowe dla izomeraz EcDsbC i EcDsbG [23].

4. Specyficzno$¢ substratowa oksydoreduktaz DsbA

Kolejnymi zasadniczymi réznicami pomiedzy oksy-
daza DsbA E. coli K-12, a jej homologami wystepuja-
cymi u innych gatunkéw bakterii jest specyficznos¢
substratowa oraz rozmieszczenie gendw dsbAB w geno-
mie (w przypadku E. coli i wielu innych bakterii Gram-
-ujemnych sa one umiejscowione w odleglych wzgle-
dem siebie miejscach genomu). W proteomie E. coli
zidentyfikowano okoto 300 bialek transportowanych
do peryplazmy, zawierajacych w sekwencji aminokwa-
sowej kilka cystein, ktore moga by¢ potencjalnymi sub-
stratami dla utlenionego EcDsbA. Ligandem dla zre-
dukowanego EcDsbA jest za to jedynie EcDsbB [52].
Mutanty E. coli dsbA- wykazuja fenotyp plejotropowy,
s3 nieruchliwe oraz bardziej wrazliwe na DTT oraz jony
metali ciezkich [46]. Udokumentowano, ze EcDsbA
uczestniczy w zwijaniu kluczowych dla funkcjono-
wania komorki E. coli bialek takich jak FlgI (buduje
pierscien P rzeski), LivK (prekursor biatka wiazacego
leucyne), YodA (wiaze jony metali), RcsF (biatko regu-
latorowe), MepA (endopeptydaza mureiny), alkaliczna
fosfataza, p-laktamaza, OmpA i rybonukleaza I [26, 36].

Wiele bakterii posiada bialka homologiczne do
EcDsbAB o waskiej specyficznosci substratowej. Geny
kodujace te homologi bialek DsbA i DsbB, nazwane
DsbLl, zlokalizowane sg przewaznie w trojcistronowym
operonie, zawierajacym takze gen kodujacy sulfotrans-
feraze aryloslulfatu (ASST), ktora jest ich jedynym sub-
stratem [34]. W przypadku S. enterica sv. Typihimurium,
omowionej uprzednio w podrozdziale 3.1, geny dsbL
i dsbl transkrybowane sg niezalezne od genu assT [25].

ASST jest enzymem katalizujgcym detoksykacje
zwigzkow fenolowych, wystepujacym u bakterii z ro-
dzajow Salmonella, Shewanella, Campylobacter, Geobac-
ter i E. coli. W komorkach uropatogennej (UPEC) E. coli
CFT073, posiadajacej dwie funkcjonalne pary enzymow
zdolnych do wprowadzania mostkéw disiarczkowych

- DsbAB (podobnych do DsbAB E. coli K-12) i DsbLlI,
ASST jest jedynym substratem in vivo dla biatka DsbL.
DsbL jest silniejszym od EcDsbA oksydantem tiolowym
posiadajacym motyw katalityczny CPFC i potencjat
redoks E® = -95 mV, wykazujacym wzgledem EcDsbA
24%-owe podobienstwo sekwencji aminokwasowe;j
i duze roznice strukturalne. Bialko to posiada takze
dodatnio naladowany rowek wigzacy substrat, a z kolei
w sekwencji aminokwasowej ASST w sasiedztwie cystein
dominujg tadunki ujemne [21, 48]. Udokumentowano,
ze nie wlasciwosci oksydacyjne lecz aktywnos¢ chape-
ronowa biatka DsbL odgrywa kluczowa role w procesie
wprowadzania wigzania -S-S- do struktury ASST [49].
Bioinformatyczne analizy wykazaly obecno$¢ genéw
kodujacych biatka DsbL w 17 genomach bakteryjnych,
co jest skorelowane z wystepowaniem w ich sasiedztwie
genu assT i czesto tez dsbl [66].

