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Strategies for the analysis of thioloxidorductases

Abstract: Bacterial Dsb (disulfide bond) enzymes are involved in the oxidative folding of many proteins, through the formation of disulfide
bonds between thiol groups of cysteine residues. This process is critical for the correct folding and structural stability of many secreted
and membrane proteins. The rapidly expanding number of sequenced bacterial genomes has revealed the enormous diversity among
bacterial Dsb systems. While the Escherichia coli oxidative protein folding has been studied in great details, the mechanism of the Dsb
systems functioning in other bacteria are rather poorly understood. Herein, we present the current methodology, both in vivo and in vitro
experimental techniques, which allow us to understand the functioning of the Dsb proteins and has broaden our knowledge in the field
of biochemistry and microbiology of this posttranslational protein modification. Many bacterial virulence factors are extracytoplasmic
Dsb-dependent proteins. Thus, this system plays an important role in bacterial pathogenesis and the proteins of the Dsb network represent
possible targets for new drugs.
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1. Wprowadzenie

Potranslacyjne modyfikacje bialek sg istotnym pro-
cesem biologicznym, decydujacym o strukturze i stabil-
nosci, a w konsekwencji o funkcjonalnosci wielu protein.
Jedna z najpospolitszych modyfikacji jest wprowadzanie
mostkow disiarczkowych, polegajace na utlenianiu grup
tiolowych cystein, z jednoczesnym uwolnieniem dwdch
elektronéw. W komdrkach bakterii Gram-ujemnych
proces ten zachodzi w utleniajacych warunkach panu-
jacych w przestrzeni peryplazmatycznej. Generowanie
mostkow disiarczkowych jest etapem ograniczajacym
szybko$¢ faldowania bialek. Chociaz in vitro zachodzi
on spontanicznie, in vivo katalizowany jest przez zesp6t
biatek Dsb (disulfide bond). Badania prowadzone od
ponad 20 lat zaowocowaly szczegotows charakterystyka
systemu Dsb modelowego mikroorganizmu, Escherichia
coli K-12. W komérkach E. coli K-12 bialka Dsb dzia-
taja w dwdch szlakach: utleniania (EcDsbA, EcDsbB)
i izomeryzacji/redukcji (EcDsbC i EcDsbD). W szlaku
utleniania pomig¢dzy resztami cystein w biatkach two-
rzone s3 wigzania disiarczkowe, natomiast w szlaku
izomeryzacji/redukcji — naprawiane sa bledy szlaku

utleniania. Monomeryczne, peryplazmatyczne biatko
EcDsbA, ktérego struktura zawiera charakterystyczna
dla oksydoreduktaz tiolowosiarczkowych domeng tio-
redoksyny (TRX), katalizuje powstanie wigzania pomie-
dzy grupami tiolowymi cystein innych bialek, zaraz
po, lub czasami w trakcie, ich transportu przez blone
cytoplazmatyczng do peryplazmy. Kluczowe znaczenie
dla funkgji tego enzymu ma zlokalizowany w dome-
nie TRX motyw aktywny CXXC oraz aminokwasowa
reszta cis-proliny, odlegla w strukturze pierwszorzedo-
wej, lecz sgsiadujaca z motywem CXXC w strukturze
trzeciorzedowej. Cysteiny motywu katalitycznego DsbA
ulegaja jednoczesnie redukcji. Aby bialko DsbA moglo
przeprowadzi¢ kolejny cykl reakeji, musi ono zostaé
ponownie utlenione. Za reoksydacje enzymu EcDsbA
odpowiedzialne jest EcDsbB (20 kDa), integralne biatko
blony cytoplazmatycznej, ktére zawiera cztery trans-
blonowe a-helisy (TM1-TM4) oraz dwie petle pery-
plazmatyczne (P1, P2). W kazdej z petli tworzony jest
mostek disiarczkowy. Z DsbB elektrony przekazywane
s3 na ostateczne receptory przez kompleksy biatkowe
wchodzace w sklad tanicucha oddechowego. W bialkach,
ktore w sekwencji aminokwasowej posiadaja wigcej niz

