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apocytochromu. 2.2. Transport i przytaczanie hemu do zredukowanego apocytochromu. 3. Podsumowanie

Cytochrome c biogenesis in prokaryotic cells - the role of Dsb proteins

Abstract: The bacterial proteins of the Dsb family catalyze the formation of disulfide bridges, a post-translational modification of many
extracytoplasmic proteins, leading to stabilization of their tertiary and quaternary structures. In Gram-negative bacteria this process takes
place in the periplasm whereas in Gram-positive bacteria it occurs in the analogous space between the cytoplasmic membrane and the
cell wall. In E. coli (Ec) the Dsb system operates in two partially coinciding metabolic pathways: the oxidation (DsbA and DsbB) and the
isomerization/reduction (DsbC and DsbD). In the highly oxidizing environment of the periplasm, there is also a need for selected proteins
to be kept in a reduced form. Assembly of c-type cytochromes, essential for energy metabolism, is a case of point. Two distinct different
systems for cytochrome-c maturation was found in bacteria: system I known as Ccm (cytochrome ¢ maturation) and system II known
as Ccs system (cytochrome c synthesis). They comprise two kind of proteins: those contributing to transport and reduction of disulfide
bond of CXXCH of apocytochrome ¢ and those involved in handling of heme and playing a role in its ligation to the apocytochrome.
The cytochrome ¢ maturation process requires ligation of heme to reduced thiols of the Cys-X-X-Cys-His motif of the apocytochrome.
Since DsbA, the main periplasmic dithiol-oxidase randomly introduces disulfide bonds into apocytochromes, bacterial evolved a special
redox system to revert these disulfides, in highly oxidizing environment, into reduced cysteine residues. Thiol-oxidoreductases, CcmG
proteins, previously designated as DsbE, play a key role in this process. Here we discuss the variety of two cytochrome c biogenesis systems
and discuss some of the current problems in understanding how the process works putting special emphasis on the recent achievements
concerning the process driving by CcmGs.

1. Dsb proteins. 2. Diversity of cytochrome ¢ biogenesis. 2.1 Transport and reduction of apocytochrome c. 2.2 Heme translocation and

ligation into reduced apocytochrome. 3. Conclusions
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1. Bialka Dsb (disulfide bond)

W komorkach bakterii Gram-ujemnych proces
wprowadzania wigzan disiarczkowych do bialek poza-
cytoplazmatycznych zachodzi w przestrzeni pery-
plazmatycznej, w ktorej panuja warunki utleniajace,
w poréwnaniu do redukujacego $rodowiska cytopla-
zmy. Przebieg reakcji jest katalizowany przez biatka
z rodziny Dsb (disulfide bond). Wigkszos¢ bialek Dsb
posiada zwdj tioredoksynowy, w ktérym zlokalizo-
wany jest aktywny katalitycznie motyw CXXC. Pro-
ces tworzenia mostkow disiarczkowych najdoktadniej
pod wzgledem genetycznym i biochemicznym zostat
scharakteryzowany w komorkach Escherichia coli.
Nizej przedstawiono podstawowe informacje dotyczace
funkcjonowania biatek Dsb w komérkach tego gatunku
bakterii. Szczegétowe informacje opisujace te procesy
czytelnik znajdzie w wy$mienitych pracach przeglado-
wych, ktdre ukazaly si¢ w ostatnich latach [15, 34, 56].

Jednak, nalezy podkresli¢, ze szybki postep w sekwen-
cjonowaniu bakteryjnych genoméw udokumentowatl
réznorodno$¢ systemow Dsb wystepujacych w komor-
kach bakteryjnych dotyczaca nie tylko wystepowania
i liczby specyficznych bialek Dsb ale takze ich struk-
tur trzeciorzedowych [19, 36, 52, 56]. Tak wigc, pro-
ces wprowadzania mostkow disiarczkowych do biatek
pozacytoplazmatycznych funkcjonujacy w komérkach
E. coli nie jest juz uznawany za modelowy dla innych
gatunkow bakterii.

Biatka Dsb dziatajg przewaznie w dwdch szlakach:
szlaku utleniania (DsbA, DsbB) oraz szlaku izomery-
zacji/redukcji (DsbC, DsbD), gdzie $ciezka utleniania
jest odpowiedzialna za tworzenie wigzan disiarczko-
wych pomiedzy resztami cystein w tancuchach poli-
peptydowych przetransportowanych do peryplazmy,
natomiast w $ciezce izomeryzacji/redukeji naprawiane
s3 bledy szlaku utleniania. Gléwna oksydoreduktaza
wprowadzajacg wigzania disiarczkowe do biatek pery-
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plazmatycznych jest monomeryczne, 21kDa, bialtko
DsbA. Posiada ono aktywny motyw CXXC (CPHC
w EcDsbA) umiejscowiony w zwoju tioredoksynowym
[53]. In vivo pomigdzy cysteinami motywu wystepuje
wigzanie kowalencyjne. W wyniku reakcji powstaje
stabilne wigzanie disiarczkowe w substracie, natomiast
dwie reszty cystein biatka DsbA znajduja si¢ w formie
zredukowanej [39]. Zeby DsbA moglo przeprowadzié
kolejny cykl reakcji musi zosta¢ ponownie utlenione.
Za ten proces odpowiedzialne jest 20kDa biatko
DsbB. DsbB sklada sie z czterech transbtonowych helis
(TM1-4) z dwiema petlami skierowanymi do pery-
plazmy (P1 i P2), kazda z petli posiada parg istotnych
dla funkcji biatka cystein. W P1 cysteiny tworzag motyw
CXXC natomiast w P2 - CX,,C, ktdry jest bezposrednio
zaangazowany w przekazywanie wigzania disiarczko-
wego do bialka DsbA. DsbB, w odrdznieniu od innych
bialek nalezacych do rodziny Dsb, nie posiada domeny
o strukturze trzeciorzedowej typowej dla tioredoksyny.
Z DsbB elektrony przekazywane s na ostateczne recep-
tory przez kompleksy biatkowe wchodzgce w sktad tan-
cucha oddechowego.