Klasyfikacja bialek DsbB i Dsbl jest nieprecyzyjna,
a nomenklatura mylaca. Bialka DsbIl wystepujace
w proteomach bakterii z rodzaju e-Proteobacteria (np.
C. jejuni, H. pylori) nie s3 pokrewne biatkom funkcjo-
nujacym w parze redoks DsbLI w komoérkach UPEC
E.coli, czy S.enterica. Nazwa ,Dsbl” powinna by¢
zarezerwowana dla homologéw EcDsbB posiadajacych
5 helis transmembranowych w domenie katalitycznej,
motyw CXXC umiejscowiony w petli peryplazmatycz-
nej i strukture f-$migta na C-koncu biatka. Proteiny
Dsbl obecne u E. coli i S. enterica powinny by¢ raczej
okreslane mianem DsbB2 lub DsbI(DsbB2) [20, 54].

4.1. Metody poszukiwania i lokalizacja substratow

Identyfikacja ligandow bialek dziatajacych w szlaku
utleniania jest stosunkowo trudna, ze wzgledu na szyb-
kie przejscie pomiedzy kompleksem DsbA-substrat,
a calkowicie utlenionym substratem (etap II reakeji
wprowadzania mostkéw disiarczkowych; patrz: podroz-
dzial 2.2) [63]. W ich rozpoznaniu wykorzystywanych
jest kilka metod bioinformatycznych, niemniej jednak
wymagane jest potwierdzenie interakcji w warunkach
in vivo. W poszukiwaniu bialek in silico, ktore potencjal-
nie moga wymaga¢ wprowadzania wigzan disiarczko-
wych wyroznia si¢ kilka podejs¢. Dobrym indykatorem
sa badania strukturalne pozwalajace na pomiar odle-
glosci pomiedzy dwoma cysteinami w biatku (powinna
by¢ ona mniejsza niz 2,5A). Reaktywne, parzyste cyste-
iny, ktore potencjalnie moga uczestniczy¢ w tworze-
niu wigzania -S-S- s3 zazwyczaj konserwowane ewolu-
cyjnie w sekwencji aminokwasowej biatka, co pozwala
na wykluczenie cystein nie zaangazowanych w ten
proces. Obecnos¢ ortologéw biatek EcDsbA i EcDsbB
réwniez w oczywisty sposob sugeruje wystepowanie
ich substratow [22].

Strategia wykorzystywana do wychwytywania kom-
plekséw DsbA-substrat w warunkach laboratoryjnych
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jest wprowadzanie mutacji punktowych w obrebie petli
cisPro. W przypadku EcDsbA (V¢P) poddano badaniu
19 réznych mutantéw, lecz jedynie trzy z wprowadzo-
nych zmian przyniosly oczekiwane rezultaty. Zastapie-
nie Pro151 treonig skutkowato spowolnieniem drugiego
etapu reakcji wprowadzania mostkéw disiarczkowych
i akumulacja intermediatéw DsbA-substrat. Z kolei
mutacje P151S i V150G pozwalaly na wychwycenie
komplekséw EcDsbA z jego partnerem redoks EcDsbB
[35]. Innymi wykorzystywanymi w tym celu metodami
sg elektroforeza dwukierunkowa w polaczeniu ze spek-
trometrig mas [26]. Domniemane ligandy sa réwniez
identyfikowane poprzez badanie ich stanu stanu redoks
w komoérkach mutantéw E. coli dsbA~ przy uzyciu czyn-
nikow alkilujacych [43]. Zastosowanie moglaby takze
znalez¢ metoda wykorzystywana przy identyfikacji
substratow tioredoksyny. Zmutowanie drugiej cyste-
iny motywu katalitycznego CXXC biatka DsbA na ala-
ning mogloby zapobiegaé dysocjacji jego kompleksu
z substratem [9, 63].