* Autor korespondencyjny: Zaklad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski, ul. Miecz-

nikowa 1, 02-096 Warszawa; e-mail: kjkryn@biol.uw.edu.pl



STRATEGIE BADAN TIOLOWYCH OKSYDOREDUKTAZ

dwie cysteiny istnieje mozliwo$¢ blednego wprowadze-
nia wigzan disiarczkowych, szczegélnie w przypadku
kiedy do prawidtowego funkcjonowania biatka wyma-
gane jest polaczenie mostkiem reszt tiolowych cystein
niesgsiadujacych ze sobg. W komorkach E. coli K-12
nieprawidtowo wprowadzone wigzania sg naprawiane
przy udziale EcDsbC - izomerazy mostkéw disiarczko-
wych. Monomer EcDsbC (23 kDa) posiada C-koncowsa
domeng tioredoksyny z motywem CXXC oraz N-kon-
cowyg domene¢ dimeryzacyjna, warunkujaca przyjecie
przez ten enzym struktury V-ksztaltnego homodimeru.
Niezbednych do przeprowadzenia reakgji izomeryzacji
elektronéw dostarcza zakotwiczone w btonie wewnetrz-
nej, tréjdomenowe biatko EcDsbD, ktore transportuje
je z cytoplazmatycznej tioredoksyny. Funkcjonowanie
tych proceséw zostalo doktadnie opisane w kilku pra-
cach przegladowych [3, 10, 45, 57].

W ostatnich latach udokumentowano, ze systemy
Dsb, funkcjonujace w komoérkach prokariota, charak-
teryzuja sie olbrzymia réznorodnoscig zaréwno pod
wzgledem liczby biatek Dsb, ich struktur, jak i wzajem-
nych interakeji. Wiele bakteryjnych genoméw koduje
kilka bialek DsbA o roznej specyficznosci substratowej,
wspolpracujacych z jednym lub kilkoma homologami
EcDsbB [22]. W komorkach innych brak jest DsbB,
a jego funkcje petni homolog eukariotycznego biatka
- reduktazy epitlenku witaminy K (VKOR-vitamin K
epoxide reductase) lub paralog DsbB, bialko DsblI o nie-
typowej strukturze. N-koncowy fragment Dsbl, zawiera-
jacy pie¢ domen transblonowych, przypomina klasyczne
DsbB, podczas gdy C-koncowa domena zlokalizowana
w peryplazmie przybiera strukture B-propelera [16, 39,
63]. Chociaz wigkszo$¢ opisanych jak dotad homologdw
EcDsbA to biatka monomeryczne, funkcje generowa-
nia mostkow disiarczkowych w proteomach niektorych
gatunkéw mikroorganizmoéw pelnig biatka dimeryczne,
o strukturach podobnych do izomerazy EcDsbC [9, 35,
52]. Wyjatkowo rozbudowany system Dsb wystepuje
w komorkach Legionella pneumophila, gdzie funk-
cjonujg dwa biatka DsbA, dwa DsbB, dwa DsbD przy
jednoczesnym braku DsbC [34-35]. Z drugiej strony,
w komorkach Helicobacter pylori brak jest klasycznych
bialek DsbA/DsbB oraz DsbC/DsbD, a ich funkcje
przejmuja dwie nietypowe oksydoreduktazy HP0231
i HP0377 [4, 53]. Obserwowana réznorodnos¢ dotyczy
tez bialek z nadrodziny DsbD transportujacych elek-
trony niezbedne do procesu redukcji niektérych bialek
Dsb, miedzy innymi DsbC. Opisano, jak dotad, trzy
membranowe biatka zaangazowane w ten proces: DsbD,
ScsB i CedA [6-7, 32, 60]. Wiele przyktadéw réznorod-
nosci systeméw Dsb podano w pracach przegladowych
do ktdrych odsylamy czytelnika [20, 22, 38].

