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SUMMARY 


The human disaggregase system, formed by members of the heat shock protein (Hsp) families 


Hsp70 (Hsc70), Hsp40 (DnaJA2 and DnaJB1) and Hsp110 (Apg2) performs a myriad of cellular 


functions, all of them contributing to the maintenance of a healthy proteome. Hsc70 is the 


central hub of the system; however, its functional fate is directed by Hsp40 cochaperones which 


in humans almost quadruplicate the amount of Hsp70s, further supporting this notion. Classified 


in three classes (A, B, C), Hsp40 cochaperones have the ability to stimulate the ATPase activity 


of Hsp70s, and are also able to prevent protein aggregation, functioning as holdases. DnaJA2 


(class A) and DnaJB1 (class B) are termed canonical Hsp40s and besides stimulating the ATP 


hydrolysing capacity of Hsc70, they assist in protein folding and disaggregation acting as 


scanning factors for Hsc70 and delivering substrates to the chaperone. The first part of this 


Thesis in centred in the study of DnJA2 and DnaJB1 as functionality drivers of Hsc70. More 


precisely, we wanted to address the exact role of the intrinsically disordered regions (IDRs) of 


each cochaperone on their association-state, holdase function and collaboration with Hsc70. We 


found that the intrinsically disordered C-terminal end of DnaJA2, which comprises an elongation 


when compared to DnaJB1 by domain-based alignment, regulates the self-association capacity 


and holdase activity of DnaJA2, and modulates the collaboration with Hsc70 in protein folding 


and disaggregation, enhancing the former and hampering the latter. Nevertheless, the 


characteristics attributed to the C-terminal are only given in the structural context of DnaJA2 as 


the mutant form of DnaJB1 carrying the C-terminal end of DnaJA2 does not completely acquire 


DnaJA2 properties. The second part of the work deals with the modulation of the human 


disaggregase system by small molecules. The rationale for this objective is that unbalanced Hsp 


expression is related with disease. For instance, overexpression of Hsc70 and Apg2 has been 


directly linked with the progression and malignancy of several cancers as well as with their 


resistance to therapy due to Hsp’s capacity to overcome stress and avoid apoptosis, among 


others. To this aim, we used the Prestwick Chemical Library®, a collection of 1.280 FDA-approved 


drugs to look for modulators of Apg2 through a DSF-based high throughput screening (HTS), 


finding six destabilizers. After extensive validation on the human disaggregase system, these 


compounds where identified as inhibitors of not only Apg2 but also Hsc70. These ligands where 


assayed with two melanoma cell lines. One particular compound (PB) proved to have 


cytotoxicity for the melanoma but not for the control cell lines, indicating that Hsp inhibition 


affected the viability of transformed cells but not that of the non-cancerous ones. Taken 


together, this Thesis explores the modulation of the human disaggregase system from two 


perspectives. On the one hand, it delves into the intrinsic capacity of the system to perform 


different functions depending on Hsc70-DnaJ combinations and uncovers the functional role of 


the C-terminal region of DnaJA2. On the other hand, it describes small chemical ligands of Apg2 


and Hsc70 that affect the activity of the system and could be used as a potential therapeutic 


approach for cancer treatment. 
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LABURPENA 


Giza desagregazio sistema, Hsp70 (Hsc70), Hsp40 (DnaJA2 eta DnaJB1) eta Hsp110 (Apg2) 


familietako ordezkariek osatzen dute. Sistema honek, funtzio ugari betetzen ditu zelulen 


proteostasia mantentzeko helburuarekin. Hsc70 txaperoia, sistemako kide nagusia da; hala ere, 


burutu ditzaken funtzioen artean zein gauzatu, Hsp40 txaperoi-kideek zehazten dute. Gizakiotan 


Hsp40 kopurua Hsp70 txaperoi kopuruaren laukoitza izateak, aurreko aipamena indartzen du. 


Hsp40 txaperoi-kideak hiru taldetan sailkatzen dira (A, B, C) eta guztiek Hsp70 proteinen ATPasa 


aktibitatea suspertzen dute haien J-domeinuaren bidez. DnaJA2 (A klasea) eta DnaJB1 (B klasea) 


txaperoi-kideei kanoniko deritze. Hauek, Hsc70 txaperoiaren ATPa hidrolizatzeko gaitasuna 


suspertzeaz gain, proteinen toleste eta bertolestean laguntzen dute; Hsc70ak moldatu 


beharreko proteinen aukeraketarako ekortze faktore gisa jokatuz eta txaperoia substratuetara 


erakarriz. Tesi honen lehen atalean DnaJA2 eta DnaJB1 txaperoi-kideek Hsc70aren funtzioak 


gidatzeko duten gaitasuna aztertzen da. Zehazki, txaperoi-kideen asoziazio egoera, proteinen 


agregazioa saihesteko ahalmena eta Hsc70rekin batera lan egiteko duten gaitasuna ikertu da, 


bakoitzaren berezko atal moldagarriek (BAM) duten eraginean oinarrituz. DnaJA2 eta DnaJB1 


domeinu banaketan oinarritutako alineamendu bidez alderatzean, lehenak karboxilo muturrean 


elongazio bat du, BAMa dena. Ikerketaren emaitzek adierazitakoaren arabera, DnaJA2ren atal 


honek substratuak agregaziotik babesteko gaitasuna eta txaperoi-kidearen oligomerizazioa 


baimentzen dituen bitartean, Hsc70arekin batera burututako proteinen tolestea eta 


desagregazioa oztopatzen ditu. Dena dela, karboxilo muturreko BAM honi egotzitako ezaugarri 


funtzionalak, DnaJA2ren egiturazko testuinguruan baino ez dira betetzen; DnaJB1 proteinari atal 


hau erantsi ondoren mutanteak ez baititu ezaugarriok guztiz bereganatzen. Ikerketa lan honen 


bigarren atalean, Hsp ezberdinen adierazpenean emandako aldaketek zenbait gaitzekin duten 


erlazioa ikusita, giza desagregazio sistemaren aktibitatea molekula txikien bidez eragiten da. 