W przypadku E. coli jak i innych bakterii Gram-
-ujemnych wprowadzanie mostkéw disiarczkowych
przez biatka Dsb odbywa si¢ w warunkach utleniajg-
cych w peryplazmie - przedziale komérkowym oto-
czonym dwoma blonami komérkowymi: wewnetrzna/
cytoplazmatyczng (IM/CM) i zewnetrzng (OM). Udo-
kumentowano, ze wigzania -S-S- sa obecne nie tylko
w strukturze rozpuszczalnych bialek peryplazmatycz-
nych, ale takze w przypadku protein transportowanych
po syntezie na zewnatrz komoérki bakteryjnej. Jak dotad
niewiele wiadomo o charakterze uczestnictwa biatek
Dsb w procesie ich formowania [60]. W ostatnich
latach wykazano, ze w komérkach E. coli oksydoreduk-
taza EcDsbA we wspotpracy z EcDsbC i SurA (biatko
chaperonowe) bierze udzial w faldowaniu wbudowa-
nej w OM lipoproteiny LptD. Dwa obecne w strukturze
tego biatka mostki disiarczkowe pomiedzy cysteinami
Cys31-Cys137 i Cys724-Cys725 tacza domeng N-ter-
minalng z C-terminalng, zapewniajac jego prawidltowe
funkcjonowanie [8]. Lipoproteina LptD o strukturze
B-barytki w kompleksie z LptE jest kluczowa do translo-
kacji lipopolisacharydu przez zewnetrzng blong¢ komor-
kowa, co stabilizuje bariere ochronng bakterii przeciw
substancjom toksycznym, z wiaczeniem antybiotykow
[14]. Udzial systemu Dsb w formowaniu wigzan -S-S-
zbadano réwniez w przypadku malej (14 kDa), zako-
twiczonej w OM liopoproteiny ResE. Biatko ResF jest
czedcig Sciezki sygnalowej Res indukowanej w warun-
kach stresowych i w odpowiedzi na warunki srodowi-
ska kontrolujacej transkrypcje wielu genéw — odpowie-
dzialnych za podzialy komoérkowe (ftsZ), formowanie
biofilmu, ruchliwo$¢ i produkeje czynnikéw wirulencji
[44]. W sekwencji aminokwasowej RcsF znajdujg sie
cztery konserwowane cysteiny. Poczatkowo okreslono,
ze co najmniej dwie z nich polaczone sa wigzaniem

disiarczkowym 1 zidentyfikowano to biatko jako sub-
strat oksydoreduktazy DsbA [36]. Zalozenia te potwier-
dzilo rozwigzanie struktury ResE dzieki ktéremu ziden-
tyfikowano obecnos¢ dwdch nieréwnocennych wiazan
-S-S- pomigdzy Cys74-Cys118 i Cys109-Cys124 (wia-
zanie niezbedne do zachowania aktywnosci biatka).
Co wiecej udokumentowano, Ze w proces tworzenia
mostkow disiarczkowych jest zaangazowana reduk-
taza EcDsbC: ,wychwycono” kompleksy biatek RcsF-
-EcDsbC i udokumentowano zahamowanie $ciezki Rcs
w mutancie E. coli dsbC- [44].

