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1. Wstep

nych polipeptydéw bedacych jednymi z najbardziej konserwatywnych

protein, ktére kiedykolwiek pojawity sie w toku ewolucji. Ich konserwatyw-
no$¢ bardzo dobrze obrazuje gtéwna rodzina biatlek szoku termicznego —
Hsp70, ktérej struktura pierwszorzedowa u ssakéw wykazuje prawie 50%
homologie z bakteryjng formg Hsp70, zwang DnaK. Biatka te pojawiaja sie
w komorce w odpowiedzi na r6znorodne bodzce Srodowiskowe: podwyzszona
temperature, sole, etanol, metale ciezkie, analogi aminokwasow, infekcje wi-
rusowe itp. Wiekszos¢ z nich to czynniki naruszajace strukture i konformacje
biatek. Biatka szoku termicznego, zaliczane sg do chaperonin (ang. chaperone
proteins) czyli tzw. biatek ,,opiekunczych”. Biorg one udziat w dystrybucji
polipeptyddéw do réznych przedziatbw komorkowych, pomagajg polipeptydom
w wytworzeniu i utrzymaniu wiasciwej konformacji oraz chronia je przed
tworzeniem agregatéw. Funkcje biatek Hsp sa regulowane przez inne biatka
komérkowe. Jednym z nich jest biatko DnaJ, bedace takze biatkiem szoku
termicznego.

Bialka szoku termicznego nalezg do duzej rodziny funkcjonalnie pokrew-

2. Elementy strukturalne biatka DnaJ

Biatko DnaJ wyizolowane z Escherichia coli nalezy do zespotu biatek
Hsp70 (DnaK, DnaJ, GrpE) (1). Jest ono kodowane przez gen dnadJ wcho-
dzacy w skiad operonu promotor-dnoK-dnoJ, przy czym gen grpE zlokalizo-
wany jest w innym miejscu genomu bakteryjnego (2,3,4). W niektérych or-
ganizmach wszystkie trzy geny tworzg jeden operon grpE-dnaK-dnald (2). Bial-
ko DnaJ Escherichia coli sktada sie z 376 aminokwaséw (5), ma mase cza-
steczkowg 43 kDa i w roztworach tworzy dimery (3). W strukturze biatka
mozna wyrozni¢ cztery domeny (od N-konca): ,,J”, ,,G/F”, ,,Cys" oraz C-kon-
cowa nie wykazujaca statych motywoéw (3,4).
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Domena ,,J” zbudowana jest z 70 aminokwaséw. Sekweneja aminokwa-
sowa tego regionu sugeruje, ze skiada sie ona z dwoch a-helikalnych od-
cinkow przedzielonych regionem bardziej elastycznym. Domena ta jest naj-
bardziej zachowawcza strukturalnie ws$rdd catej rodziny Dnal i wystepuje
we wszystkich biatkach do niej nalezacych (3,4,6).

Domena ,,G/F" bogata jest w glicyne i fenyloalaning. Aminokwasy te majg
maty wpltyw na strukture drugorzedowsg polipeptydu, a rejon ten przypusz-
czalnie oddziela domene ,,J’ od reszty polipeptydu tworzac rejon zawiasowy
(ang. hinge region) (3). Nie wyklucza sie jednak powazniejszej roli tego od-
cinka. Region ten moze funkcjonowaé jako stabilizator domeny ,,J° w cyto-
plazmatycznych biatkach DnalJ w komérkach eukariotycznych. Zwigzane
z btong biatko Sec63, posiadajgce domene ,,J”, nie posiada sekwencji ,,G/F”,
a dwa odcinki transbtonowe, jak sie zdaje, peklnig role stabilizatora domeny
»J. W zastepstwie ,,G/F" (4).

Dalszy odcinek biatka DnaJ, czyli domena ,,Cys”, zawiera cztery powto-
rzenia struktury Cys-X-X-Cys-X-Gly-X-Gly (gdzie X oznacza aminokwasy ob-
darzone tadunkiem lub polarne). Podobne ulozenie cysteiny posiadajg biatka
wigzace cynk (3,4).

