
Mechanizm wprowadzania mostków disiarczkowych do białek Campylobacter jejuni

Białka, wielkocząsteczkowe polimery, zbudowane z dwudziestu rodzajów aminokwasów, odgrywają kluczową rolę we
wszystkich procesach biologicznych. Kolejność aminokwasów w łańcuchu białkowym i ich wzajemne oddziaływania decydują o
strukturze przestrzennej białka, co z kolei determinuje jego funkcjonalność. Proces osiągania przez białka struktury przestrzennej
określamy terminem fałdowania lub zwijania. Jednym z aminokwasów odgrywających rolę w fałdowaniu łańcucha białkowego
jest cysteina, aminokwas posiadający grupę –SH w łańcuchu bocznym. Proces oksydacyjnego fałdowania białka polega na reakcji
utlenienia, wytworzeniu wiązania (mostek disiarczkowy) pomiędzy grupami –SH dwu cystein. Ma on istotne znaczenie dla
stabilności i aktywności wielu białek, w tym czynników wirulencji decydujących o chorobotwórczości bakterii. Proces ten
zachodzi pod wpływem tlenu atmosferycznego. Jednak w komórkach organizmów żywych,  jest katalizowany przez zestaw białek
należących do rodziny Dsb (ang. disulfide bond). W komórkach wielu bakterii ma on miejsce w warunkach utleniających
przestrzeni pery plazmatycznej (obszar pomiędzy dwoma błonami otaczającymi komórkę). Badania prowadzone od ponad 20 lat
zaowocowały szczegółową charakterystyką systemu Dsb modelowego mikroorganizmu, Escherichia coli K-12. W komórkach tej
bakterii za generowanie mostków disiarczkowych odpowiedzialne są dwie pary oksydoreduktaz: DsbA/DsbB oraz DsbC/DsbD.
Białko DsbA katalizuje powstanie wiązania  pomiędzy grupami tiolowymi cystein innych białek, zaraz po, lub czasami w trakcie
ich transportu przez błonę cytoplazmatyczną do peryplazmy. Ale cysteiny motywu katalitycznego DsbA ulęgają jednocześnie
redukcji. Aby DsbA mogło przeprowadzić kolejny cykl reakcji musi zostać ponownie utlenione. Za ten proces odpowiedzialne
jest błonowe białko DsbB. W białkach, które w sekwencji aminokwasowej posiadają więcej niż jedną parę cystein istnieje
możliwość błędnego wprowadzenia wiązań disiarczkowych przez DsbA, szczególnie w przypadku kiedy mostki tworzone są
pomiędzy resztami tiolowymi cystein niesąsiadujących ze sobą. Za rearanżacje błędnie wprowadzonych wiązań disiarczkowych
jest odpowiedzialne białko DsbC, które otrzymuje potrzebne do tego procesu (redukcja) elektrony z cytoplazmy przy udziale
białka DsbD. Główne elementy szlaku przedstawia rysunek 1. 

Rys. 1 – Główne elementy szlaku oksydacyjnego fałdowania białek funkcjonujące w peryplazmie komórek Escherichia coli
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Liczba zsekwencjonowanych genomów (poznany kompletny zapis genetyczny) stale wzrasta, a ich analizy ujawniają, że systemy
Dsb funkcjonujące w komórkach mikroorganizmów są różnorodne i często odmienne od dokładnie scharakteryzowanego systemu
Dsb funkcjonującego w komórkach w komórkach modelowego mikroorganizmu. Różnice polegają nie tylko na liczbie białek Dsb
pełniących odpowiednie funkcje obecnych w komórce, ich wzajemnych oddziaływaniach ale także strukturze. Obiektem badań
prezentowanego projektu jest system Dsb patogennej bakterii Campylobacter jejuni. Infekcje Campylobacter są aktualnie
najczęstszą przyczyną stanów zapalnych jelit. W krajach Unii Europejskiej odnotowano w roku 2013 około 215 000 tysięcy
przypadków kampylobakteriozy. Rzeczywista liczba przypadków chorobowych wynosi prawdopodobnie nawet kilka milionów,
ponieważ tylko pewien procent chorych osób jest hospitalizowanych. Infekcje Campylobacter mogą też skutkować poważnymi
objawami ze strony układu nerwowego, zgłasza u osób z nieprawidłowo funkcjonującym układem odpornościowym. W
komórkach C. jejuni, szlak wprowadzania mostków disiarczkowych katalizowany jest przeważnie przez cztery białka (dwa DsbA,
DsbB, DsbI- białko podobne do DsbB). Dwa z nich to białka peryplazmatyczne (DsbA1 i DsbA2), pozostałe dwa - błonowe
(DsbB, DsbI). Uprzednio prowadzone w naszym laboratorium badania dotyczyły głównie funkcjonalnej charakterystyki dwu
białek, homologów DsbA (CjDsbA1 i CjDsbA2). Wiele jednak aspektów funkcjonowania szlaku utleniania Dsb w komórkach
badanego gatunku patogennych bakterii pozostaje niewyjaśnionych, między innymi funkcjonowanie szlaku izomeryzacyjnego
(naprawa błędów), powiązania pomiędzy elementami badanego szlaku, czy struktura białek. Proponujemy przeprowadzenie



badań, które umożliwią: 1. Ustalenie zależności między strukturą a funkcją dwu CjDsbA oraz nieprzebadanego jak dotąd C8J1298
–potencjalnie homologa EcDsbC, odgrywającego rolę w procesach naprawczych; 2. Przeanalizowanie oddziaływań pomiędzy
białkami Dsb; 3. Analizę wpływu białek DsbA i C8J1298 na proces wirulencji C. jejuni oraz 4. Zidentyfikowanie substratów
CjDsbA.  Badania powinny doprowadzić do stworzenia modelu funkcjonowania oksydacyjnego fałdowania białek C. jejuni oraz
określenia jego wpływu na proces wirulencji.
Jednocześnie warto zauważyć aspekt aplikacyjny proponowanych w projekcie badań. W ostatnim dziesięcioleciu obserwujemy
znaczący wzrost liczby szczepów bakteryjnych opornych na stosowane w terapiach antybiotyki. Dotyczy to także infekcji
Campylobacter i skutkuje brakiem skuteczności działań terapeutycznych lub znaczącym wydłużeniem czasu podawania leków.
Białka Dsb wpływające na strukturę przestrzenną czynników wirulencji wydają się być dogodnym celem działania nowej
generacji leków. Zahamowanie ich aktywności powinno skutkować, jeżeli nie całkowitym usunięciem patogenu, to
wspomaganiem aktywności układu odpornościowego i złagodzeniem objawów chorobowych.