Stale rosnaca liczba szczep6w bakterii patogennych,
opornych na stosowane w terapiach ludzi antybiotyki,
stanowi powazne zagrozenie dla ludzkosci. Skuteczna
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walka z chorobami zakaznymi wymaga opracowania
i wprowadzenia na rynek nowych klas lekéw, o odmien-
nych od antybiotykéw mechanizmach dziatania. Na
szerokg skale prowadzone sg aktualnie badania nad
opracowywaniem lekéw blokujacych procesy wiru-
lencji. Wiele czynnikéw wirulencji licznych bakterii
patogennych to biatka pozacytoplazmatyczne, zawiera-
jace wiecej niz jedng reszte cysteinowg. Dla osiagniecia
wlasciwej struktury wymagaja wprowadzania mostkow
disiarczkowych pomiedzy grupami - SH reszt cysteino-
wych. Tak wiec ta potranslacyjna modyfikacja czesto
decyduje o patogennosci drobnoustrojow, a biatka Dsb
mozna rozpatrywac jako cele nowych lekéw antybakte-
ryjnych. Poznanie szczegélow mechanizmoéw ich dzia-
tania oraz rozwiazanie struktur jest pierwszym krokiem
prowadzacym do badan aplikacyjnych, umozliwiajacych
planowanie inhibitoréw. Praca przegladowa przedsta-
wia strategie stosowane w badaniach tiolowych oksydo-
reduktaz. Ich zastosowanie doprowadzito do pierwszych
prob poszukiwania strategii blokowania procesow gene-
rowania mostkéw disiarczkowych.

2. Analizy funkcjonowania bialek Dsb in vivo
2.1. Wyznaczanie stanu redoks

Tiolowe oksydoreduktazy wystepuja w komoérkach
w formie zredukowanej (cysteiny z grupami tiolowymi
- SH) oraz w formie utlenionej (wytworzony mostek
disiarczkowy pomiedzy grupami - SH cystein). Biatka
Dsb bedace oksydazami odpowiedzialne za wprowa-
dzanie mostkéw disiarczkowych obecne s w komorce
w formie utlenionej, podczas gdy izomerazy w formie
zredukowanej. Obie formy konkretnego biatka migruja
w zelach SDS poliakrylamidowych z taka sama pred-
koscig. Aby okresli¢ stan redoks bialka stosuje sie
najczesciej zwigzek alkilujagcy wolne grupy tiolowe:
AMS (4-acetamido-49-maleimidylstilbene-2,2-disul-
fonic acid). Kowalencyjne dolgczenie odczynnika do
wolnych grup tiolowych skutkuje zwigkszeniem masy
czasteczkowej biatka 0 490 Da na kazda wolna grupe
- SH i zmiang jego mobilnosci, wykrywang metoda SDS
PAGE z zastosowaniem odpowiednich surowic. Metoda
ta nosi nazwe ,,ASM trapping” [12]. W niektérych eks-
perymentach zamiast AMS stosowany jest odczynnik
MalPEG5000 (polyethyleneglycol (PEG)-conjugated-
malemide), ktérego polaczenie z grupa — SH skutkuje
zwiekszeniem masy czgsteczkowej biatka o 5kDa [35].

2.2. Analiza fenotypowa zmutowanych szczepow
Unieczynnienie genéw kodujacych biatka odpowie-

dzialne za generowanie mostkéw disiarczkowych prze-
waznie, cho¢ nie zawsze, wywoluje efekt plejotropowy.
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Komoérki pozbawione tych bialek charakteryzujg sie
podwyzszong wrazliwoscig na DTT, brakiem ruchli-
wosci czy zwiekszong wrazliwoscia na dzialanie jonow
metali cigzkich takich jak kadm czy miedz. Poniewaz
podwyzszone stezenie jonow miedzi skutkuje niewtas-
ciwym zwijaniem bialek, unieczynnienie bialek Dsb
o aktywnosci izomeryzacyjnej prowadzi do ich, pod-
wyzszonej w stosunku do komorek typu dzikiego, wraz-
liwosci na ten pierwiastek. Tak wigc strategia dostarcza-
jaca informacji o funkcjonowaniu badanego biatka jest
skonstruowanie odpowiednich mutantéw i ich analiza
fenotypowa (2, 35, 52, 59]. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
niektore biatka Dsb charakteryzuja sie niska specyficz-
noscia substratows i wprowadzajg mostki disiarczkowe
tylko do jednego lub kilku substratéw, a dla niektérych
jak dotad wszystkie analizy fenotypowe nie daly pozy-
tywnych rezultatow [2, 19, 29, 62].