W bialtkach, ktore w sekwencji aminokwasowej
posiadaja wigcej niz jedna pare cystein istnieje mozli-
wos¢ blednego wprowadzenia wigzan disiarczkowych
przez DsbA, szczegélnie w przypadku kiedy mostki
tworzone s3 pomiedzy resztami tiolowymi cystein
niesgsiadujagcych ze sobg. Blednie wprowadzone wig-
zania disiarczkowe powodujg niewlasciwe zwiniecie
biatka, ktére moze zosta¢ zdegradowane przez proteazy
peryplazmatyczne lub ulec procesowi izomeryzacji. Za
rearanzacje wigzan disiarczkowych jest odpowiedzialne
biatko DsbC [58]. DsbC jest homodimerem, ztozonym
ze zwoju tioredoksynowego polozonego na C-koncu
biatka polgczonym a-helisg z N-koncowa domeng
dimeryzacyjng. Dwie polaczone podjednostki przy-
pominaja ksztalt litery V. Wnetrze tej struktury jest
utworzone przez aminokwasy hydrofobowe i stanowi
miejsce wigzania substratow [55]. W sekwencji amino-
kwasowej biatka znajdujq si¢ cztery cysteiny. Jedna para
tworzy wigzanie disiarczkowe, ktére ma istotne zna-
czenia dla stabilnosci struktury biatka [51], natomiast
pozostate dwie cysteiny tworza katalityczny motyw
CXXC (CGYC w komorkach E. coli) i wystepujg w nim
w stanie zredukowanym. Forma dimeryczna zabez-
piecza bialko przed utlenieniem aktywnego motywu
przez DsbB [5].

Homologiem biatka DsbC wystepujacym réwniez
w peryplazmie komoérek bakterii Gram-ujemnych
jest 26 kDa oksydoreduktaza DsbG. Tak jak DsbC jest
homodimerem przyjmujacym ksztalt litery V posiada-
jacym réwniez zwdj tioredoksynowy z motywem kata-
litycznym, ktorego cysteiny sg gtéwnie w formie zredu-
kowanej oraz domen¢ dimeryzacyjng. Depuydt M.
i wsp. wykazali, ze gléwna funkcja biatka DsbG jest
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ochrona protein zawierajacych pojedyncze cysteiny,
niezaangazowane w tworzenie wigzan disiarczkowych,
przed utlenieniem ich grupy tiolowej do kwaséw sulfe-
nowych (-SOH), w wyniku dzialania np. reaktywnych
form tlenu [14]. Kwasy sulfenowe sg wysoce reaktywne
i szybko ulegaja utlenieniu to kwaséw sulifinowych
(-SO,H) lub sulfonowych (-SO,H) [60]. Reakcje te s3
uwazane za nieodwracalne. DsbC, DsbG oraz wspo-
mniane nizej DsbE/CcmG wystepuja, pomimo utle-
niajacego $rodowiska przestrzeni peryplazamtycznej,
w formie zredukowanej. Mechanizmy odpowiedzialne
za utrzymanie ich w stanie zredukowanym opisano
w dalszej czesci pracy przegladowe;j.

W utleniajacych warunkach panujacych w cytopla-
zmie niektdre biatka musza by¢ utrzymywane w sta-
nie zredukowanym. Przykladem tego typu procesow
jest biogeneza cytochroméw typu ¢, proces w ktérym
zachodzi ligacja hemu do zredukowanego motywu
Cys-X-X-Cys-His apocytochromu [44, 71]. Za utrzy-
manie apocytochromu ¢ w formie zredukowanej odpo-
wiedzialne jest biatko Dsb nazwane poczatkowo DsbE
a obecnie CcmG (cytochrome ¢ maturation system). Pre-
zentowana praca przegladowa opisuje role biatek Dsb
w procesie dojrzewania cytochromu c.

2. Roznorodnos¢ procesu biogenezy cytochromow ¢
w komérkach bakteryjnych

Transport elektronéw w komorce zwigzany z pro-
cesem oddychania komdrkowego lub fotosyntezy jest
zalezny od cytochromoéw c, ktére w odrdznieniu od
innych typow cytochroméw posiadaja kowalencyjnie
przylaczony do tancucha polipeptydowego hem (jon
zelaza zwigzany z protoporfiryng IX). Hem wigze sie
kowalencyjnie przez wegiel grupy winylowej do reszt
tiolowych tancuchéw bocznych cystein motywu kata-
litycznego CXXCH apocytochromu ¢ dwoma wigza-
niami tioeterowymi. Wystepuja jednak wyjatki od
tego schematu jak w przypadku Trypanosoma, gdzie
do przylaczenia kofatora wymagane jest tylko jedno
wigzanie tioeterowe przez motyw AXXCH lub FXXCH
[4]. Réwniez u niektorych gatunkéw bakterii zaobser-
wowano wigzanie si¢ hemu do motywéw CXXXCH,
CXXXXCH, CX,,CH, CXXCK [33, 72]. Cytochromy
¢ wystepuja w formie rozpuszczalnej w peryplazmie
lub sg zakotwiczone w blonie wewnetrznej komorki
bakteryjnej, w tylakoidach chloroplastow oraz prze-
strzeni miedzyblonowej w mitochondriach. Do tej
pory poznano pi¢¢ roznych systemdw biogenezy cyto-
chromu c. System I funkcjonuje w komoérkach wielu
gatunkow bakterii Gram-ujemnych i mitochondriach
roélinnych, system II wystepuje w komorkach bak-
terii Gram-dodatnich, niektérych Gram-ujemnych
i chloroplastach, system III umozliwia dojrzewanie
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cytochromu ¢ w mitochondriach niero$linnych, sys-
tem IV jest specyficzny dla powstawania funkcjonal-
nego cytochromu b biorgcego udziat w procesie foto-
syntezy [45]. Najslabiej scharakteryzowany system V
wykryto w mitochondriach §widrowcéw [4].