Najbardziej zmiennym regionem jest odcinek C-koncowy, ktéremu przy-
pisuje sie role w wigzaniu substratow polipeptydowych (1,6) i razem z czescig
domeny ,,Cys” taczenie biatek DnalJ w dimery (6).

Rodzina biatek DnaJ wyrézniona zostata na podstawie obecnosci w danym
biatku sekwencji homologicznej do domeny ,,J° z DnaJ Escherichia colt Obej-
muje ona biatka szoku termicznego i chaperoniny. Ich podobienstwa do biat-
ka DnaJ nie oznaczajg identycznosci z nim. Wskazuja one raczej na zmien-
nos¢ funkcji DnaJ w czasie ewolucji (4). Biatka te mozna podzieli¢ na dwie
grupy opierajac sie na podobieristwie ich sekwencji do prototypu z Escheri-
chia colt Do pierwszej grupy zaliczymy biatka o podobnym do DnaJ uktadzie
domen, ktére prawdopodobnie sg jego funkcjonalnymi homologami. Kazde
z nich posiada N-koncowg domene ,,J”, region ,,G/F”, w centrum domene
bogatg w cysteine i podobienstwa sekwencji w C-koricowym odcinku z DnaJ.
Do tej grupy zaliczamy biatka drozdzy SCJI, YDJI oraz roslinne ANJI
i LDJI. Druga grupa wykazuje sie bardziej ograniczonym podobienstwem
sekwencji. Zaliczamy do niej biatka z N-kohcowg domeng ,,J" i ,,G/F" (cza-
sami wykazujgce podobienstwa z odcinkiem C-koricowym), lecz nie posiada-
jace domeny bogatej w cysteine (np. SISI drozdzy oraz ludzkie HSJI i HDJI)
oraz takie, ktore posiadajg tylko domene ,,J" (Sec63, Zuotyna, CSP i RESA).
Biatka z tej grupy moga posiada¢ domene ,,J" zarowno przy N-koncu, jak
w Dnal z E. colt jak i we wnetrzu polipeptydu (3).

Rodzina biatlek DnaJ wykazuje typowe cechy biatek mozaikowych, ktore
sktadajg sie z odmiennie zbudowanych odcinkéw o réznorodnej funkcji (3,7).
Strukture niektdiych biatek nalezagcych do rodziny Dnal przedstawiono na
rysunku 1. Wiekszo$¢ dotychczas poznanych biatek nalezacych do rodziny
DnaJ przedstawiono w tabeli 1. Ujmuje ona takze ich lokalizacje w komoérce
i podobienstwo strukturalne do biatka DnaJ z Escherichia colt
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domena "J" a sekwencja sygnalna
domena "G/F" odcinek transbtonowy
domena "Cys" region wykazujacy
C-koricowy region homologig z histonem H

Rys. 1. Mozaikowa budowa biatek DnaJ (wg 5,7,8).

3. Funkcje biatek Dnal

w przeprowadzonych badaniach wykazano, ze rola biatka DnaJ polega
na ich bezposrednim udziale jako biatka szoku termieznego lub ehaperonin
w wielu proeesaeh, lub poprzez posrednie oddziatywanie na inne biatka szo-
ku termieznego lub wspotdziatanie z nimi. Do podstawowyeh funkeji biatek
z rodziny DnaJ naleza:

() dziatanie jako specyficzny znacznik substratéw dla DnaK (1-
4,6,7,11,12):

() regulacja dziatania biatek szoku termicznego, np. DnaK, poprzez sty-
mulaeje jego aktywnosei ATPazowej (1-4,6,7,11-14) lub regulacje jego eks-
presji (15);

(1) stabilizaeja natywnych biatek poprzez wigzanie sie z nimi w eelu
oehrony przed denaturaejg i agregaeja (3);

(IV) wiagzanie sie ze zdenaturowanymi biatkami ehroniae je przed agregaeja
(1,6,22) i ich renaturacja (5,16,22);