Efekty fenotypowe, bedace konsekwencja delecji
genu dsbA lub dsbC w komorkach E. coli, zostaly juz
dokladnie poznane. Sg to wyzej opisana wrazliwo$¢ na
DTT, utrata ruchliwosci (brak funkcjonalnego biatka
Flgl), podwyzszona wrazliwo$¢ na jony kadmu czy
dodatkowo obnizenie aktywnosci alkalicznej fosfatazy
w wypadku inaktywacji genu dsbA [30, 48]. Delecja
genu dsbC skutkuje wzrostem wrazliwosci na jony mie-
dzi i utratg mukoidalnego charakteru kolonii mutan-
tow w genie mdoG. Warunki stresowe, bedace efektem
mutacji mdoG, aktywuja uktad dwuskladnikowy Rcs,
w sposob zalezny od btonowej lipoproteiny RcsE zawie-
rajacej dwa mostki disiarczkowe. Uszkodzenie systemu
Dsb (EcDsbC) uniemozliwia aktywacj¢ uktadu. Tak
wiec, mutanty E.coli w genie mdoG charakteryzujg
sie mukoidalnym wzrostem, podczas gdy ten fenotyp
nie wystepuje w komoérkach podwojnych mutantow
mdoGdsbC [8, 25, 40]. Stosowana czesto strategia,
pozwalajaca na zrozumienie funkcjonowania badanej
tiolowej oksydoreduktazy, sa eksperymenty komple-
mentacji mutacji dsbA lub/i dsbC w komérkach E. coli.
Badane geny sa klonowane w wektorach wahadlowych
lub pod kontrola indukcyjnych promotoréw charak-
terystycznych dla komorek E. coli np. promotora genu
arabinozowego [17, 35].

Ciekawych danych wyjasniajacych mechanizmy funk-
cjonowania tiolowych oksydoreduktaz dostarczajg tez
eksperymenty mutagenezy specyficznej co do miejsca,
dotyczgce ich motywoéw katalitycznych lub analizujgce
funkcjonowanie hybrydowych bialek, bedacych polg-
czeniem ré6znych domen biatek Dsb [4, 26, 48, 51, 56].

3. Analizy funkcjonalne bialek Dsb in vitro
Bialka stosowane do analiz biochemicznych oczysz-

czane s3 standardowymi metodami z zastosowaniem
ukladow ekspresyjnych funkcjonujgcych w komorkach
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E. coli. Najczesciej odpowiednie geny klonowane sa
w plazmidach z serii pET z pomini¢ciem fragmentu 5’
kodujacego sekwencje sygnalng, a nastepnie nadpro-
dukowane i oczyszczane z cytoplazmy komorek gospo-
darza z zastosowaniem chromatografii powinowactwa.