System I znany jako system Ccm (cytochrome ¢
maturation) jest najbardziej ztozonym szlakiem przy-
laczania hemu do motywu CXXH w apocytochro-
mach. Odpowiada on za dojrzewanie cytochromu c
w komorkach bakterii Gram-ujemnych (a-, y- i czesci
B-proteobacteria), Archea oraz mitochondriach paso-
zytow i roélin. Uczestniczy w nim najczesciej 9-10 bia-
tek bfonowych - CcmA, CcmB, CemC, CemD, CemE,
CcmFE CcmG, CecmH, CcemlI oraz CcdA lub DsbD. Do
tej pory system ten najlepiej scharakteryzowany zostat
w komorkach E.coli. W warunkach tlenowych nie
obserwuje si¢ syntezy cytochroméw ¢ w komorkach
E. coli. W komorkach bakterii hodowanych w atmos-
ferze beztlenowej, niefermentacyjnej z dodatkiem osta-
tecznych akceptorow takich jak azotany, azotyny czy
N-tlenek trimetyloaminy nastepuje indukcja syntezy
pieciu roznych cytochroméw typu c [38]. Poza komor-
kami E. coli zostal on takze przebadany w komoérkach
miedzy innymi Bradyrhizobium japonicum, Pseudomo-
nas aeruginosa, Rhodobacter capsulatus.

Geny kodujace bialka systemu II, okreslanego
skrotem Ccs (cytochrome ¢ synthesis), mozna odna-
lez¢ w genomach bakterii Gram-dodatnich, sinic,
niektérych f-proteobacteria, a takze w genomach §-
i e-proteobacteria oraz w chloroplastach roslin. Badania
nad jego mechanizmem dzialania rozpoczely sie w poto-
wie lat dziewig¢édziesigtych XX wieku, kiedy zostal on
zidentyfikowany w wyniku analiz genetycznych Chlamy-
domonas [80] oraz bakterii Bacillus sp. [46, 69] i Borde-
tella sp. [43]. Szlak biogenezy cytochromu c z udzialem
systemu II jest bardziej rozpowszechniony w przyro-
dzie i prostszy od systemu I. Uczestniczg w nim cztery
(czasami tylko trzy) zwigzane z blonami biatka: CcdA
(cytochrome c deficiency) lub DsbD, ResA (respiration)
warunkujace redukcje apocytochromu i ResB (CcsB)
oraz ResC (CcsA) sktadniki syntetazy cytochromu c.

Systemy I i IT wystepujace w komoérkach organiz-
mow prokariotycznych maja organizacje modulowa.
W obu systemach funkcjonuja dwa elementy: zespot
biatek warunkujacy transport apocytochromu c i reduk-
cje jego cystein w peryplazmie i grupa biatek odpo-
wiedzialnych za transport hemu i jego polaczenie ze
zredukowanym apocytochromem c [68].

2.1. Transport i redukcja apocytochromu

Potranslacyjny transport apocytochroméw c¢ do
przestrzeni peryplazmatycznej jest zalezny od bialek
Sec [35, 76, 79]. Wiele badan wskazuje na tworzenie
wigzania disiarczkowego pomiedzy cysteinami motywu
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CXXCH bezposrednio po transporcie z cytoplazmy, co
najprawdopodobniej ma na celu ochrong biatka przed
przedwczesng degradacja [28]. Proces ten jest katali-
zowany przez bialka DsbA i DsbB [44]. Jednakze zeby
powstata funkcjonalna czasteczka holocytochromu ¢
grupy tiolowe cystein motywu katalitycznego apo-
cytochromu ¢ musza zosta¢ ponownie zredukowane.
Za proces redukcji bocznych cystein motywu CXXCH
odpowiedzialne sg zaréwno w systemie I jak i II biatka
CcmG, poczatkowo nazywane DsbE. Nomenklatura
dotyczaca tych bialek jest nieusystematyzowana, w roz-
nych mikroorganizmach homologii DsbE nazywane sa:
CcmG (E. coli), ResA (Bacillus subtilis), HelX (Rhodo-
bacter capsulatus), CcsX (Bordetella pertussis, Wolinella
succinogenes), CycY (B. japonicum), HP0377 (Helico-
bacter pylori).

Biatka CcmG odpowiedzialne za redukeje apocyto-
chromu ¢, proces umozliwiajacy dotaczenie hemu, sa
peryplazmatycznymi proteinami zakotwiczonymi w blo-
nie cytoplazmatycznej komorek bakteryjnych. W bada-
niach przeprowadzonych przez Hodsona i wsp.
udokumentowano Ze usunig¢cie sekwencji sygnalnej
warunkujacej zakotwiczenie ResA B. subtilis w blonie
cytoplazmatycznej obniza aktywnos¢ szlaku biogenezy
cytochromu ¢ [37], podobnie jak w przypadku jego
homologa w systemie I, biatka CemG E. coli [3].

Badania strukturalne. Do tej pory udalo si¢ roz-
wigza¢ strukture trzeciorzedowa w przypadku pieciu
biatek CemG: CemG B. japonicum [21] CemG E. coli
[59], ResA B. subtilis [13], CemG P. aeruginosa [18] oraz
Hp0377 H. pylori [81].