W komorkach bakterii Gram-dodatnich brak jest
klasycznej peryplazmy, a obszar w ktérym mozliwe
jest wprowadzanie mostkow disiarczkowych, ograni-
cza sie jedynie do przestrzeni pomigdzy blona cyto-
plazmatyczna, a Sciang komorkowa [50]. Bakterie
Gram-dodatnie w poréwnaniu do Gram-ujemnych
produkuja mniej protein posiadajacych strukturalne
wiazania -S-S- i alternatywnie zastepuja je wigzaniami
amidowymi [12]. Ciekawy mechanizm zaobserwowano
u tlenowych bakterii z rodzaju Firmicutes, ktére maja
zdolno$¢ do usuwania cystein z sekwencji aminokwa-
sowej protein sekrecyjnych [11]. Chociaz w proteomach
bakterii Gram-dodatnich zidentyfikowano i zcharakte-
ryzowano biatka homologiczne do DsbA, jednak proces
generowania mostkow disiarczkowych w komoérkach
tych mikroorganizméw nadal pozostaje stabo poznany.
Przykladami protein w przypadku ktérych udokumen-
towano obecnos¢ wigzan -S-S- sg toksyny Corynebacte-
rium diphtheriae i Clostridium tetani, neurotoksyna A
Clostridium botulinum oraz egzotoksyna Streptococcus
pyogenes, lecz maszyneria odpowiedzialna za ich for-
mowanie jak do tej pory nie zostala rozpoznana [12].
Substratami biatek TDORs (thiol-disulfide oxidoreducta-
ses) bakterii Gram-dodatnich sg czesto biatka btonowe,
wbudowane w $ciang komérkowa lub wydzielane na
zewnatrz komorki. TDORs s3 zazwyczaj lipoprote-
inami wbudowanymi w blon¢ komérkows i posiadaja-
cymi wyspecjalizowang funkcje. W proteomie Bacillus
subtilis, wystepuja dwie pary homologéw bialek DsbAB
(znanych jako biatka Bdb), przy czym udokumento-
wano, ze kazda z nich oddzialuje docelowo wylacz-
nie z jednym biatkiem. Substratem dla pary BdbCD
jest bakteriocyna sublancyna 168, a dla pary BdbCD
pseudopilina ComGC, niezbedna do osiagnigcia przez
komorki B. subtilis stanu kompetencji [38]. Rowniez w
przypadku S. aureus, SaDsbA jest odpowiedzialne za sta-
bilnos¢ biatka ComGC, przy czym jak dotad nie rozpo-
znano innych ligandéw tego biatka [12, 67]. W ostatnim
czasie, przeprowadzono badania w komorkach Strep-
tococcus gordonii majace na celu identyfikacje TDORs
tego gatunku. Wykazano, ze naturalnym substratem dla
oksydoreduktazy SdbA jest autolizyna AtlS, a mutanty
S. gordonii w genie sdbA charakteryzujg si¢ fenotypem
plejotropowym. Ponad to, sekwencja aminokwasowa
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bialka SdbA cechuje si¢ matym podobienstwem wobec
dotychczas poznanych sekwencji oksydoreduktaz bak-
terii Gram-dodatnich i moze reprezentowa¢ nowy typ
tych enzymoéw w ich komdrkach [12].

4.2. Czynniki wirulencji

Substraty homologéw biatek DsbA to czgsto czyn-
niki warunkujace wirulencje bakterii patogennych takie
jak: adhezyny, pili, toksyny czy elementy systemow
sekrecyjnych.

W przypadku UPEC E. coli aktywnos¢ biatka DsbA
jest konieczna do osiagniecia prawidlowej konforma-
cji PapD, biatka opiekunczego wigzacego transporto-
wane do peryplazmy podjednostki fimbrii typu P, ktére
odgrywaja istotna role w kolonizacji drég moczowych
[24]. Ponad to, wprowadzanie mostkow disiarczkowych
przez system Dsb do struktury biatka FimA (gltéwnej
podjednostki pili typu I, warunkujacych przyleganie
patogenu do komorek gospodarza) jest niezbedne do
jego rozpoznania i utworzenia kompleksu z biatkiem
chaperonowym FimC, co inicjuje proces formowania
pili [10]. Aktywnos$¢ DsbA jest réwniez wymagana
do powstawania pili typu IV (dlugich filamentow
warunkujacych adhezje i ruch drgajacy komorek bak-
teryjnych) u enteropatogennej E. coli, N. meningitidis,
Vibrio cholerae i Pseudomonas aeruginosa. Mostki
disiarczkowe sg takze wprowadzane w obrebie C-kon-
cowej domeny zewnatrzblonowej adhezyny (intiminy)
jelitowych patogendéw E. coli. Ponad to w komorkach
E.coli jak réwniez u S.enterica, P. mirabilis, Ervinia
carotovora, Burkholderia cepacia i Campylobacter jejuni
potwierdzono role DsbA w powstawaniu funkcjonal-
nej rzeski, warunkujacej zdolnos¢ do ruchu. Niektore
bakterie produkuja toksyny i enzymy takie jak prote-
azy, ktore warunkujg uszkodzenie komoérek gospoda-
rza i rozprzestrzenianie si¢ patogenu. Udzial systemu
Dsb w powstawaniu tych czynnikdéw wirulencji zostat
dobrze scharakteryzowany w przypadku toksyn AB,
V. cholerae. Substratami dla oksydoreduktazy DsbA
P aeruginosa sa takze enzymy sekrecyjne wydzielane
przez system sekrecji typu II (T2SS) takie jak proteoli-
tyczna elastaza i lipaza, a w komorkach Yersinia pestis
czy Shigella flexneri prawidlowemu zwijaniu z udzia-
tem systemoéw Dsb ulegaja takze sktadniki niezbedne do
prawidtowego dziatania systemu T3SS. W przypadku
Gram-dodatnich organizméw takich jak B.subtilis
czy Streptococcus thermophilus DsbA jest wymagane
do produkcji antybakteryjnych peptydéw (m.in. bak-
teriocyn), ktére negatywnie dzialaja na organizmy
pokrewne. Ulatwia to przetrwanie bakterii je wytwa-
rzajacych w srodowisku poprzez wyeliminowanie kon-
kurencji o skladniki pokarmowe [24, 46, 63].