3.1. Test redukgji insuliny

Test ten jest powszechnie stosowany do okreslenia
czy badane bialko nalezy do rodziny oksydoreduktaz,
niezaleznie od tego, czy uczestniczy w szlaku utleniania
czy redukeji wigzan disiarczkowych in vivo. Czwarto-
rzedowa struktura insuliny sktada sie z dwoch fancu-
chow: A i B polaczonych ze sobg dwoma mostkami
disiarczkowymi. Redukcja wigzan disiarczkowych
skutkuje precypitacjg tancucha B insuliny. Kinetyka
procesu jest monitorowana spektrofotometrycznie [37].
Poniewaz test mierzy wilasciwosci redukujace bialek,
te o aktywnos$ciach izomeraz wykazuja zdecydowa-
nie wyzsza aktywnos¢ niz tiolowe oksydazy. I tak np.
EcDsbA charakteryzuje tylko 10% aktywnosci EcDsbC.
Niektore homologi EcDsbA (MtDsbA czy SaDsbA) nie
sg zdolne do redukgji insuliny, co wskazuje na ich lekko
odmienng strukture oraz waska specyficznos¢ substra-
towa [23, 47]. W celu zwigkszenia czutosci testu moz-
liwe jest zastosowanie rekombinowanej insuliny, do
ktorej dotaczono peptyd fluorescencyjny (FITC-insu-
line). Wzbudzenie fluorescencji $wiattem o okreslonej
dlugosci umozliwia precyzyjna detekcje zmian zacho-
dzacych podczas eksperymentu. Inng modyfikacja
metody jest powiazanie redukeji insuliny przez badana
tiolowq oksydaze z utlenieniem GSH do GSSG i wyko-
rzystaniem przy pomiarze NADPH [64].

3.2. Okreslanie potencjalu redoks

Tiolowo-disulfidowe oksydoreduktazy, w zaleznosci
od pelnionych funkcji, wystepujag w komdrce glownie
w jednym z dwdch stanéw: utlenionym badz zreduko-
wanym. Tendencja bialka do wystepowania w bardziej
uprzywilejowanej formie wyrazana jest ilo§ciowo jako
jego potencjal redoks. Potencjal redoks jest okreslany
eksperymentalnie przez pomiar wzglednych ilosci frak-
¢ji biatka w formie utlenionej i zredukowanej w stanie
réwnowagi ze zwigzkiem o znanym potencjale redoks,
np. glutationem (parg redoks glutationu zredukowa-
nego — GSH i utlenionego - GSSG). Pomiary dokony-
wane s3 z wykorzystaniem dwoch strategii, w zalez-
nosci od obecnosci reszty tryptofanowej w sekwencji
aminokwasowej bialka: metoda fluorymetryczng lub
analizujagc zmiany stanu redoks biatka z zastosowa-
niem odczynnika alkilujacego AMS. Metoda fluory-
metryczna polega na monitorowaniu zmian fluorescen-
cji tryptofanu, uzaleznionych od wystepowania biatka
w formie utlenionej lub zredukowanej. Potencjal redoks
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biatka wyznaczany jest zgodnie z réwnaniem Nernsta
[37, 52, 66]. Oksydazy charakteryzuje potencjat redoks
znacznie wyzszy od potencjalu redoks izomeraz. Naj-
nizszym potencjalem redoks charakteryzujg si¢ cyto-
plazmatyczne tioredoksyny utrzymujace biatka w tym
przedziale komdrkowym w stanie zredukowanym.