Rozwigzane struktury trzeciorzedowe bialek CemG
wykazaly, ze posiadaja one klasyczny zwoj tioredok-
synowy, skfadajacy sie z czterech B-kartek otoczonych
przez trzy a-helisy z dodatkowa B-spinka do wloséw
zlokalizowang na N-koncu biatka. W centralnym regio-
nie struktury znajduje si¢ dodatkowa helisa oraz petla,
ktére majg istotne znaczenie w specyficznym wigza-
niu apocytochroméw c. Usunigcie centralnego insertu
z EcCmG skutkowalo utratg funkeji biatka [21]. Druga
istotng cechg bialek CcmG jest kwasowy charakter
regionu otaczajacego centrum aktywne. O kwasowym
charakterze decydujg trzy aminokwasy — dwa kwasy
glutaminowe (Glu98 i Glul58 w BjCcmG) i kwas
asparaginowy (Asp97 w Bj CcmG), ktére sa konser-
wowane w wiekszosci, ale nie wszystkich CcmG. Reszty
kwasowe znajduja sie w odlegltosci 5-8 A od centrum
aktywnego. Wprowadzenie mutacji punktowych
(zamiana tych aminokwaséw na alaniny) skutkowato
obnizeniem poziomu holocytochromu ¢ w stosunku do
szczepow z dzika wersja CcmG. Biatko TIpA B. japo-
nicum tez biorace udzial w biogenezie cytochromu ¢
nie posiada kwasowego regionu otaczajgcego centrum
aktywne i w strukturze jego centralny insert nie two-
rzy charakterystycznego zaglebienia. Te cechy struktu-
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ralne skutkuja szersza specyficznoscig substratowg [20].
CcmG jak inne tiolowo-disulfidowe oksydoreduktazy
posiadaja zlokalizowany w obrebie zwoju tioredoksy-
nowego, na N-koncu pierwszej helisy, aktywny motyw
CXXC, decydujacy o wlasciwosciach fizyko-chemicz-
nych i aktywnosci tych tiolowych reduktaz. Fabia-
nek i wsp. wykazali, Ze zamiana cystein na seryne
w motywie katalitycznym bialka EcCcmG nie ma
wplywu na stabilnos¢ samego biatka, natomiast zaob-
serwowano znaczgce obnizenie aktywnosci biogenezy
cytochromu [23]. Obserwacje te poczyniono réwniez
w przypadku biatka ResA B. subtilis. Zamiana cystein
na alaniny prowadzi do braku wytwarzania cytochro-
mow ¢ przez komorki bakteryjne, co potwierdza udziat
motywu w redukgji wigzan disiarczkowych [37]. Dipep-
tydy wystepujace pomiedzy dwoma cysteinami motywu
CXXC nie sg wsérdd biatek CcmG konserwowane,
w przeciwienstwie do tiolowo-disulfidowych oksydaz,
gdzie gléwnie wystepuje motyw CPHC [36]. W struktu-
rze trzeciorzedowej Ccm@G, w poblizu motywu CXXC,
wystepuje charakterystyczna dla bialek nalezacych do
nadrodziny tioredoksyn cis-prolina. W komorkach
B. subtilis, w ktorych cis-proline ResA zastapiono seryna
obserwowano obnizong produkcje cytochromu c o0 80%
w stosunku do szczepu dzikiego. Zaobserwowano, ze
tak zmienione biatko wykazywalo znacznie nizszg sta-
bilnos¢ co sugeruje udziat proliny w procesie stabilizacji
struktury ResA [37]. W przypadku EcCcmG zamiana
proliny na alanine nie wplyneta na ogélng strukture
biatka, cho¢ zmieniala jego wtasciwosci redoks. Praw-
dopodobnie cis-prolina pomaga w stabilizacji motywu
katalitycznego poprzez tworzenie rozlegltych wigzan
van der Waalsa z disiarczkami i tworzenie wigzan
wodorowych z treoning motywu CXXC. Dodatkowo
taka konfiguracja umozliwia tworzenie sgsiadujacym
aminokwasom (Ala143) wigzan wodorowych z DsbD,
odpowiedzialnym za redukcje EcCemG [59].
Rozwigzanie struktury trzeciorzedowe biatka ResA
w formie zredukowanej i utlenionej przy uzyciu rent-
genowskiej analizy strukturalnej i spektroskopii NMR
oraz analizy wigzania modelowego peptydu przypomi-
najacego utleniong forme apocytochromu ¢ pozwolity
na zaproponowanie modelu funkcjonowania bialka.
Wykazano, ze proteina podlega znaczgcym zmia-
nom konformacyjnym w zaleznosci od stanu redoks.
Zredukowanie wigzania disiarczkowego pomiedzy
Cys73 1 Cys76 doprowadza do zwigkszenia odlegtosci
pomiedzy atomami siarki i licznych dalszych zmian
konformacyjnych. W konsekwencji jedynie w stanie
zredukowanym dochodzi do wytworzenia zaglebienia
ztozonego z wielu hydrofobowych i polarnych reszt
aminokwasowych i zmianie ulega tadunek powierzchni
biatka. W stanie utlenionym powierzchnia bialka
w okolicy motywu aktywnego jest hydrofobowa a w sta-
nie zredukowanym po otwarciu zagtebienia raczej zasa-
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dowa. Zaproponowany model zaklada, ze polaczenie
apocytochromu c z ResA doprowadza do zmian kon-
formacyjnych a Glu80 jest aminokwasem reagujacym
z His motywu CXXCH apocytochromu C (tzw. klips
histydynowy), decydujacym o specyficznosci substra-
towej. Kwas glutaminowy w tej pozycji jest silnie kon-
serwowany wérdd reduktaz pozacytoplazmatycznych
w przeciwienstwie do tych zlokalizowanych w cyto-
plazmie. Reszta aminokwaséw wyscielajacych hydro-
fobowe zagtebienie warunkuje wigzanie substratu [11,
13]. Autorzy sugeruja, ze zmiany strukturalne zacho-
dzace w ResA moga mie¢ takze miejsce w przypadku
innych reduktaz tiolowych zaangazowanych w dojrze-
waniu cytochromu ¢, co wynika z konserwatywnosci
reszt aminokwasowych zaangazowanych w zalezne od
stanu redoks zmiany konformacyjne oraz podobien-
stwa odpowiednich fragmentéw struktur pomiedzy
ResA a niektérymi CcmG w formie utlenionej. Ten
region struktur jest odmienny w bialkach EcDsbA czy
EcDsbC bedacych odpowiednio oksydazg i izomeraza
[13]. Rozwigzanie struktur formy zredukowanej i utle-
nionej HP0377 nie wykazalo znaczacych réznic pomie-
dzy nimi. Dodatkowo ani aminokwasy odpowiedzialne
za zmiany konformacyjne w ResA (Asn, Pro, Glu, Pro,
Gly i Thr) ani te wytypowane jako odpowiedzialne
za kwasowe otoczenie aktywnego miejsca niektorych
CemG [21] nie sg catkowicie konserwowane w HP0377.
Niektdre cechy HP0377, takie jak sktad aminokwasowy
centrum aktywnego, mogg sugerowac role tego biatka
w procesach izomeryzacji wigzan disiarczkowych.
W biatku EcDsbC (izomeraza) istotng role decydu-
jaca o jego aktywnosci odgrywa arginina zlokalizo-
wana niedaleko centrum katalicznego. Jest ona takze
obecna w HP0377 (Arg68). Analiza wlasciwosci fizy-
kochemicznych HP0377, w ktérym arginine zastgpiono
alaning nie wykazala wplywu tego aminokwasu ani na
wiaéciwosci redoks ani na stabilno$¢ HP0377 [81].