Brak prawidtowego wprowadzenia mostkéw disiar-
czkowych do struktur czynnikéw wirulencji warunkuje

obnizenie poziomu kolonizacji organizmu gospodarza
oraz zatrzymanie namnazania i rozprzestrzeniania
komorek bakteryjnych w jego obrebie [24]. Z tego
wzgledu biatka DsbA sg rozpatrywane jako potencjalne
cele dla antybiotykoterapii. W przypadku patogenéw
z rodziny Enterobacteriaceae takich jak E. coli, S. ente-
rica, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Citro-
bacter koseri, Shigella flexneri i Cronobacter sakazakii,
bedacych przyczyna trudnych do zwalczenia i wymaga-
jacych nowych srodkow terapeutycznych infekcji szpi-
talnych, sekwencja aminokwasowa, wlasciwosci redoks,
struktura i miejsce wigzania substratéw homologow
DsbA s3 wysoce konserwowane [41].

Na rys. 3 zobrazowano réznorodne, omawiane dotad
w niniejszej pracy systemy wprowadzania mostkow
disiarczkowych do struktury biatek.

5. Inne systemy Dsb

Chociaz obecnos¢ biatka DsbA jest konieczna, aby
proces wprowadzania mostkow disiarczkowych zacho-
dzil efektywnie, wykazano, ze w szczepach pozbawio-
nych genéw dsbA (lub dsbB) ich formowanie réwniez
ma miejsce lecz jest ono mniej wydajne w poréwnaniu
ze szlakiem utleniania Dsb. Zjawisko to okreslono jako
aktywnos¢ tla. Jest ono najprawdopodobniej spowodo-
wane obecnoscig tlenu w peryplazmie. Podjeto probe
zidentyfikowania enzyméw odpowiedzialnych za ten
proces. W przeprowadzonych badaniach potwierdzono,
ze nadekspresja zaleznego od DsbC peryplazmatycz-
nego biatka PspE, ktére zawiera w sekwencji amino-
kwasowej tylko jedna cysteine, zwigksza efektywnos¢
wprowadzania mostkow disiarczkowych do struktury
bialek w mutancie AdsbA. Co wiecej system PspE/DsbC
nie jest zrodtem aktywnosci tla, co sugeruje, Ze moze
by¢ on wykorzystywany przez komorki bakteryjne
w ktérych nie funkcjonuje standardowy szlak utleniania
zalezny od obecnosci bialek DsbA i DsbB [7].

W genomach prokariotycznych zidentyfikowano
takze bialka zawierajace w swojej sekwencji aminokwa-
sowej selenocysteing (SeCys), okreslane jako nowa klasa
bialek DsbA. Udokumentowano, ze proste diselenidy
w stezeniu katalitycznym funkcjonalnie zastepuja brak
biatka DsbA w mutantach dsbA". Produkty genéw SeCys
DsbA-like nie zostaly jak dotad dobrze poznane [3].

Alternatywne szlaki wprowadzania mostkow disiar-
czkowych do struktury bialek w komérkach E. coli
zostaly takze stworzone w warunkach laboratoryjnych.
Dotaczenie sekwencji sygnalnej do cytoplazmatycznej
tioredoksyny skutkowalo jej transportem do perypla-
zmy, gdzie byla utleniana przez DsbB i w niewielkim
stopniu katalizowala tworzenie wigzan -S-S-. Zasta-
pienie motywu katalitycznego CXXC tioredoksyny na
CXCC, przyczynialo si¢ do tworzenia dimeréw tego



30 ANETA DOBOSZ, KATARZYNA M. BOCIAN-OSTRZYCKA, ELZBIETA KATARZYNA JAGUSZTYN-KRYNICKA

DsbB2

Dsbl
c IR (DsbB2)

?