Esaterako, Hsc70 eta Apg2 txaperoien gainadierazpena minbizi mota zehatzen garapen eta 


gaiztotasunari lotuta dago, baita hauei aurre egiteko terapiekiko erresistentziarekin; izan ere, 


txaperoiek estresari aurre egiteko eta apoptosia ekiditeko ahalmena dute. Hortaz, FDAk 


onartutako 1280 konposatu dituen Prestwick Chemical Library® bilduma, ekorketa-


fluoreszentzia diferentzialaren (DSF) teknika erabiliz, Apg2 txaperoiaren kontra errendimendu 


altuko baheketa (HTS) bat egiteko erabili da. Baheketaren bidez, txaperoiaren 6 konposatu 


ezegonkortzaile identifikatu eta konposatuok giza desagregazio sistemarekin baliozkotu ostean, 


Apg2 eta Hsc70 txaperoien inhibitzailetzat antzeman dira. Inhibitzaile hauek bi melanoma zelula 


lerro erabiliz aztertu dira. Identifikatutako konposatuetatik batek, PBk, melanoma zelula 


lerroekiko zitotoxizitatea erakusten du, baina ez ordea zelula lerro osasuntsuekiko; aditzera 


emanez Hsp inhibitzaile honek minbizi zelulen bideragarritasuna murrizten duela baina ez 


kontrolena. Tesi honek giza desagregazio sistemaren modulazioa bi ikuspuntutik aztertzen du. 


Batetik, Hsc70-Hsp40 bikote ezberdinek sistemaren funtzionaltasunean nola eragiten duten 


ikertzen du. Are gehiago, DnaJA2ren karboxilo muturreko luzapen sekuentziaren funtzioak 


ezagutzera ematen ditu. Bestetik, Apg2 eta Hsc70 txaperoien aktibitatean eragiten duten lotugai 


kimiko txikiak deskribatzen ditu. Horietatik batek (PB), minbiziaren aurkako tratamenduetan 


aukera terapeutiko potentziala izan lezake. 
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1. KAPITULUA. SARRERA 


1.1. Proteinen tolestea eta proteostasi sarea. 


1.1.1. Proteinen tolestea eta agregazioa. 


Sintetizatu ahala, proteinek kate linear bat izatetik haien hiru dimentsiotako egitura aktiboa 


lortzeko tolestu beharra daukate (Dobson et al., 1998). Toleste-prozesuaren ondorioz, proteinak 


berezko egitura, egitura natiboa deiturikoa, bereganatzen du zeina jatorrian proteinaren 


aminoazido sekuentzian zehaztuta dagoen (Anfinsen, 1973). Egun, polipeptido kateek haien 


egitura funtzionala lortzeko bidea deskribatzeko energia-paisaiak (energy landscapes) erabiltzen 


dira. Honen arabera, polipeptidoak inbutu energetikoetan (energy funnel) barrena tolestuz doaz 


egitura natibora heldu arte. Proteinaren sekuentzia eta zelularen baldintzen arabera inbutuok 


aldakorrak dira (Leopold et al., 1992) (1.1 irudia). Inbutuaren ahoaren zabalerak polipeptido 


desnaturalizatuaren entropia maila altua irudikatzen du. Polipeptidoa tolesten doan heinean, 


inbutua estutzen doa entropiaren jaitsiera sinbolizatuz. Energia-paisaian barrena beraz, 


entropia gutxituz doan bitartean egonkortze energia handitu egiten da. Proteinak energia aske 


baxuagoa duen egitura trinkoagoa bereganatzen du, horrela, energia aske minimoa duen egitura 


natibora heldu arte. Aminoazidoen arteko lotura ahul eta ez-kobalenteek bultzatuta 


egonkortzen da egitura natiboa. Proteina solugarriei dagokienez, aipatutako elkarrekintza 


ahulen artean, aminoazido hidrofobikoen artekoak dira funtsezkoak polipeptidoa egoki 


tolestuko bada (Hartl et al., 2011). Aminoazido apolar hauek medio urtsutik gordetzen den 


proteinaren muina zehazten dute eta aminoazido polarrek berriz, medioarekin elkarrekintzak 


ezartzen dituzte. Aipatzekoa da proteina jakin baten egitura natiboaren trinkotasuna aldakorra 


dela; zenbait proteinen egitura bereziki da malgua, bai bere osotasunean bai domeinu 


zehatzetan, eta hauei berezko proteina moldagarriak (BPM)- intrinsically disordered proteins- 


eta berezko atal moldagarriak (BAM) –intrinsically disordered regions- deritze, hurrenez hurren 


(Uversky, 2010). 


Orokorrean 100 aminoazidotik beherako proteinek gaitasuna dute egoera desnaturalizatutik 


natibora igarotzeko inbutu energetikoan zehar bestelako laguntzarik gabe. Proteinen 


gehiengoarentzat ordea, toleste-erreakzioa ez da bi pausotan ematen; hiru dimentsiotako 


egitura funtzionala lortzeko, egoera desnaturalizatutik abiatu eta egitura natibora bidean, 


bitarteko espezie desberdinez osatuta baitago toleste-erreakzioa. Bitarteko espezie hauen 


presentzia dela eta, energia-paisaia malkartsua da. Ondorioz, tolesten ari den proteina batek 


tranpa zinetikoak (kinetic traps) topa ditzake eta toleste-erreakzioaren bitarteko espezie batean 


egonkor mantendu. Espezie hauek ez daudenez behar bezala tolestuta, aminoazido hidrofoboak 


agerian koka daitezke (Dahiya eta Buchner, 2019). Bitarteko espezie hauek pilatu ahala, elkarren 


arteko elkarrekintza hidrofobikoak ezarri eta agregatu amorfoak sortzeko joera daukate (Eichner 


et al., 2011). Agregatu hauek eralda daitezke ordena maila altua duten eta ikuspuntu 


termodinamikotik oso egonkorrak diren zuntz itxurako agregatuak (amiloideak) sortuz; 


amiloideok bereizgarritzat dute β-orri-gurutzatudun osaketa (Chiti eta Dobson, 2017). 
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1.1 irudia. Proteinen toleste eta agregazioa energia paisaietan barrena. Sintetizatu berri diren polipeptido linear 
destolestuak inbutu bidez irudikatu daitekeen energia paisaian zehar igarotzen dira. Barne interakzioak (azalera 
berdea), egitura natiboa bereganatzeko beharrezkoak dira baina gerta daiteke polipeptido hauek agregatu amorfo 
edo zuntz amiloide bilakatzea molekulen arteko interakzioak (azalera gorria) gertatuz gero. Irudikatutako bi azalerak 
jarraiak direnez, egitura natibora bidean doazen konformazioak desegonkortu eta agregatuak sor daitezke. Txaperoi 
molekularren ekintza, irudian adierazi bezala, une ezberdinetan eman daiteke. Txaperoi molekularrek agregatuak 
berraktibatu, oligomeroak sortzea ekidin edota toleste bidean diren bitarteko espezieen toleste egokia eragin 
dezakete. Balchin et al., (2016) artikulutik moldatua. 