Wilasciwosci biochemiczne bialek CcmG. Jednym
z czgsto stosowanych testow okreslajacych aktywnos¢
bialek jako oksydoreduktaz jest test insulinowy, mie-
rzacy zdolno$¢ biatka do katalizowania redukcji wia-
zania disiarczkowego pomiedzy dwoma tancuchami
insuliny w obecnosci DTT.

Oksydoreduktazy funkcjonujace jako reduktazy
takie jak np. tioredoksyna czy biatko EcDsbC wyka-
zuja w tym tescie wysoka aktywnos¢ a oksydoreduk-
tazy bedace oksydazami jak np. EcDsbA $redni poziom
aktywnosci [61]. Wiszystkie przebadane pod tym katem
biatka CcmG (CycY/CemG B. japonicum, CemG E. coli,
ResA B. subtilis, HP0377 H. pylori) wykazujag w tym
tescie stabg aktywnos¢ [24, 49, 50, 81], pomimo ze
biora udzial w reakcji redukcji wigzania disiarczko-
wego. Wigze si¢ to najprawdopodobniej z ich waska
specyficznoscia substratowa i aktywnoscia przewaznie
jedynie wzgledem apocytochromu c.
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Potencjal redoks tiolowych oksydoreduktaz jest
zréznicowany. Generalnie mozna je zaliczy¢ do trzech
grup: bialek o wysokim (okoto 100mV), $rednim
(110-190mV) i niskim (ponad 200 mV) potencjale
redoks. Kazdy z tych typéw oksydoreduktaz charakte-
ryzuje si¢ okreslong funkcjg i lokalizacjg komérkowa.
Biatka o niskim potencjale redoks to gléwnie cytoplaz-
matyczne tioredoksyny odpowiedzialne za utrzymanie
cystein w stanie zredukowanym, te o $rednim poten-
cjale redoks to izomerazy odpowiedzialne za rearan-
zacje niewlasciwie wprowadzonych wigzan disiarczko-
wych, a oksydoreduktazy o wysokim potencjale redoks
to peryplazmatyczne oksydazy wprowadzajace wigzania
disiarczkowe. Potencjal redoks biatek CcmG jest sto-
sunkowo zréznicowany. Standardowy potencjat redoks
biatka CcmG P aeruginosa wynosi -213mV [18],
HP0377 -176 mV [81], CcmG E. coli =178 mV [59].
Bialko CycY B.japonicum posiada potencjat redoks
-217mV [24] natomiast najnizszy potencjal redoks
ma ResA (-256 mV) [49]. Takie warto$ci potencjalow
redoks sugeruja, ze biatka CcmG dzialajg jako $rednie
lub silne reduktory w biogenezie cytochromu c.

Istotng cechg bialek Dsb jest wartos¢ pK_ reaktyw-
nej cysteiny motywu CXXC determinujgca aktywnos¢
biatka w reakcji wymiany wigzan disiarczkowych.
Oksydoreduktazy sg aktywne w reakcjach wprowa-
dzania mostkéw disiarczkowych, gdy pierwsza nukle-
ofilowa, cysteina motywu CXXC wystepuje w formie
anionu tiolowego. Poziom jonizacji tej cysteiny okresla
warto$¢ pK wskazujgca w jakim pH cysteina wyste-
puje w rownowadze w formie uprotonowanej i w for-
mie anionu tiolowego. Udokumentowano $cisly zwia-
zek pomiedzy warto$ciami pK_ a potencjatem redoks
biatka — im nizsza warto$¢ pK, N-terminalnej cyste-
iny tym wyzszy potencjal redukcyjny [49]. W przy-
padku CcmG P, aeruginosa dla N-terminalnej cysteiny
motywu CXXC wartos¢ pK_ wynosi 6,13 +/-0,05 za$
dla C- terminalnej 10,5+/-0,07 [18]. Wartosci te sa
zgodne z warto$ciami mierzonymi dla tioredoksyn,
gdzie N-terminalna cysteina motywu CXXC ma pK,
bliskie 7,0 natomiast C-terminalna znacznie wyzsze.
Duze réznice pomiedzy warto$ciami pK s3 istotne,
poniewaz pozwalaja N-terminalnej cysteinie na nukle-
ofilowy atak na mostek disiarczkowy, podczas gdy
C-terminalna cysteina zaangazowana jest w rozdzie-
lenie powstalej struktury [77]. Wyjatek stanowi biatko
ResA - obie cysteiny motywu katalitycznego posiadaja
wysokie wartosci pK, (powyzej 8,0), ktdre roznig sig
jedynie o okoto 0,5 jednostki pH. Réznice te mogg by¢
uwarunkowane réznicami aminokwasowymi dipeptydu
znajdujacego si¢ wewnatrz motywu katalitycznego.
Zamiana kwasu glutaminowego na glutaming w moty-
wie CXXC ResA powodowala spadek wartosci pK,
o 1 jednostke pH, natomiast zamiana na proline skutko-
wala spadkiem o 2,5 jednostki [49]. Zamiana motywu