3.3. Analiza aktywnosci oksydacyjnej
iizomeryzacyjnej

W celu weryfikacji zdolnosci badanej tiolowej oksy-
doreduktazy do generowania mostkéw disiarczkowych
lub rearanzacji nieprawidtowo wprowadzonych most-
kéw, stosowane sg testy in vitro z oczyszczonymi bial-
kami, z zastosowaniem dwdch substratéow: RNazy lub
hirudyny. RNazaA jest polipeptydem skladajacym sie ze
124 aminokwaséw, ktdre w strukturze drugorzedowej
tworzg cztery anty-rownolegle B-kartki i trzy a-helisy.
Bialko stabilizowane jest przez cztery mostki disiarcz-
kowe (trzy wigzania -S-S- pomiedzy niesgsiadujacymi
cysteinami 26-84; 40-95; 58-110 i jedno miedzy sasia-
dujacymi cysteinami w pozycjach 65-72). Prawidlowa
lokalizacja mostkéw disiarczkowych jest kluczowa dla
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zachowania funkcji biochemicznych bialtka [49, 55].
Hirudyna, inhibitor trombiny, jest polipeptydem skta-
dajacym sie z 65 aminokwasdéw, ktore zorganizowane
s3 w domeng¢ N-terminalng, zawierajaca trzy mostki
disiarczkowe i domene C-terminalng, ktora nie wyka-
zuje uporzadkowanej organizacji bez stworzenia kom-
pleksu z trombing. Oba substraty stosowane sg w dwoch
formach: jako biatka o zredukowanych mostkach
(cysteiny z grupami - SH) lub niepoprawnie zwiniete
biatka tzw. scrambled (sc) formy bialek. Dla okreslenia
aktywnosci RNazy stosowane sg najczesciej dwa testy:
test z zastosowaniem blekitu metylenowego MBAS
(Methylene Blue Assay), w ktérym poprzez pomiar
absorbancji oceniana jest interkalacja czasteczek
barwnika do RNazy lub pomiar monitorujacy zdol-
no$¢ RNazy do rozkladu cyklicznego zwigzku cCMP.
Gdy jako substrat stosowana jest hirudyna, powstajace
kompleksy hirudyny z substratem rozdzielane s3 z
wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej z fazg odwrécong (HPLC - High Performance
Liquid Chromatography), a kinetyka reakcji moze by¢
takze, w niektorych przypadkach, monitorowana flu-
orymetrycznie [4-5, 18, 26, 36, 46, 48, 51]. Rysunek 1

RNaza

/ (cCMP, biekit metylenowy)
T~ Hirudyna (HPLC)

S
|
S

Rys. 1. Schemat analizy aktywnosci oksydacyjnej lub
izomeryzacyjnej biatek Dsb in vitro z wykorzystaniem
jako substratéw hirudyny lub RNazy
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przedstawia zasady analizy aktywnosci oksydacyjnej
lub izomeryzacyjnej bialek Dsb.

3.4. Okreslenie wartosci pKa nukleofilowej cysteiny
motywu CXXC

Warto$¢ pK_ cysteiny pozwala okresli¢ w jakim pH
cysteina wystepuje w rownowadze w formie uproto-
nowanej i w formie anionu tiolowego. Oksydoreduk-
tazy sg aktywne w reakcjach wprowadzania mostkow
disiarczkowych, gdy pierwsza cysteina motywu CXXC
wystepuje w formie anionu tiolowego. Poziom jonizacji
tej cysteiny okresla warto$¢ pK.. Anion tiolowy charak-
teryzuje sie wyzsza absorbancja niz grupa tiolowa przy
dtugosci fali = 240 nm. Umozliwia to okreslenie wartosci
pK, kontrolujac absorbancje przy tej dtugosci fali, przy
stopniowym obnizaniu pH [23]. Wystepuje Scisty zwia-
zek pomiedzy wartoscig pK a potencjatem redukcyjnym
biatka - im nizsza warto$¢ pK, N-terminalnej cysteiny
motywu CXXC tym wyzszy potencjal redukcyjny.