 


Zenbaitetan zelularen berezko baldintzak direla eta, proteinen toleste-prozesua oztopatu 


daiteke. Zitoplasmak esaterako, 300-400 g/l-ko proteina eta makromolekula kontzentrazioa du 


(Zimmerman eta Trach, 1991); molekulez bete-bete eginda (crowded) dago eta ondorioz, 


zelularen barne medioaren % 5-40 inguru baino ez dago eskuragarri (Ellis eta Minton, 2003). 


Funtsean zelularen barne medio eskuragarria handitu dezaketen erreakzioak errazago emango 


dira, hala nola: proteinen tolestea, destolestuta egotetik tolestuta egotera bolumena murrizten 


baita, oligomeroen sorrera eta baita molekulen arteko elkarrekintza ez-espezifikoak ere, 


agregatuen sorrera bultzatuz. Are gehiago, makromolekulez beterik egoteak, zelularen barne 


medioaren biskositatea altua izatea dakar. Proteinen toleste-prozesuan difusioa erreakzio-


abiaduran mugatzailea denean, zitoplasmaren biskositate altuak erreakzioa geldoagoa izatea 


eragin dezake (Christiansen eta Wittung-Stafshede, 2013).  


Kontuan hartzeko beste ezaugarri bat ingurumen estresen presentzia da. Proteinen egitura eta 


egonkortasuna, ingurumen baldintzekiko sentikorra da. Zelularen baldintzak alda ditzaketen 


faktoreetako batzuk, bero-estresa, oxidazio-estresa edo estres azidoa dira. Hauen aurrean 


sarritan proteinen 3. mailako egitura galdu daiteke egitura mantentzen duten hidrogeno zubien 


eta elkarrekintza elektrostatiko zein hidrofobikoen hausturagatik proteinaren destolestea 


eragiten baita (Goto et al., 1990; Weijers et al., 2003). Oxigeno eta klorodun espezie 


erreaktiboek aminoazidoen albo kateen eraldaketak eragin ditzakete. Histidina, triptofano eta 


sulfuro atomodunak diren zisteina eta metionina, oxidatuak izan daitezke. Klorodun espezie 


erreaktiboei dagokienez, hauek aminoazidoen amida albo-kateen klorazioa eragin dezakete. 
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Aipatutako aldaketa guzti hauek proteinen egitura edota funtzioan eragin dezakete desegoki 


tolestutako bitarteko espezieen sorrera bultzatuz (Stadtman eta Levine, 2003). 


Proteinek mutazioak pairatzen dituztenean, euren egitura eta egonkortasuna kolokan jarri 


daitezke (Sinha eta Nussinov, 2001). 1. mailako egituran emandako aldaketa hauek, proteinen 


2. mailako egituraren konformazioa eralda dezakete α-helize eta β-orrien antolaketan eraginez. 


Beraz, sortzen den 3. mailako egitura izan beharko lukeenarekiko desberdina eta hortaz, ez-


aktiboa izan daiteke. Mutazio jakin baten ondorioak desberdinak dira mutazio horren 


kokapenaren (gune aktibotik gertu edo aldenduta) eta aldatutako aminoazidoak ezartzen dituen 


elkarrekintzen arabera (3. mailako egitura egonkortzeko beharrezkoak diren ala ez) (Kumar eta 


Biswas, 2019). Are gehiago, mutazioek toleste-prozesua bera alda dezakete bitarteko espezie 


jakinen pilaketa faboratuz edo erreakzioaren abiaduran eraginez (Sinha eta Nussinov, 2001). 


Erreakzio-abiadura geldotzea eragiten duten mutazioen kasuan, bitarteko espezie jakinak 


egonkortzen direlako izaten da, bere horretan mantenduz gero, desegoki tolestutako proteinak 


agertzea erraztuz. 


Proteinen toleste-prozesua oztopatu dezaketen baldintzez gain, aipatzekoa da proteinen izaera 


malguak aurreko faktoreen eragina areagotu egiten duela. Baldintza jakinetan egitura natiboa 


duten proteinak partzialki destolestu daitezke, segmentu hidrofobikoak agerian utziz eta 


ondorioz, molekulen arteko interakzio ez-mesedegarriak sustatuz (Chiti eta Dobson, 2009). 


Bukatzeko, proteinen toleste-prozesuan eman daitezkeen ezbeharrek adinarekin lotura estua 


dute, hau delarik agregatuen sorrera eta toleste akastuna gertatzeko arrisku-faktore nagusia 


(Hipp et al., 2019; Hou et al., 2019). 


Era sinplean agregatuen sorrera nukleazio-kondentsazio ereduaren bidez deskriba daiteke 


(Wetlaufer, 1973). Eredu honek nukleazio eta hazkuntza pausoez osaturiko hiru atal ditu: lag-


fasea edo atzerapen fasea, fase esponentziala (polimerizazio edo elongazio izenez ere ezaguna) 


eta lautada edo fase egonkorra (1.2 irudia). Berezko proteina moldagarri batek edo baldintza 


zehatzen ondorioz partzialki destolestu denak, agerian uzten ditu aminoazido hidrofobikoak. 


Hauek molekulen arteko interakzioen bidez agregatu goiztiar edo oligomeroak sortzen dituzte. 


Oligomeroetara monomero berriak batu eta agregazio nukleoak sortzen dira. Nukleo hauek 


ordenamendu jakina pairatu eta hazkuntza faseko protozuntzak sortzen dituzte. Dena dela, kasu 


guztietan ez da agregatuen ordenamendua gertatzen eta agregatuak egoera amorfoan 


mantentzen dira (Chiti eta Dobson, 2017). Bide bat edo beste hartzearen arrazoia proteinaren 


sekuentziaren eta zelularen baldintzen araberakoa da. Zuntzak, ordena maila altuko agregatu 


disolbaezinak dira, hidrogeno zubien bidez egonkortzen direnak. Hazkuntza fasearen bukaeran, 


zuntz hauek plaka itxurazko egiturak sortzen dituzte (Muchowski, 2002). Agregazio prozesua ez 


da zurruna baizik eta dinamikoa. Adibidez, elongazio fasean zehar nukleo berriak sor daitezke 


eta zuntzak apurtu daitezke hazkuntzarako muturrak agerian utziz (Chaari, 2019). 
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1.2 irudia. Proteina amiloideen agregazio prozesua. Proteina amiloideen agregazio prozesuaren hasieran monomero 
bat destolestu egiten da. Nukleazio fasean zehar, monomero destolestuek elkarrekintzak ezartzen dituzte haien 
artean lehenik dimeroak eta ondoren oligomero deritzon partikula handiagoak sortuz. Monomero destolestu 
berriekin elkarrekintzak ezarri ahala, oligomeroek nukleo gisa joka dezakete elongazio fasea abiaraziz. Horrela, 
protozuntzak sortzen dira zeintzuek monomero zein oligomero gehiago onartzearekin batera zuntz heldu bilakatzen 
diren. 