PAULA ROSZCZENKO, MAGDALENA GRZESZCZUK, ELZBIETA KATARZYNA JAGUSZTYN-KRYNICKA

tioredoksyny E. coli CGPC na CPHC spowodowatla
spadek wartosci pK,z 7,1 do 6,1, natomiast zamiana
motywu CPHC biatka DsbA na CGPC skutkowata
wzrostem warto$ci pK, o prawie trzy jednostki [13].
Pod tym wzgledem biatko Hp0377 zachowuje si¢ niety-
powo. Wstepne doswiadczenia okreslenia pK nukleofi-
lowej cysteiny motywu CSYC biatka HP0377 wykazaly,
ze wynosi ona 3,49 , co jest zblizone do wartosci pK,
oksydazy EcDsbA, a jest raczej nietypowe dla biatek
CcmG. Tak duze roznice mogg sugerowac, ze HP0377
jest biatkiem posiadajgcym szerszy zakres substratow
niz inne CcmG [81].

Rola bialek Dsb szlaku utleniania. Wpltyw bialek
DsbA i DsbB lub ich homologéw na proces dojrzewa-
nia cytochroméw analizowano w komoérkach kilku
gatunkow bakterii monitorujac poziom cytochromu ¢
w odpowiednich mutantach. Wyniki eksperymentéw
sa kontrowersyjne. W wiekszosci przeprowadzonych
analiz obserwowano obnizony poziom cytochromu ¢
w komorkach z unieczynnionymi genami szlaku utle-
niania Dsb [57, 65, 78]. Dane eksperymentalne pozwo-
lity na sformulowanie hipotezy, ze proces utleniania
apocytochromu ¢ po jego transporcie do peryplazmy
jest etapem poprzedzajacym jego redukcje przez CemG.
Jednak ostatnio opublikowane dane wskazuja na rézny
przebieg tego procesu w zaleznos$ci od warunkdéw
srodowiskowych czy badanego gatunku mikroorga-
nizmu. I tak np. w komoérkach R. capsulatus brak pro-
duktéw gendw szlaku utleniania Dsb rekompensuje
uszkodzenia szlaku redukcji apocytochromu ¢ [17].
Podobnie wyniki eksperymentow przedstawione przez
Mavridou iwsp. sugerujg, ze w komdrkach E. coli
dojrzewanie apocytochromu ¢ moze zachodzi¢ takze
bez udziatu produktow gendw dsbA, ccmG i dsbD [54].

Podobnie w systemie II redukcja apocytochromu ¢
nie jest konieczna gdy unieczynniony zostanie szlak
wprowadzania wigzan disiarczkowych [22]. ResA
(CemG B. subtilis) redukuje mostek disiarczkowy utwo-
rzony pomiedzy cysteinami w motywie CXXCH apocy-
tochromu ¢ przed zwigzaniem si¢ do niego hemu. Pro-
ces wigzania kofaktora jest katalizowany przez biatko
ResB i/lub ResC. Mozliwe, ze wystepuje specyficzne
oddzialywanie pomiedzy biatkami ResA i ResB i/lub
ResC, co potencjalnie moze umozliwia¢ przylaczenie
do zredukowanego apocytochromu ¢ hemu, a nie jego
utlenienie [37].

Redukgcja biatek CcmG. CcmG oraz opisane wyzej
DsbC i DsbG wystepuja, pomimo utleniajacego $ro-
dowiska przestrzeni peryplazamtycznej, w formie
zredukowanej. Za utrzymanie ich w tym stanie odpo-
wiedzialne jest przewaznie biatko DsbD. DsbD sktada
sie z trzech domen: dwie peryplazmatyczne domeny:
N-konicowa o strukturze immunoglobuliny (DsbDa)
oraz C-koncowa zawierajaca zwdj tioredoksynowy
(DsbDy), ktdre sa polaczone hydrofobowa centralng
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domeng transbfonowg (DsbDp). Kazda z nich zawiera
aktywna w reakcjach redoks pare cystein, niezbedng do
prawidlowego funkcjonowania biatka [74]. Transport
elektronow przez blone wewnetrzna z udzialem biatka
DsbD odbywa sie poprzez szereg reakcji wymiany wia-
zan disiarczkowych. Proces zaczyna si¢ wraz z reduk-
cja wigzania disiarczkowego w domenie transbtono-
wej DsbD przez cytoplazmatyczng tioredoksyne-1.
Elektrony sa przekazywane ze zredukowanych reszt
cystein DsbDp na pare cystein zlokalizowang w moty-
wie CXXC domeny Dsby [40]. Dwie cysteiny zlokalizo-
wane w domenie DsbD{3 musza by¢ dostepne zaréwno
dla tioredoksyny znajdujacej si¢ w cytoplazmie jaki
i domeny DsbDy znajdujacej si¢ po peryplazmtycznej
stronie blony wewnetrznej. Ch o S. H.iwsp. w oparciu
o wyniki eksperymentalne zaproponowali, ze DsbD3
przyjmuje strukture klepsydry [6, 7, 9]. Z DsbDy elek-
trony przekazywane s dalej na domene DsbDa, i za jej
posrednictwem redukowane sg substraty DsbD, DsbC,
DsbG i CemG [12, 31, 75].