(V) poprzez wigzanie sie do powstajgeych polipeptyddéw chronig je przed
przedwezesnym fatdowaniem i uezestniczgc w ich posttranslacyjnym sktada-
niu wplywajg na dojrzewanie biatek (1,6,11-13);
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Tabela i
Rodzina biatek dnaj

. Domen
Biatko Organizm Lgé?g' ; G/F ::/ C-
¥S koniec
DnaJ Escherichia coli + + + +
MtdnaJ Mycobacterium tuberculosis + + + +
NolC Rhizobium Jredii & + - -
YDJI Saccharomyces cerevisiae cytoplazma ‘ N ; ;
(MAS5)
SCJl Saccharomyces cerevisiae mitochondria + + + +
Slisli Saccharomyces cerevisiae cytoplazma/jadro + + - +
Sec63(Npll) Saccharomyces cerevisiae btona ER + - - -
Zoutyna Saccharomyces cerevisiae  jadro + - - -
SCJI Caenorhabditis elegans + + + |
ANJI Atriplex nummulairia + + of +
LDJI Allium porrum + + + +
CSP Drosophila melanogaster btony ; ) ) )
presynaptyczne

Tids6 Drosophila melanogaster + + ) -
CCCsi Torpedo californica + - - -
HSJla i b  czlowiek + + - -
HDJI cztowiek + - - +
Hsp40 cztowiek cytoplazma/jadro +
HLADRB cztowiek
10401 (*)
RESA Plasmodium Jalciparum btona erytrocytu + - - -

gdzie ,+" oznacza wystepowanie danego regionu,  brak, ,,(+)" niekompletng homologie wzgle-
dem odpowiadajgcej mu domeny w DnaJ z Escherichia coli. Na podstawie (4) uzupetnione z
(3,5,7,9,10).

(VI) uczestnicza w transporcie biatek i translokacji przez btony do mito-
chondriéw, ER (1,3,8,11-15, 17,18) i jadra (3,8) oraz w procesach sekrecji
i endocytozy (15);

(VIl) wptywajg na proteolize i obieg biatek (1,11-13);

(VII) uczestniczg w procesach replikacji DNA plazmidowego i fagowego
(1,2,4,6,8,12,14,15) oraz syntezy RNA (1,15);

(IX) wigzg sie z DNA nie wykazujgc specyficznosci wzgledem sekwencji
(4) lub preferencyjnie taczac sie z formg Z-DNA (8) przez co wptywaé moga
na dostepnosé nici kwasu nukleinowego dla czynnikéw replikacji czy trans-
krypcji;

(X) wptywajg na cykl komérkowy (1,8,15), segregacje chromosomoéw i mi-
gracje jadra podczas mitozy (7);
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(XI) jak ostatnio wykazano biorg udziat w supresji transformacji nowo-
tworowej (5,19).

Wiekszos¢ wymienionych funkcji DnaJ ujawnia sie podczas dziatania na
komorki warunkéw stresowych. Pozwala to na, w miare prawidiowe, fun-
kcjonowanie komorki w warunkach odbiegajacych od optimum fizjologicznego.

4. Udziat homologu genu dnaJ w supresji nowotworowej

z analizy genéw zwigzanych z kancerogenezg i rozwojem nowotworéw
u kregowcow wynika, ze ztoSliwy wzrost nowotworu moze byé rezultatem
aktywacji lub represji funkcji gendw normalnie zwigzanych z takimi proce-
sami jak: réznicowanie, kontrola oddziatywan miedzykomdérkowych, zahamo-
wanie wzrostu, regulacja transkrypcji, apoptoza, zatrzymanie wzrostu przez
cytokiny lub inhibicji syntezy DNA. Zaréwno inicjacja jak i rozwéj nowotworu
moze by¢ rezultatem mutacji w genach kwalifikowanych jako a) dominujace,
zaktywowane komorkowe onkogeny i b) recesywne, zinaktywowane geny su-
presorowe (5).