Dsbl

DsbB DsbB1
A B
I I
DsbB
D
G H

Dsbl

D (DsbB2)

Rys. 3. Schemat obrazujacy zrdznicowanie bakteryjnych szlakow utleniania biatek. Szczeg6ly i objasnienia w tekécie. A) modelowy szlak
utleniania E. coli DsbAB; B) obecno$¢ w komorce dwoch biatek DsbA i dwdch biatek DsbB (np. P. aeruginosa); C) wystepowanie réwno-
legle dwdch par enzymow katalizujacych wprowadzanie mostkéw disiarczkowych DsbAB i DsbLI(B2) (np. uropatogennej E. coli CFT073);
D) wystepowanie zwielokrotnionej liczby homologéw DsbA, z ktérych niektore zakotwiczone sg w blonie komérkowej (np. N. meningiti-
dis); E) obecno$¢ biatka DsbA w parze z biatkiem VKOR, ktore jest jego partnerem redoks (np. M. tuberculosis H37Rv); F) wystepowanie
dimerycznego DsbA (np. H. pylori), ? — §ciezka utleniania nadal stabo poznana; G) wystgpowanie w komorce bakteryjnej jedynie homo-
loga DsbA (np. S. aureus); H) obecnoé¢ szlakow DsbAB i DsbLI(B2) oraz dodatkowej, kodowanej plazmidowo oksydoreduktazy SrgA
(np. S. enterica sv. Typhimurium).

biatka zdolnych do efektywnego wprowadzania most-
koéw disiarczkowych niezaleznie od obecnosci DsbA
i DsbB [34].

6. Podsumowanie

W komorkach E. coli mostki disiarczkowe wprowa-
dzane sg do struktury bialek w szlaku utleniania przez
system EcDsbA/EcDsbB. Monomeryczne, peryplazma-
tyczne EcDsbA jest gléwng oksydoreduktazg katali-
zujaca proces, a zakotwiczone w blonie komoérkowej
EcDsbB odpowiada za utrzymanie EcDsbA w aktywnej,
utlenionej formie. Prowadzone na przestrzeni ponad
dwudziestu lat badania pozwolity na szczegdtowe
poznanie funkcji, struktury i substratéw EcDsbA,
a $ciezka utleniania biatek funkcjonujaca w komorkach
E. coli przez dlugi czas uznawana byla za modelowa.
Wraz ze wzrostem liczby zsekwencjonowanych geno-
mow bakteryjnych zidentyfikowano ponad 300 bialek
homologicznych do EcDsbA, pochodzacych z réznych
mikroorganizméw. Analiza pordwnawcza dostepnych
struktur i funkcji tych bialek wykazata ogélne podo-
bienstwa pomiedzy nimi (obecnos¢ domeny TRX
z insercyjna a-helis3, motywu aktywnego CXXC
i petli cis-Pro), ale takze podkreslita zasadnicze réznice

(odmienny potencjal redoks, wlasciwosci powierzch-
niowe oraz rézna sekwencja aminokwasowa i specy-
ficznos¢ substratowa). Wykazano takze ogromng roz-
norodnos¢ szlakow utleniania bialek funkcjonujacych
w komorkach bakteryjnych. Udokumentowano: zwielo-
krotnienie liczby bialek DsbA; samodzielne funkcjono-
wanie DsbA, bez obecnosci partnera redoks; zastgpienie
dzialania DsbB przez homolog eukariotycznej reduktazy
epoksydowej VKOR; umiejscowienie genu kodujacego
DsbA na plazmidzie wirulencji; obecno$¢ dwoch par
enzymoéw dziatajacych w szlaku utleniania oraz odno-
towano przypadki dimerycznej budowy biatek DsbA.
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