Homologi DsbD znajdowane s3 w komoérkach
wielu gatunkach bakterii, w proteomach niektérych
m.in. R. capsulatus [16] czy B. subtilis [70] funkcjonuje
biatko CcdA, ktdre jest skrocong wersja DsbD, wykazu-
jaca podobienstwo tylko do jego hydrofobowej domeny
transmembranowej, o ograniczonej specyficznosci
w poréwnaniu z DsbD, bioragce migdzy innymi udziat
w redukeji niektérych homologéw CcmG zardéwno
systemu I jak i I [41]. Badania struktur ResA i wlasci-
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wosci fizykochemicznych proteiny in vitro, sugeruja,
ze oddzialywanie ResA B.subtilis z CcdA jest raczej
niespecyficzne. Dodatkowo wykazano, ze ResA bie-
rze takze udzial w biogenezie StoA, biatka plaszcza
spor [11]. Cho S.H. i wsp. zidentyfikowali ostatnio
kolejny funkcjonalny odpowiednik DsbD, do tej pory
nieopisane bialko ScsB (suppression of cooper sensiti-
vity), ktore moze zastepowal lub uzupelniaé aktyw-
nos$¢ DsbD w szlaku izomeryzacji/redukcji. Bierze ono
udzial w procesie redukcji nadtlenkéw zachodzacym
w ostonach komérkowych [8]. Biatka DsbD i CcdA sa
waznym elementem procesu biogenezy cytochromow
¢, rola ScsB w tym procesie nie byla badana.

Rysunek 1 przedstawia mechanizm mechanizm
transportu i redukeji apocytochromu ¢ w systemie I
i IT biogenezy cytochromu c.

2.2. Transport i przylaczanie hemu
do zredukowanego apocytochromu

System I. W procesie translokacji hemu przez
blone wewnetrzng bakterii Gram-ujemnych oraz jego
przygotowanie do zwigzania si¢ z apocytochromem
c bierze udzial siedem bialek Ccm - CcmA, CcmB,
CcmC, CcmD, CemE, CemE, CemH, bedacych bial-
kami blony cytoplazmatycznej o zréznicowanej liczbie
domen transbtonowych (TM). Proces ten obejmuje
dwa etapy: zwigzanie hemu z biatkiem CcmE (holoC-
cmE), uwolnienie go z kompleksu transportujacego
(CcmABCD) a nastepnie transport hemu z HoloC-
cmE na zredukowany apocytochrom c¢ z udzialem
kompleksu CcmFH [66]. Przeprowadzone w ostatnich
latach liczne badania zaréwno in vitro jak i in vivo
dotyczace interakcji pomiedzy biatkami Ccm pozwo-
lity opracowa¢ schemat transportu hemu i jego facze-
nia ze zredukowanym apocytochromem. Centralnym
skladnikiem systemu Ccm wydaje si¢ by¢ biatko CcmeE,
uznawane za bialko opiekuncze kofaktora i stanowigce
w komorce rezerwuar hemu. Hem wigze si¢ kowalen-
cyjnie przez atom B-wegla grupy winylowej z atomem
azotu znajdujgcego si¢ w taicuchu bocznym konser-
wowanej histydyny motywu bialka CcmE [47, 73].
Kowalencyjne wigzanie hemu do CcmE (wytworzenie
holoCcmE) wymaga aktywnosci CemC i CemD [2, 63].
Biatka CcmA i CcmB nalezg do rodziny transporteréw
ABC. Przez dlugi czas uwazano, ze s3 one zaangazo-
wane w proces transportu hemu do przestrzeni perypla-
zmatycznej. Utrata aktywnos$ci ATPazy przez CcmA nie
miala jednak wpltywu na wigzanie si¢ hemu do CcmE
w peryplazmie, cho¢ aktywna forma cytochromu c
w takich warunkach nie powstawata [10]. Z przeprowa-
dzonych licznych badan wywnioskowano, ze rola biatek
CcmA i CcmB nie jest transport hemu, lecz uwolnienie
HoloCcmE z kompleksu z CemCD i jego transfer do
miejsca tworzenia cytochromu c - kompleksu CcmFH
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[26, 62, 67]. Badania immunobiochemiczne wskazuja
na oddzialywanie biatek CcmA, CcmB, CemC i CemD
[30], co moze sugerowac ze w okreslonych warunkach
wszystkie tworzg kompleks transportera ABC, jednak
jego rola nie jest jak dotad szczegdtowo wyjasniona.
Na etapie kontaktu HoloCcmE z CcmFH ma prawdo-
podobnie miejsce redukcja hemu (Fe*? do Fe**). CcmF
petni w komorce podwdjng funkeje: reduktazy holoC-
cmE i syntetazy cytochromu ¢ (kompleks CcmFH) [64].

System II. W systemie II aktywno$¢ heterodime-
rycznego kompleksu dwdch biatek btonowych CscA
(ResC) i CcsB (ResB) zapewnia zaréwno transport
hemu przez blone cytoplazmatyczng, rozpoznanie
apocytochromu ze zredukowanymi grupami tiolowymi
jak i ligacje hemu z apocytochromem. Ten kompleks
spelnia podobng funkcje jak zestaw siedmiu biatek
Ccm systemu 1. Geny resB i resC B. subtilis tworza
wspdlng jednostke transkrypcyjnag, ale syntetyzowane
s3 jako dwa samodzielne fancuchy polipeptydowe. CcsB
i CcsA B. pertussis tworzg trwaly kompleks, a biatko
CcsB jest degradowane przy braku funkcjonalnego
CcsA [25]. Natomiast w komoérkach Chlamydomonas
zmutowanych w genie ccsB produkcja CcsA jest nie-
mozliwa [80]. W przypadku niektérych przedstawicieli
e-proteobacteria (H. pylori, H. hepaticus, W. succinoge-
nes) oraz niektérych Bacteroides CcsA 1 CcsB stanowia
czesto, cho¢ nie zawsze (zaleznie od szczepu) fuzyjne
biatko [27, 42].