 


Agregatu amorfo zein zuntzen sorrerak ondorio bikoitza du. Alde batetik, agregatua osatzen 


duten proteinen jatorrizko funtzioaren galera. Bestetik, funtzio toxiko baten agerpena. 


Agregatuen pilaketa toxikoa da eta zuzenki erlazionatuta dago zenbait giza gaitzekin. Komunean 


agregatuen pilaketa duten gaitzek amiloidosi izena hartzen dute. Agregatuek zitotoxizitatea eta 


azkenean zelularen heriotza eragiten dutela jakina da, baina gaur egun prozesuaren nondik 


norakoak ez dira guztiz ezagunak. Dena dela, agregatuak pilatzearen bi ondorio deskribatu dira: 


zelularen mintzean eragindako kalteak eta interakzio akastunak proteina solugarri eta RNA 


molekulekin (Hipp et al., 2019). Eztabaida dago zitotoxizitatea eragiten duten elementuen 


inguruan. Hasiera batean oligomero eta zuntz helduei egozten zitzaien efektu kaltegarria 


(Lambert et al., 1998). Gaur egun ordean, zitotoxizitatearen erantzule nagusiak oligomeroak 


direla uste da. Egiturari dagokionez oligomeroak oso aldakorrak dira, proteinan zeharreko atal 


hidrofobikoak agerian izateko joera dute eta parekatu gabeko β-harizpiak dituzte. Ezaugarri 


hauen guztien ondorioz, oligomeroen izaera oso erreaktiboa da; erraztasun handiz bai proteina 


zein mintzekin erreakzionatzen dute. Zuntz helduek ordea, aminoazido hidrofobikoak ezkutuan 


dituzte eta oso egonkorrak dira (Cheon et al., 2007). 


Neuroendekapena eragiten duten gaitzak, hala nola Alzheimer, Parkinson Huntington eta 


gaixotasun prionikoak, β-peptido amiloideak (Aβ), Tau proteinak, α-sinukleinak, hugtintina 


proteinak eta prioi proteinak (PrP) eragindako amiloidosiak dira, hurrenez hurren (Duda et al., 


2002; Laurén et al., 2009; Penney et al., 1997; Spillantini et al., 1998). Gaitz hauen agerpena 


eragozteko agregatuen sorrera ekidin edo agregatuak ezabatu beharko lirateke. Proteostasi 


sareak aipatutako prozedurak burutzea du helburu, proteoma osasuntsu bat bermatzeko. Hala 


ere, proteinen kalitate kontrolerako sare honek zenbaitetan huts egiten du eta kasu horietan 


aurretik aipatutako gaixotasunak garatu daitezke. 
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1.1.2. Proteostasi sarea. 


Proteostasi sarearen helburu orokorra proteinen sintesi eta degradazioaren arteko oreka 


mantentzea da. Horretarako hainbat funtzioz arduratzen da: proteinen kokapena, toleste 


egokia, agregatuen sorrera ekiditea, autofagia, proteasoma bidezko degradazioa eta proteina-


agregatuen berraktibazioa. Proteostasi sareko bideek elkar gurutzatzen dute eta haietatik 


zenbait, estres ezberdinen eraginez aktibatzen dira. Horren adibide dira zitosoleko estresaren 


ondoriozko erantzunean (cytosolic stress response), eta mitokondrio eta erretikulu 


endoplasmatikoko proteina destolestuek eragindako erantzunean (unfolded protein response) 


parte hartzen duten proteina-bideak. Transkripzio-faktore desberdinek abiarazten dituzte 


erantzun hauek, bertan parte hartzen duten proteinen transkripzioa aktibatuz. Proteina 


destolestuekiko sentikortasuna duten zitosoleko HSF1 eta FOXO, eta erretikulu 


endoplasmatikoko IRE1, PERK eta ATF6 transkripzio-faktoreak arduratzen dira funtzio honetaz 


(Hartl et al., 2011). 


Proteostasi sareak hiru ardatz nagusi ditu: proteinen sintesia eta tolestea, konformazio-


mantentzea eta degradazioa (1.3 irudia). Aurretik aipatu bezala, sintetizatu berri den 


polipeptido baten sekuentziak, proteina egoki tolesteko beharrezko informazioa du. Hala ere, 


energia paisaiaren konplexutasuna eta zelularen barneko baldintzak direla eta, proteinen 


gehiengoa ez da bere kabuz 3. mailako egitura aktiboan tolesteko gai edo ez behintzat dagokion 


denboran (Hipp et al., 2019). Proteostasi sarea osatzen duten proteinen artean txaperoi 


molekularrak daude zeintzuek, haientzako substratu diren proteinen toleste egokia, proteinen 


mihiztadura eta kokapen zehatza bermatzen duten (Hartl, 1996). Azken honi dagokionez, 


txaperoiek berebiziko funtzioa burutzen dute. Zelulak sintetizatzen dituen proteinen bi herenek, 


haien funtzioa garatzeko zelularen konpartimentu jakin batean egon behar dute (Thul et al., 


2017). Hori gauzatzeko, txaperoi molekularrek proteina-substratuak garraiatu eta ituratzen 


dituzte. Mitokondrioa eta erretikulu endoplasmatikoa itu duten proteinen kasuan, adibidez, 


txaperoi molekularrek proteina-substratuen toleste goiztiarra saihesten dute dagokien 


organuluan zehar translokatu daitezen eta ondoren organulu barnean toleste-prozesuan 


laguntzen dute (Fewell et al., 2001). 