3.5. Analizy oddzialywan pomiedzy DsbA a DsbB

EcDsbB, biatko blony wewnetrznej o czterech do-
menach transblonowych, zawiera w sekwencji ami-
nokwasowej cztery cysteiny tworzace dwa mostki
disiarczkowe. Pierwszy zlokalizowany w pierwszej petli
peryplazmatycznej (Cys41-Cys44) i drugi pomiedzy
Cys104 i Cys130 w drugiej petli peryplazmatyczne;.
Oba sg niezbedne w procesie reutleniania EcDsbA,
przekazywania elektronéw z DsbA na lancuch odde-
chowy. W pierwszym etapie tej reakcji nastepuje atak
zlokalizowanej na powierzchni biatka DsbA Cys30 na
mostek Cys104-Cys130, co doprowadza do powsta-
nia miedzyczasteczkowego wigzania pomiedzy DsbA
i DsbB (Cys30-Cys104). Zredukowana Cys130 atakuje
mostek disiarczkowy w pierwszej petli peryplazmatycz-
nej (Cys41-Cys44), dochodzi do powstania przejscio-
wego wigzania miedzy Cys41 a Cys130. W nastepnym
etapie nastepuje zwigzanie ubichinonu, co doprowa-
dza do dalszego transportu elektronéw i odtworze-
nia struktury zaréwno EcDsbA jak i EcDsbB. Proces
przekazywania elektrondw podczas reutleniania biatka
EcDsbA prezentuje rysunek 2. Badania strukturalne
pozwolily na identyfikacje krotkiego peptydu EcDsbB
odpowiedzialnego za wigzanie EcDsbA z EcDsbB,
jest to peptyd w obrebie ktérego, wystepuje Cys104
(98PSPFATCDFM107) [27-28, 68]. Struktura EcDsbA,
w powiazaniu z lekko zmienionym, ze wzgledéw meto-
dycznych peptydem, pochodnym EcDsbB, tez zostata
rozwigzana [15]. W celu potwierdzenia reutleniania
DsbA przez DsbB in vivo analizowany jest stan redoks
tiolowej oksydazy w mutantach w genach homologach
dsbB (AMS trapping) lub zdolno$¢ biatka do kom-
plementacji mutantéw E. coli dsbAdsbB. Opracowano
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tez testy in vitro weryfikujace oddzialywania DsbB
lub pochodnych od niego peptydéw z DsbA. Mozna
przy ich uzyciu monitorowa¢ proces utleniania DsbA
przez DsbB lub zdolno$¢ DsbA do utleniania natu-
ralnych lub syntetycznych substratéw w obecnosci
DsbB [2, 14-15].

3.6. Struktury biatek Dsb

Rozwigzywane struktury bialek Dsb (pojedyn-
czo lub w kompleksach z ich partnerami) pozwalaja
wnikna¢ gleboko w mechanizmy ich wzajemnych inte-
rakcji i zrozumie¢ jak stosunkowo niewielkie réznice
w sekwencjach aminokwasowych moga by¢ odpowie-
dzialne za istotne zmiany w ich funkcjonowaniu. Jak
dotad, gléwnie na drodze krystalografii, rozwigzano
wiele struktur monomerycznych bialek DsbA. Ich
poréwnanie, w polfaczeniu z analizami cech bioche-
micznych, pozwolito na podziat biatek na dwie klasy
i kilka podklas [44]. Rozwigzane zostaly takze struktury
dimerycznych biatek Dsb o réznych funkcjach [21, 43,
67] oraz bialek biorgcych udzial w przekazywaniu elek-
tronéw zaréwno z peryplazmy na kompleksy biatkowe
tancucha oddechowego, jak i z cytoplazmatycznej tio-
redoksyny do peryplazmy [28, 60-61, 65, 68].