Do rodziny biatek DnaJ nalezy, na przykiad, biatko bedace produktem
genu lethal(2)tumorous imagmal discs {l(2)tid ] supresji nowotworowej. Gen
I(2)tid odkryty zostat u Drosophila melanogaster na chromosomie politenicz-
nym miedzy pragzkami 59F4,5 obejmujacymi okoto 20 kpz. Odcinek kodujacy
biatko ma dtugos¢ 1554pz i jest przedzielony intronem o diugosci 142pz na
dwa egzony. Duzy 5 egzon (pierwszy; 1326pz) i maty 3' (drugi; 225pz). Gen
I(2)tid zlokalizowany jest w intronie (2,6kpz) innego genu supresji nowotwo-
rowej — lethal(2)neighbour of tid [I(2)not) — na przeciwnej nici DNA czyli
transkrypcja tych gendéw zachodzi w przeciwnych kierunkach (znane sg juz
czter*} inne przypadki ,,genu w genie” u Drosophila). Mutacje w genie [(2)tid
powoduja u homozygotycznych osobnikéw wzrost ztosliwych nowotworéw
w dyskach imaginalnych co prowadzi do $mierci zmutowanej larwy w sta-
dium przepoezwarzania sie. Z analizy sekweneji tego genu wynika, ze kodo-
wane przezen biatko (Tid"®) skiada sie z 518 aminokwasOw i ma teoretyezny
eiezar czgsteczkowy 56 kDa. Jest to silnie spolaryzowane zasadowe biatko
0 teoretycznym punkcie izoelektrycznym w pH 9,5. Struktura dmgorzedowa,
przewidywana za pomoeg wielu odmiennych metod, wykazuje przynajmniej
dziesie¢ odeinkéw a-helikalnych poprzedzielanyeh P-hannonijkami i petlami.
Biatko Tid*® posiada domene ,,J" usytuowana pomiedzy 60 a 150 reszta
aminokwasowa N-konca wykazujgcg duzg homologie (w zakresie od 45,5 do
60,9%) do analogicznego regionu prokariotycznych i eukariotyeznych biatek
Dnal. Region ,,G/F" oraz ,,Cys”, ktérego dwa z ezterech powtérzen sg w 100%
identyezne z sekwenejg Cys-X-X-Cys-X-Gly-X-Gly charakterystyezng dla tej
domeny (5).

Gen I(2)tid nie podlega indukcji przez szok termiczny, przez co nie mozemy
biatka Tid"® zaliczy¢ do biatek szoku termicznego. Jakkolwiek, opierajgc sie
na rozlegtej homologii prawdopodobnego biatka Tid*® %jo wielu biatek z ro-
dziny DnaJ mozna sadzi¢, ze biatko to posiada¢ moze wlasciwosci chaperonin
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i przypuszczalnie jest odpowiedzialne za wlaseiwe fatdowanie speeyficznyeh
biatek uezestniezacyeh w réznieowaniu komérek dyskéw imaginalnych.
W dalszych badaniach wykazano, ze oba geny I(2)tid i 1(2)not wymagane sg
do prawidtowego przepoezwarzania sie Drosophila melanogaster. Mozna przy-
puszezaé, ze tworzg one funkejonaing jednostke podobna do ukiadu genow
sina-RH4 (5,19).

5. Whnioski

Chaperoniny biorg udziat we wszystkich etapach metabolizmu komorko-
wego, podezas biosyntezy biatek i ich dojrzewania, w ochronie przed stresem
srodowiskowym, w rearanzacji makromolekut podczas réznych cykli oraz
w degradacji biatek. Duzy postep zostat osiagniety w eharakteryzacji ehape-
ronin nalezacych do trzech gtéwnych rodzin biatek szoku termicznego i w iden-
tyfikacji licznych ,,niespokrewnionych” biatek, ktore takze regulujg i utatwiajg
fatdowanie polipeptydéw w komorce. Gtéwne zadanie tkwi teraz w wyjasnie-
niu speeyficznyeh molekularnych mechanizméw, dzieki ktérym chaperoniny
rozpoznajg swoéj peptydowy substrat i wptywaja na jego fatdowanie i skia-
danie. Zaakeeptowanie udziatu chaperonin we wspomnianyeh procesach wy-
maga rewizji dotyehczasowych pogladéw na spontaniczno$¢ procesow fatdo-
wania polipeptydow (14,20).