Bestalde, txaperoi molekularrek bere gain hartzen dute gaizki tolestutako proteinen bertolestea, 


eta baita agregatuen ezabapen eta berraktibazioa ere, bai estres baldintzetan zein baldintza 


normaletan (konstitutiboki adierazitako txaperoiak) (Kim et al., 2013). Bada, txaperoien 


gehiengoaren adierazpen maila areagotu egiten da estres egoeretan, gaizki tolestutako 


bitarteko espezieen kontzentrazioa altuagoa baita egoera hauetan. Zitosolean jasaten den 


estres mota nagusia bero-estresa da. Hori dela eta, estres baldintza hauetan gainadierazten 


diren proteinei Hsp (heat shock protein) deritze. Txaperoi molekularrek zelularen 


bideragarritasuna mantentzen dute desegoki tolestuta dauden espezieak solugarri mantenduz 


eta hauek bertolestu edo degradaziora bideratuz (Hartl et al., 2011). 


Proteinen degradazioari dagokionez, txaperoi molekularrek bi bide proteolitikotan parte hartzen 


dute: ubikitina-proteasoma sisteman (UPS) eta autofagosoma-lisosoma bidean (Dikic, 2017). 


Ubikitina-proteasoma sistema, proteinen degradaziorako bide nagusia da non proteinak 


zatikatu egiten diren peptidoak emanez. Proteasomak bi unitate ditu. Lehenik, 19S estalki 


unitate erregulatzaileak, ubikitina kateak deuseztatzen ditu ubikitina degradazio seinalea duten 


proteinetatik eta 20S unitatera bideratzen ditu proteolizatu daitezen. Prozesu honen hasieran 


E1 ubikitina aktibatzeko entzimek, E2 ubikitina eransteko entzimek eta E3 ubikitina ligasek parte 


hartzen dute (Finley, 2009). Hiru entzima mota hauen jardueraren ondorioz, degradatu 
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beharreko proteinei ubikitina seinaleak eransten zaizkie. Txaperoi molekularrek seinaleok 


identifikatu eta proteasomara daramatzate (Labbadia eta Morimoto, 2015). Proteinen 


degradaziorako biderik erabiliena den arren, proteasomak substratu gisa jaso ditzakeen 


proteinen gehienezko tamaina zehatza du 20S unitatearen poroak mugatua. Proteinen 


degradaziorako proteasoma erabilgarria ez den kasuetan, autofagosoma-lisosoma bidea 


erabiltzen da. Lisosomek degradazio entzima ez-espezifikoak gordetzen dituzte zeintzuek izaera 


anitzeko substratuak degrada ditzaketen autofagiaren azken pausoan (Yang eta Klionsky, 2010). 


Makroautofagia, mikroautofagia eta txaperoiek bideratutako autofagia (chaperone-mediated 


autophagy, CMA) ubikitina-proteasoma sistemarekin batera proteinen degradaziorako bide 


osagarriak dira. Txaperoiek bideratutako autofagiaren kasuan, degradaziorako substratuak 


identifikatu eta lisosometara eramareko betebeharra dute txaperoiek (Labbadia eta Morimoto, 


2015). 


Esan bezala, txaperoi molekularrek garrantzi handia dute zelularen homeostasian, proteostasi 


sistemaren parte direlako eta bertan funtzio anitzak betetzen dituztelako. Jarraian, proteina 


talde handi honen ezaugarriak zehaztuko dira. 


 


1.3 irudia. Proteostasi sarea osatzen duten hiru ardatzak eta agregatuen eraketa. Proteostasi sarea osatzen duten 
ardatzek agregatuen eraketa (gezi gorriak) eragoztea dute helburu. Hiru ardatz nagusi daude: proteinen sintesia eta 
tolestea (gezi berdeak), konformazio-mantentzea (gezi urdinak) eta degradazioa (gezi moreak). Txaperoi 
molekularrek funtzioak betetzen dituzte hiru ardatzetan. Proteina sintetizatu berrien tolestea eta desegoki tolestuta 
daudenen bertolestea ahalbidetzen dute, desagregazio bidez agregatuak berraktibatzen dituzte eta degradazio 
bideekin elkarlanean (UPS eta autofagosoma-lisosoma bidea) proteinen berriztapena bermatu eta agregatuak zein 
desegoki tolestutako espezieak ezabatzen dituzte. Hipp et al., (2019) artikulutik moldatua. 
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1.2. Txaperoi molekularrak. 


Txaperoi molekularrek egitura aldetik elkarrekiko loturarik ez duten proteina taldea osatzen 


dute. Definizioz, beste proteina batzuen toleste egokian eta mihiztaduran laguntzen dute haien 


substratuen egitura helduaren parte izan gabe (Hartl, 1996). Definizio hau are zabalagoa izan 


beharko litzateke proteina talde honek burutzen dituen gainontzeko funtzioak ere barne hartuz: 


proteinen garraioa, bertolestea, degradazioa eta agregatuen desagregazioa (Hipp et al., 2019). 


Txaperoi molekularren taldean aurkitzen diren proteinak haien pisu molekularraren arabera 


sailkatzen dira. Aurretik esan bezala, Hsp deituriko proteinak txaperoi molekularrak dira eta pisu 


molekularraren araberako sailkapenari jarraiki, Hsp txikiak (small hsp, sHsp), Hsp40, Hsp60, 


Hsp70, Hsp90 eta Hsp100 familietan banatzen dira (Kampinga et al., 2009). Dena dela, txaperoi 


molekular guztiak ez dira Hsp familiakoak; adibidez, TPR-domeinua duten txaperoiak (Zeytuni 


eta Zarivach, 2012), prefoldin (PFD) deituriko proteina (Sahlan et al., 2018) edo mitokondrio eta 


erretikulu endoplasmatikoko zenbait txaperoi espezifiko (Kleizen eta Braakman, 2004; Tatsuta 


et al., 2005). 


Burutzen duten funtzioaren arabera txaperoi molekularrek izen ezberdina jasotzen dute. 


Foldasa (foldase) deritze proteinen toleste eta bertoleste-prozesuetan parte hartzen dutenei. 


Desagregasa (disaggregase) izenez ezagutzen diren txaperoien funtzio nagusia desagregazioa 


da, hau da, proteina-agregatuak sortzen dituzten monomeroak askatu, behar bezala tolestu eta 


agregatuak desegitea. Ekintza hau ATParen menpekoa izan ohi da eta substratuarekiko lotura 


eta askapena nukleotidoaren hidrolisiaren bidez erregulatzen da. Azkenik, holdasa (holdase) 


deituriko txaperoiak daude, zeintzuek ez duten ATParen beharrik haien funtzioa burutzeko. 


Proteina hauek (partzialki) destolestutako substratuekin elkarrekintzak ezarri eta haien 


agregazioa ekiditen dute (Kim et al., 2013). 


 


1.2.1. sHsp. 


