Mechanizm wprowadzania mostkéw disiarczkowych do biatek Campylobacter jejuni

Biatka, wielkoczasteczkowe polimery, zbudowane z dwudziestu rodzajéw aminokwasow, odgrywaja kluczowa role we
wszystkich procesach biologicznych. Kolejnosé aminokwaséw w taricuchu biatkowym i ich wzajemne oddziatywania decydujg o
strukturze przestrzennej biatka, co z kolei determinuje jego funkcjonalnos¢. Proces osiggania przez biatka struktury przestrzennej
okreslamy terminem fatdowania lub zwijania. Jednym z aminokwasow odgrywajacych role w fatldowaniu faricucha biatkowego
jest cysteina, aminokwas posiadajacy grupe —SH w tancuchu bocznym. Proces oksydacyjnego fatdowania biatka polega na reakcji
utlenienia, wytworzeniu wigzania (mostek disiarczkowy) pomiedzy grupami —SH dwu cystein. Ma on istotne znaczenie dla
stabilnosci i aktywnosci wielu biatek, w tym czynnikéw wirulencji decydujacych o chorobotwdrczosci bakterii. Proces ten
zachodzi pod wptywem tlenu atmosferycznego. Jednak w komorkach organizmow zywych, jest katalizowany przez zestaw biatek
nalezacych do rodziny Dsb (ang. disulfide bond). W komérkach wielu bakterii ma on miejsce w warunkach utleniajacych
przestrzeni pery plazmatycznej (obszar pomiedzy dwoma btonami otaczajgcymi komoérke). Badania prowadzone od ponad 20 lat
zaowocowaty szczeg6towg charakterystyka systemu Dsh modelowego mikroorganizmu, Escherichia coli K-12. W komorkach tej
bakterii za generowanie mostkéw disiarczkowych odpowiedzialne sg dwie pary oksydoreduktaz: DsbA/DsbB oraz DshC/DshD.
Biatko DsbA katalizuje powstanie wigzania pomiedzy grupami tiolowymi cystein innych biatek, zaraz po, lub czasami w trakcie
ich transportu przez btone cytoplazmatyczng do peryplazmy. Ale cysteiny motywu katalitycznego DsbA ulegaja jednocze$nie
redukcji. Aby DsbA mogto przeprowadzi¢ kolejny cykl reakcji musi zosta¢ ponownie utlenione. Za ten proces odpowiedzialne
jest btonowe biatko DshB. W biatkach, ktore w sekwencji aminokwasowej posiadajg wiecej niz jedng pare cystein istnieje
mozliwos¢ btednego wprowadzenia wigzan disiarczkowych przez DsbA, szczegdlnie w przypadku kiedy mostki tworzone sg
pomiedzy resztami tiolowymi cystein niesasiadujgcych ze soba. Za rearanzacje btednie wprowadzonych wigzan disiarczkowych
jest odpowiedzialne biatko DshC, ktore otrzymuje potrzebne do tego procesu (redukcja) elektrony z cytoplazmy przy udziale

biatka DsbD. Gtowne elementy szlaku przedstawia rysunek 1.
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Rys. 1 — Gtéwne elementy szlaku oksydacyjnego fatdowania biatek funkcjonujace w peryplazmie komérek Escherichia coli
[Bocian-Ostrzycka et al. (2015). Front Microbiol 6:570. doi: 10.3389/fmicb.2015.00570]

Liczba zsekwencjonowanych genomoéw (poznany kompletny zapis genetyczny) stale wzrasta, a ich analizy ujawniaja, ze systemy
Dsb funkcjonujgce w komdrkach mikroorganizméw sa réznorodne i czesto odmienne od dokkadnie scharakteryzowanego systemu
Dsb funkcjonujacego w komorkach w komdrkach modelowego mikroorganizmu. Réznice polegajg nie tylko na liczbie biatek Dsb
petnigcych odpowiednie funkcje obecnych w komérce, ich wzajemnych oddziatywaniach ale takze strukturze. Obiektem badan
prezentowanego projektu jest system Dsh patogennej bakterii Campylobacter jejuni. Infekcje Campylobacter sg aktualnie
najczestsza przyczyng standw zapalnych jelit. W krajach Unii Europejskiej odnotowano w roku 2013 okoto 215 000 tysiecy
przypadkdw kampylobakteriozy. Rzeczywista liczba przypadkéw chorobowych wynosi prawdopodobnie nawet Kilka miliondw,
poniewaz tylko pewien procent chorych oséb jest hospitalizowanych. Infekcje Campylobacter moga tez skutkowac powaznymi
objawami ze strony uktadu nerwowego, zgtasza u 0s6b z nieprawidtowo funkcjonujgcym uktadem odpornosciowym. W
komorkach C. jejuni, szlak wprowadzania mostkéw disiarczkowych katalizowany jest przewaznie przez cztery biatka (dwa DsbA,
DshB, Dsbl- biatko podobne do DsbB). Dwa z nich to biatka peryplazmatyczne (DsbAl i DsbA2), pozostate dwa - btonowe
(DsbB, Dshl). Uprzednio prowadzone w naszym laboratorium badania dotyczyty gtéwnie funkcjonalnej charakterystyki dwu
biatek, homologéw DsbA (CjDsbAl i CjDsbA2). Wiele jednak aspektow funkcjonowania szlaku utleniania Dsb w komdrkach
badanego gatunku patogennych bakterii pozostaje niewyjasnionych, miedzy innymi funkcjonowanie szlaku izomeryzacyjnego
(naprawa bteddw), powigzania pomiedzy elementami badanego szlaku, czy struktura biatek. Proponujemy przeprowadzenie



badan, ktére umozliwia: 1. Ustalenie zaleznosci miedzy strukturg a funkcja dwu CjDsbA oraz nieprzebadanego jak dotad C8J1298
—potencjalnie homologa EcDshC, odgrywajacego role w procesach naprawczych; 2. Przeanalizowanie oddziatywan pomiedzy
biatkami Dsb; 3. Analize wptywu biatek DsbA i C8J1298 na proces wirulencji C. jejuni oraz 4. Zidentyfikowanie substratow
CjDsbA. Badania powinny doprowadzi¢ do stworzenia modelu funkcjonowania oksydacyjnego faldowania biatek C. jejuni oraz
okreslenia jego wptywu na proces wirulencji.

Jednocze$nie warto zauwazy¢ aspekt aplikacyjny proponowanych w projekcie badar. W ostatnim dziesiecioleciu obserwujemy
znaczacy wzrost liczhy szczepéw bakteryjnych opornych na stosowane w terapiach antybiotyki. Dotyczy to takze infekcji
Campylobacter i skutkuje brakiem skutecznosci dziatan terapeutycznych lub znaczacym wydtuzeniem czasu podawania lekdw.
Biatka Dsb wptywajace na strukture przestrzenna czynnikéw wirulencji wydaja sie by¢ dogodnym celem dziatania nowej
generacji lekdw. Zahamowanie ich aktywnosci powinno skutkowac, jezeli nie catkowitym usunieciem patogenu, to
wspomaganiem aktywnosci uktadu odpornosciowego i ztagodzeniem objawéw chorobowych.