3.7. Identyfikacja substratow bialek Dsb

Istotnym elementem prowadzacym do zrozumienia
funkcjonowania sieci Dsb jest identyfikacja substratow
biatek Dsb, celéw dziatania zaréwno tiolowych izome-
raz jak i oksydaz. Wstepnym etapem badan sg przewaz-
nie analizy in silico, zidentyfikowanie w proteomach
bakteryjnych bialek zawierajacych cysteiny, okreslenie
liczby cystein oraz potencjalnej lokalizacji biatka. Udo-
kumentowano, ze reszty cysteinowe wystepuja zdecy-
dowanie czesciej w biatkach cytoplazmatycznych niz
pozacytoplazmatycznych. Dodatkowo zdecydowana
wigkszo$¢ biatek pozacytoplazmatycznych posiada
parzysta liczbe reszt cysteinowych. Ten trend nazwany
zostal ,,up and down” co oznacza, ze na przyklad, liczba
bialek posiadajacych dwie reszty cysteinowe zdecydo-
wanie przewyzsza liczbe tych posiadajacych trzy reszty
cysteinowe. Tak wiec pozacytoplazmatyczna lokaliza-
cja biatka z parzystg liczbg cystein wskazuje z duzym
prawdopodobienstwem, ze w jego strukturze obecne
sa mostki disiarczkowe [9, 16]. Informacyjne s3 tez
analizy modelowania struktur biatek, ktore pozwalaja
na przewidywania ulozenia mostkéw disiarczkowych,
odpowiedzi na pytanie czy s3 tworzone pomiedzy sasia-
dujacymi czy niesasiadujacymi cysteinami. Dodatkowo
w ostatnich latach opracowano kilka metod in silico,
ktdre z zastosowaniem odpowiednich algorytmoéw sto-
sowane s3 do poszukiwan biatek zawierajacych mostki
disiarczkowe [41-42, 58]. Pierwsze analizy identyfiku-
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jace substraty bialek Dsb obejmowaly poréwnawcze
badania subproteoméw peryplazmatycznych szcze-
pow Salmonella enterica i E. coli typu dzikiego z odpo-
wiednimi izogenicznymi mutantami w genach dsb [1,
24]. Prowadzone w nastepnych latach badania innych
przedzialéw komorkowych niz peryplazma wykazaly,
ze wiele biatek posiadajacych mostki disiarczkowe to
bialka o strukturze beta-barylek, zlokalizowane w blo-
nie zewnetrznej [33, 40, 54]. W badaniach poréw-
nawczej proteomiki szczepdw Pseudomonas aerugi-
nosa typu dzikiego i mutanta w genie PadsbAl uzyto
preparatu bialek peryplazmatycznych wzbogaconych
o biatka oston komoérkowych, co zaowocowato identy-
tikacja ponad dwudziestu uprzednio nieopisanych sub-
stratow PaDsbA1 [2]. Kompleksy tworzone pomiedzy
biatkami Dsb a ich substratami sg przejsciowe i trudne
do wykrycia. Zastosowanie odpowiednich mutacji
punktowych opdzniajacych rozwigzanie kompleksow
pozwala na identyfikacje substratow bialek Dsb. Jedna
ze stosowanych mutacji jest zamiana C-terminalnej

cysteiny motywu CXXC na seryn¢ (CXXC na CXXS).
Wiadomo, ze redukcja mostka disiarczkowego roz-
poczyna sie od ataku nukleofilowego N-terminalnej
cysteiny motywu CXXC na jej cel dziatania (mostek
disiarczkowy). Powstale miedzyczasteczkowe wigzanie
jest nastepnie szybko redukowane przez C-terminalna
cysteine. Zamiana tej cysteiny na seryne umozliwia
utrwalenie i izolacje komplekséw biatkowych [11, 13,
40, 50]. Takze zamiana proliny (element tzw. petli cis
pro, biorgcej udzial w wigzaniu zaréwno substratu jak
i partnera redoks czyli DsbB) na seryne lub treoning
- skutkuje nagromadzaniem komplekséw pomiedzy
biatkami Dsb a ich partnerem redoks lub substratami.
Te metodyke zastosowano po raz pierwszy do identy-
fikacji substratow EcDsbA, a ostatnio do identyfikacji
substratow nietypowego biatka DsbA2 Legionella pneu-
mophila o aktywnosci zaréwno oksydazy jak i izome-
razy [29, 31]. Kompleksy bialek Dsb z substratami,
otrzymane z komorek badanych mikroorganizmoéw,
s3 oczyszczane metoda chromatografii powinowactwa
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i analizowane metoda SDS PAGE (z i bez DTT). Biatka
uwolnione z kompleksow sg najczesciej identyfikowane
na drodze spektrometrii mas.

4. Podsumowanie

Opisane w prezentowanym artykule eksperymen-
talne metody stosowane w analizie biatek Dsb przyczy-
nily si¢ do zrozumienia funkcjonowania potranslacyj-
nej modyfikacji protein w komorkach wielu gatunkow
patogennych bakterii oraz wyjasnienia ich wptywu na
procesy wirulencji. Uzyskane dane pozwolily na zapo-
czatkowanie badan majacych na celu opracowanie
metod blokowania tych proceséw. Wyniki pierwszych
przeprowadzonych eksperymentéw wskazuja, ze biatka
Dsb beda w przyszlosci wykorzystane jako cele dziata-
nia nowych lekéw antybakteryjnych.
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