Txaperoi molekular txikiek, sHsps-ek, talde anitz eta heterogeneoa osatzen dute eta izaki 


bizidunen erreinu guztietan aurki daitezke. Haien tamaina 15-40 kDa bitartekoa da, estresen 


eraginpean gainadierazten dira eta ez dute ATParen beharrik haien funtzioa betetzeko 


(Kriehuber et al., 2010). Talde honetako proteina guztiek α-kristalino (α-crystallin) domeinua 


dute komunean. Horrela deritzo domeinuari begi leiarrean adierazten den izen bereko sHsp-ari 


erreferentzia eginez. Txaperoi hauek berezko bi mutur moldagarri dituzte. Alde batetik, itzulpen 


ondoko eraldaketen bidez erregulatu daitekeen amino mutur ez kontserbatua. Adibidez, serina 


hondarren fosforilazioak, sHsp27 familiako HspB1 txaperoiaren aktibitatea doitzen du (Clouser 


et al., 2019). Bestetik, oligomerizatzeko gaitasuna duen karboxilo muturra dute; BAMa dena 


(Delbecq eta Klevit, 2013). Oligomeroak eratzea txaperoi familia honen ezaugarri bat da, 24-40 


monomeroz osatutako proteina-elkarketak sortzen dituzte (Carra et al., 2019). Oligomeroen 


eraketan parte hartzen duten monomero kopurua, zelularen barne inguruko baldintzen eta sHsp 


motaren araberakoa da. Kasu guztietan elkarketa hauek beharrezkoak dira txaperoiak holdasa 


gisa aritu daitezen (Garrido et al., 2012). 


Familia honetako proteinek toleste bidean diren bitarteko espezieekiko afinitate altua dute eta 


oro har ez dute substratu zehatzekiko espezifikotasunik. (Partzialki) destolestutako proteinek 


agerian dituzten atal hidrofoboekin ezarritako elkarrekintzen bidez, sHsp-ek haien substratuak 


solugarri mantendu eta agregazioa eragozten dute (Jakob et al., 1993). Bitarteko espezie hauen 


egonkortze energia gutxituz, beste txaperoi batzuek tolestu ditzaten konformazio eskuragarrian 
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mantentzen dituzte. Gizakietan HspB deituriko 11 sHsp daude, HspB1etik hasi eta HspB11ra 


arte. Hauetako batzuk nonahi adierazten dira eta beste batzuk ehun jakinetan, hala nola, begi 


leiarreko αA-kristalinoa (Garrido et al., 2012). Txaperoi familia honen erregulazioan gertatuko 


gorabeherak neuroendekapena eragiten duten gaitzekin erlazionatuta daude. HspB5ak 


neurobabesa eskaintzen du burmuinean eta argitaratu bezala, HspB1 eta HspB5ak α-sinukleina 


substratua lotu eta honetan oinarritutako zuntz amiloideen eraketa saihesten dute (Carra et al., 


2019). Holdasa funtzioaz haratago, txaperoi hauek kontrolpeko agregazioa sustatzen dute. 


Legamian aurkitzen den sHsp42ak esaterako, desegoki tolestutako proteinen agregazioa 


errazten du babes neurri gisa, toleste bidean diren bitarteko espezie hauek ez dezaten elkarrekin 


egoera natiboan dauden proteinekin. Orain gutxi deskribatu den funtzio honi, sekuestrasa 


(sequestrase) deritzo (Grousl et al., 2018; Ho et al., 2019). 


 


1.2.2. Hsp40. 


Familia honetako kide guztien ezaugarri komuna J-domeinu deituriko 70 aminoazido hondarrez 


osaturiko sekuentzia da. Txaperoi hauek nonahi adierazten dira eta J-domeinuaz gaindi haien 


artean heterogeneotasun handikoak dira. Sarritan proteina familia honi J-domeinudun proteina 


(JDP) deritzo. Egiturari dagokionez, hiru talde nagusitan banatzen dira A, B, C edo I, II, III 


klaseetan sailkatzen direlarik (1.4 irudia). A klaseko Hsp40ek bost domeinu dituzte: amino 


muturreko J-domeinua (JD), glizina eta fenilalaninan aberatsa den domeinua (G/F), karboxilo 


muturreko I eta II domeinuak (KMD I eta KMD II), KMD I domeinuan txertatuta dagoen zink 


atzamar domeinua (ZAD) eta dimerizazio domeinua (DD). B klaseko txaperoiek aurrekoen 


domeinu antolaketa bera dute ZAD salbu. C klasean sailkatzen diren Hsp40ak sekuentzia eta 


egitura aldetik aldakorrenak dira eta gutxien ezagutzen diren txaperoiek osatzen dute. Talde 


honetako Hsp40ek J-domeinua badute ere, honek ez du zertan amino muturrean kokatuta egon 


(Liu et al., 2020). Horretaz gain, aurreko bi klaseetan aurkitzen ez diren domeinuak izan 


ditzakete, hala nola TPR errepikapenak (TPR-repeats), mintzean zeharreko helizeak edo 


polipalmitoilatutako zisteinetan aberatsak diren sekuentziak (Mayer eta Bukau, 2005). 


 


1.4 irudia. A, B eta C klaseko Hsp40en domeinu banaketa. Hsp40 familia hiru klasetan banatzen da eta hirurek 70 
hondarrez osatutako J-domeinua (JD) dute. A eta B klaseetako txaperoiek domeinu banaketa berdintsua dute. JDtik 
hasi eta ondoren, glizina eta fenilalaninan aberatsa den atala (G/F) dago. Ondoren karboxilo muturreko bi domeinuak 
(KMD I eta KMD II) daude eta bukatzeko dimerizazio domeinua (DD). B klaseko proteinek ez bezala, A klasekoek zink 
atzamar domeinua (ZAD) dute KMD I-ean txertatuta. C klaseko txeperoiak desberdinak dira haien artean, dituzten 
domeinu mota eta banaketari dagokionez. Guztiek JD domeinua duten arren, honen kokapena sekuentzian zehar 
edonon agertu daiteke. 


 


Hsp40 familiako proteinek gaitasuna dute izaera anitzeko substratuekin elkarrekintzak 


ezartzeko; batzuk substratu jakin batekiko espezifikoak diren bitartean, beste Hsp40 batzuk 


espezifikotasun ezagatik nabarmentzen dira (Craig eta Marszalek, 2017). A eta B klaseko Hsp40ei 
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kanoniko deritze eta hauetan substratua KMDaren bidez lotzen da, G/F eta ZAD domeinuek ere 


parte hartzen duten arren (Li et al., 2003; Perales-Calvo et al., 2010; Szabo et al., 1996). 