Poznanie wiasciwosci molekularnych chaperonin odkrywa nowe perspe-
ktywy dla medycyny i biotechnologii. Poza faktem, ze ehaperoniny nalezg do
biatek szoku, sa takze gtéwnymi antygenami w infekejach bakteryjnych czto-
wieka i uezestniczg w wielu chorobach autoimmunizacyjnych. Czyni to bar-
dzo prawdopodobnym fakt istnienia chordb ,,chaperoninowych”, w ktérych
zaburzony jest proees wilaseiwego skitadania biatek z powodu zmian w se-
kwencji substratu, co utrudnia jego rozpoznanie, albo z powodu zmian w se-
kweneji samych chaperonin. Sytuacji takich dopatrywaé sie mozemy w mio-
patiach mitoehondrialnyeh (20) i chorobie Alzheimera (4,21). Fakt, ze nie-
ktére bakteriofagi wymagajg ehaperonin do replikaeji zwieksza prawdopodo-
bienstwo, ze niektore wirusy roslinne i zwierzece takze wymagajg wspareia
ze strony chaperonin gospodarza. Mozliwo$¢ ta powinna zosta¢ zbadana
w kierunku wykorzystania mutacji odpowiednich chaperonin w celu unie-
mozliwienia replikacji wirusa nie naruszajac komoérki gospodarza. Produkcja
rekombinowanych biatek w bakteriach, czy w drozdzach jest limitowana
w wielu przypadkach przez bledy w skiadaniu biatek do aktywnej konfor-
macji: typowym problemem sg tutaj nierozpuszczalne agregaty — ciata in-
klu2?yjne (ang. inclusion bodies). W takich sytuacjach nalezatoby zbadac bio-
geneze danego biatka w komérkach, w ktérych powstaje ono naturalnie,
w celu odkrycia potencjalnych chaperonin uczestniczgcych w t)mi procesie.
Wiadomosci takie pozwalatyby tworzy¢ rekombinanty, ktére wyposazone by-
tyby takze w ,,maszyneri¢” potrzebng do wiasciwego sktadania produktu. Mo-
zliwe jest tez stworzenie systemOw in vitro zawierajacych chaperoniny do
produkcji aktywnych biatek ze zdenaturowanyeh ciat inkluzyjnych (20,22).
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Produkty ekspresji genéw indukowanych przez warunki stresowe moga
stuzy¢ jako markery stanéw fizjologicznych komorki. Znajomos$¢ dziatania
chaperonin w zakresie renaturacji i zapobieganiu tworzenia agregatoéw po-
zwoli udoskonali¢ wiele technik badawczych, np. PCR, natywng elektroforeze
czy samo przechowywanie enzymoOw przez uzycie chaperonin jako skladnika
buforéw.

Autor wyraza podziekowanie prof, dr hab. Annie Gozdziekiej-Jozefiak za pomoc w przygoto-
waniu tego artykutu.
Praca wykonana w ramach realizacji projektu badawczego Nr 4 PO5E 003 09.
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Structure and function of DnaJ proteins
Summary
DnaJ, DnaK and GrpE make together a molecular chaperone system of the heat shock

protein 70. The DnaJ protein originally identified in Escherichia coli gave the beginning of the
DnaJ protein family, which now consists of over 20 members of both prokaryotic and eukaryotic
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origin. The proteins of the DnaJ family are phylogenetically highly conserved and they show
very similar modular architecture. They are involved at all stages of the cellular metabolism,
during protein biosynthesis and maturation, in rearrangements of cellular macromolecules during
functional cycles of assembly and disassembly, and of course in the protection against environ-
mental stress.

Some of the latest research has shown that a DnaJ homolog is related to tumor suppression
— the Tid"® putative protein, a product of the lethal(2)tumorous imaginal discs gene.
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DnaJ homolog, heat shock protein, chaperone, tumor suppression.

Adres do korespondencji:
Marcin Schmidt, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii UAM, Za-

ktad Wirusologii Molekularnej, ul. Miedzychodzka 5, 60-371 Poznanh, fax
615-596.