W komoérkach B. subtilis biatko ResB (CcsB) o wiel-
kosci 62 kDa wigze kowalencyjnie hem prawdopodob-
nie przez grupe tiolowa Cys138 [1]. W ten proces nie sa
zaangazowane biatka ResA (Ccm@G) i ResC, cho¢ biatko
ResC (CcsA) rowniez ma zdolno$¢ wigzania hemu,
najprawdopodobniej przez domeng WWD (sekwen-
cja konsensusowa WGXXWXWD, gdzie X moze by¢
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kazdym aminokwasem z wyjatkiem tryptofanu. Ten
sam motyw zawierajg biatka CcmC i CemF systemu I
biogenezy cytochromu c. Hem jest wigzany przez ResC
(CcsA) przez dwie konserwowane histydyny otacza-
jace domene WWD ([32, 67]. Takze histydyny obecne
w fuzyjnym biatku CcsAB H. hepaticus s3 niezbedne
w procesie biogenezy cytochromu c [27]. Bialka bio-
ragce udzial w biogenezie cytochromu zawierajace
motyw WWD z konserwowanymi histydynami zwane
s3 »,heme-handling proteins” [48]. Nie wyjasniono jak
dotad jaki jest mechanizm przekazania hemu z cyto-
plazmy na biatka blonowe systemu II. Nie wiadomo jak
dochodzi do ostatniego etapu biogenezy cytochromu ¢
czyli rozpoznaniu i ligacji hemu ze zredukowanym
przez CcmG apocytochromem.

Wigkszos¢ eksperymentéw majacych na celu wyjas-
nienie funkcjonowania biatek ResB i ResC przeprowa-
dzano analizujac ich aktywnos¢ w komoérkach E. coli.
Ekspresja biatek ResB i ResC B. subtilis oraz CcsA i CcsB
B. pertussis w komorkach E. coli z unieczynnionym ope-
ronem ccmA-H nie przywraca syntezy cytochromu c [1,
26]. W komérkach E. coli ResB pochodzgce z B. subtilis
wykrywane jest co prawda jako bialko wigzace hem,
ale w krotszej 27 kDa formie, bez C-koncowego frag-
mentu, co prawdopodobnie uniemozliwia jego prawi-
dlowe funkcjonowanie. Dodatkowo w badaniach prze-
prowadzonych przez Goddard iwsp. wykazano, ze
produkt genu ycf5 (biatko ResBC odpowiedzialne za
transport hemu i ligacje ze zredukowang forma acyto-
chromu c) H. pylori w komérkach E. coli z usunietym
operonem zawierajagcym geny ccm systemu I, moze
przywrdci¢ proces biogenezy funkcjonalnych cytochro-
mow c (analizowano proces dojrzewania cytochromu ¢
Paracoccus denitrificans). Poniewaz szczep gospoda-
rza nie kodowat biatek odpowiedzialnych zaréwno za
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transport hemu jak i redukcje apocytochromu wnio-
skowano, ze proces redukcji cytochromu nie jest nie-
zbedny do jego dojrzewania a bialko ResBC zastepuje
brakujace elementy systemu Ccm gospodarza. Jednak
do podléz, na ktérych hodowane byty bakterie, doda-
wano czynnik redukujacy 2-merkaptoetanosulfonian
(MESA), ktory mogl pelni¢ funkcje nieobecnej reduk-
tazy apocytochromu c [29]. Réwniez kompleks biatek
CcmFH (systemu I) we wspdtpracy z CemG jest w sta-
nie w odpowiednio zmienionych warunkach zapewni¢
biogeneze cytochromu ¢ podobnie jak biatka CcsAB
systemu II [67].

Rysunek 2 przedstawia mechanizm transportu hemu
ijego ligacji ze zredukowanym apocytochromem funk-
cjonujacy w systemie I'i II.

3. Podsumowanie

Dwa systemy biogenezy cytochroméw funkcjonu-
jace w komorkach prokariotycznych obejmujg dwa, lub
przez niektorych autoréw wyrdzniane trzy, moduly.
Pomimo wielu podobienstw istnieje wiele réznic w ich
funkcjonowaniu dotyczacych gltéwnie etapu trans-
portu i ligacji hemu do zredukowanego cytochromu c.
W obu systemach kluczows role odgrywaja reduktazy
Dsb odpowiedzialne za redukcje apocytochromu c
w warunkach utleniajach. Rozwigzanie struktur kilku
biatek CcmG zardéwno systemu I jak i II oraz wiele
badan ich wtasciwosci fizykochemicznych pozwolilo,
cho¢ czesciowo, opisa¢ mechanizm ich dziatania. Nadal
pozostaje jednak do wyjasnienia czy jeden mechanizm
opisany dokladnie dla ResA B.subtilis funkcjonuje
w komorkach innych gatunkéw bakterii. Wyjasniono
mechanizm reredukcji CcmG przez blonowe biatko
DsbD, ale mechanizm oddzialtywania CcmG z jego
skréconym homologiem CcdA jest calkowicie niezro-
zumialy. Prowadzone ostatnio badania udokumento-
waly, ze tylko pewna ilo$¢ apocytochromu c ulega utle-
nieniu przez tiolowe oksydazy. Jakie czynniki decyduja
o tym procesie jest nadal niejasne.
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