Hsp40 txaperoi guztiek gaitasuna dute Hsp70en ATPa hidrolizatzeko aktibitatea (ATPasa 


aktibitatea) suspertzeko komunean duten J-domeinuaren bitartez (Kampinga eta Craig, 2010). 


Hala ere, aipatutako gaitasuna izateaz gain funtzio oso ezberdinak gauzatzen dituzte. Funtzio 


guztietatik ezagunena Hsp70 familiako proteinen txaperoi-kide (cochaperone) izatea da. Hala, 


Hsp70 proteinek burutu ditzaketen funtzio anitzen erantzuletzat jotzen dira Hsp40 txaperoi-


kideak. Hobeen deskribatuta dagoen Hsp70-Hsp40 elkarrekintza substratuen bertolestean 


ematen dena da, non Hsp40ak Hsp70arengan ATPa hidrolizatzeko gaitasuna suspertu ahala 


bertolestu beharreko substratuak ematen dizkion. Dena dela bi txaperoi familietako kideek 


hainbat eginkizun gehiago burutzen dituzte: proteinen agregazioa saihestea, proteinen 


degradazioa eta mintzean zeharreko proteinen translokazioa, beste hainbaten artean. Hsp70 


proteinekin batera funtzioak garatzeaz gain, Hsp40 proteinek haien kabuz proteina-substratuen 


agregazioa ekidin dezakete (Craig eta Marszalek, 2017). 


 


1.2.3. Hsp60. 


Txaperonina (chaperonin) izenez ere ezagunak, Hsp60 familiako proteinek eraztun bikoitz itxura 


dute, non eraztun bakoitza zazpi monomeroz osatuta dago. Txaperonina hauek ATPa 


hidrolizatzeko gaitasuna dute eta erreakzio horretatik askatutako energia proteinen tolestera 


eta proteinen mihiztadurara bideratzen dute (Hemmingsen et al., 1988). Haien egiturari 


dagokionez, familia hau osatzen duten proteinak I eta II azpitaldeetan banatzen dira. I. 


azpitaldeko txaperoninen artean mitokondrioko eta kloroplastoetako Hsp60ak daude, baita 


bakterioetan aurkitzen den GroEL ere. II. azpitaldea osatzen duten txaperoninei TRiC/CCT 


konplexu deritze eta arkea eta eukaria domeinuetan aurki daitezke. Azken talde honetako 


txaperoninek zortzi unitatez osatutako bi eraztun dituzte eta I. azpitaldeko Hsp60ek ez bezala, 


ez dute txaperoi-kideen beharrik haien funtzioa aurrera eramateko. 


I. azpitaldeko txaperoninek osatzen dituzten bi eraztunen artean sortzen den barrunbean 


elkarrekintzak ezartzen dira proteina-substratuek agerian dituzten hondar hidrofobikoekin 


(Chaari, 2019). Hsp60 hauek, Hsp10 txaperoi-kideen laguntza jasotzen dute kupula itxurako 


konplexu bat eratuz. Egitura horren barnean proteina-substratua kokatzen da. Hsp60ak 


beharrezkoak dira proteinen homeostasia bermatzeko, zelularen proteina guztien % 15-30aren 


toleste-prozesuaz arduratzen baitira (Ranford et al., 2000). Horretaz gain Hsp70 txaperoiekin 


elkarlanean aritzen dira proteina jakinen bertolestea burutuz. Parkinson gaixotasunari lotuta 


dagoen α-sinukleina proteinarekin elkarrekintzak ezartzen dituela deskribatu den arren, 


oraindik ez dago argi Hsp60 txaperonina neuroendekapena eragiten duten gaixotasunekin 


erlazionatuta dagoen ala ez (Spillantini et al., 1998). 


GroE sistema, GroEL (Hsp60) eta GroES (HSP10) proteinek osatzen dute. GroEL, I. azpitaldeko 


txaperonina, zilindro itxuradun bi eraztun heptamerikoz osatuta dago. GroES eraztun itxurako 


heptamero bat da baita ere. 1.5 irudian erakutsi bezala, GroEL-GroES konplexuaren zikloaren 


hasieran, GroELek egitura natiboa galdu duen substratu batekin elkarrekintzak ezartzen ditu. 


Ondoren, txaperonina osatzen duten bi eraztunetatik bateko monomero bakoitzak ATPa lotu 


eta jarraian GroEL-GroES kupula itxurako konplexua eratzen da sortutako barrunbe itxian 


substratua bahitzen delarik (cis konplexua). Substratua ingurune isolatu batean aurkitzeak bere 


toleste-prozesua errazten du, zeina ATParen hidrolisitik askatutako energiaren laguntzaz 
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ematen den (Buchner et al., 1991). Nukleotidoaren hidrolisiaren ostean cis konplexua 


desegonkortu eta trans eraztunean 7 ATP molekula berrik loturak ezartzea ahalbidetzen da. ATP-


GroEL lotura berriak substratu tolestuaren, GroES txaperoi-kidearen eta ADP molekulen 


askapena dakar cis eraztunean. Ziklo hau behar adina aldiz errepikatzen da substratua 


konplexura lotuz eta askatuz bere egitura natiboa lortu arte. GroEL:GroES estekiometriaren 


arabera, bi konplexu mota sor daitezke: aurretik deskribatu moduan ziklo bakoitzean GroES 


GroEL zilindroaren mutur bakarrera batuz (konplexu asimetrikoa) edo mutur bakoitzera GroES 


bana lotuz (konplexu simetrikoa). Azken kasu honetan ziklo bakoitzeko aldi berean bi 


substraturen toleste-prozesua ematen da (Dahiya eta Buchner, 2019). 


 


1.5 irudia. GroEL-GroES erreakzio zikloa. GroEL-GroES konplexu asimetrikoak burututako substratu baten toleste-
prozedura. ATParen presentzian, egitura natiboa ez duen substratu batek elkarrekintzak ezartzen ditu GroEL 
txaperoninaren cis aldean. GroES txaperoi-kideak GroELen barrunbea itxi eta barnean ATParen hidrolisitik askatutako 
energia, substratua egoki tolestera bideratzen da. Nukleotidoaren hidrolisiaren ostean cis konplexua ahuldu egiten 
da eta ATP molekula berriak konplexuaren trans aldera batzea ahalbidetzen da. Eraztun horretara substratu berri bat 
eta GroES erakarri ahala, kontrako eraztunean ADP, substratu eta GroESen askapena gertatzen da. Substratua era 
errepikakorrean konplexura batu eta honetatik askatuko da bere egitura natiboa berreskuratu arte. Egitura natiboan 
substratuak oso afinitate baxua du konplexuarekiko, hondar hidrofobiko itsaskorrak substratu-proteinaren egituraren 
muinean gordetzen direlako eta beraz, ezin delako elkarrekintzarik ezarri GroEL barrunbeko hondar apolarrekin. 


 


1.2.4. Hsp70. 


Hsp70 txaperoiak zelula prokarioto eta eukariotoen zitoplasman zein organuluetan aurkitzen 


dira eta haien adierazpena estres menpekoa edo konstitutiboa izan daiteke. Prokariotoek hiru 


Hsp70 isoforma dituzten bitartean – DnaK, HscA (Hsc66) eta HscC (Hsc62) - (Yoshimune et al., 


2002), eukariotoek kokapen eta baldintza ezberdinetan adierazten diren Hsp70 isoforma kopuru 


altuagoa dute. Gizakion zitoplasman Hsp70 proteina estres baldintzetan adierazten den 


txaperoia da eta Hsc70, konstitutiboki adierazten dena. Konpartimentu zehatzetan adierazten 


diren Hsp70ei dagokienez, BiP/Grp78/HSPA5 eta HSPA9/mortalina (mortalin) mitokondrio eta 


erretikulu endoplasmatikoko isoforma espezifikoak dira, hurrenez hurren (Chaari, 2019). 


Txaperoi molekularren arteko sarearen erdigunean aritzen den nodo edo gune zentraltzat jotzen 


dira Hsp70ak tartean, estres baldintzetan zein baldintza normaletan zelularen bideragarritasuna 
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bermatzeko burutzen dituzten funtzio anitzak direla eta: proteina sintetizatu berrien tolestea, 


substratuen banaketa Hsp70tik aurrerantza aritzen diren txaperoiei (Hsp90 eta Hsp60), mintzen 


zeharreko proteinen translokazioa, proteinen bertolestea, desagregazioa eta proteina 


konplexuen muntaketa-desmuntaketa.  


Familia honetako proteinek bi domeinutan banatutako egitura dute: amino muturreko 


nukleotidoa batzeko domeinua (NBD), zeinetan ATParen hidrolisia ematen den, eta karboxilo 


muturreko substratua batzeko domeinua (SBD). Bi domeinu hauen artean kontserbaturiko 10-


12 hondarrek osatutako lotura sekuentzia dago, zeinak domeinuen arteko komunikazioa 


ahalbidetzen duen (English et al., 2017). SBDa bi ataletan banatuta dago: alde batetik, SBDβ 


deitzen den β-sandwich azpidomeinua non substratua lotzen den; bestetik, α-helizez osaturiko 


SBDα, SBDβ-ren estalki gisa diharduena (Zuiderweg et al., 2013). 


Hsp70 proteinek haien ATPasa zikloan zehar konformazio aldaketa nabarmenak pairatzen 


dituzte. ATPa lotuta dutenean, SBDak afinitate baxua du substratuekiko eta ondorioz 


substratuak lotu eta askatu egiten ditu era azkarrean. ATParen hidrolisiak eragindako 


konformazio aldaketa dela eta, substratuekiko afinitatea handitu egiten da (Mayer eta Bukau, 


2005). Beraz, ATParen hidrolisia eta substratuen lotura estuki erlazionatuta daude. Bi txaperoi-


kidek prozesu hauek erregulatzen dituzte: Hsp40ek eta nukleotidoa elkartrukatzeko faktoreek 


(NEF) (nucleotide exchange factor). Aipatu bezala, Hsp40ek Hsp70 txaperoiak funtzio anitz 


burutzera bideratzen dituzte, txaperoien berezko ATPasa aktibitate baxua suspertzen dute eta 


substratuak igortzen dizkiete Hsp70ei (Karzai eta McMacken, 1996). NEFek Hsp70ak ATPa 


hidrolizatu ondorengo ADPa txaperoitik askatzeko prozesua azkartzen dute (Bracher eta 


Verghese, 2015). NEF ezagunenetako bat bakterioetan aurkitzen den GrpE da, gizakion 


mitokondrioetan ere badagoena. Gizakiotan NEF gisa aritzen diren beste hiru familia gehiago 


daude: BAG-domeinua duten proteinak, HspBP1 (Armadillo familia) eta Hsp110/Grp170 familia 


(Bracher eta Verghese, 2015). 


Hsp110 familiak egitura aldetik antzekotasun handia du Hsp70ekin. Bada, ikuspegi ebolutibotik 


Hsp70etik sortutako adar dibergente bat osatzen dute. Hsp110ek bi luzapen dituzte SBDan 


Hsp70ekin alderatuz gero; bata, SBDβ-n txertatutako sekuentzia azidoa da eta bestea, karboxilo 


muturreko luzapena SBDα-n (Easton et al., 2000). Txaperoi talde honek Hsp70ekiko daukan NEF 


funtzioaz gain, bere horretan txaperoi funtzioa betetzen du besteak beste, proteinen agregazioa 


eragotziz eta zelulei termotolerantzia emanaz (Mattoo et al., 2013; Oh et al., 1997; Oh et al., 


1999). 


 


1.2.5. Hsp90. 


Hsp90 familiako kideak organismo guztietan aurki daitezke, bakterioetatik hasi eta gizakiotara 


arte, eta organismoetan zehar oso kontserbatuta daude. Gizakiotan txaperoi mota ugariena da 


(Chaari, 2019). Hsp90 proteinek ATParen hidrolisitik askatutako energia erabiltzen dute haien 


funtzioak betetzeko eta Hsp70en antzera, proteostasi sareko partaide garrantzitsuak dira, nodo 


gisa jarduten dutelarik. Txaperoi hauek egoera konstitutibo zein estres egoeretan adierazten 


dira, nahiz eta azken kasuan adierazpen maila handitzen duten (Borkovich et al., 1989). 


Legamietan Hsc82 eta Hsp82 eta gizakiotan Hsp90β eta Hsp90α, isoforma konstitutibo eta estres 


egoeretan adierazitako isoformak dira, hurrenez hurren (Chen et al., 2006). 


Itu-substratu ugari dituzten txaperoiek ez bezala, Hsp90 proteinak oso espezifikoak dira lotzen 


dituzten substratuekiko. Haien substratu ezagun batzuk, kinasak, hormona-hartzaileak, E3 
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ligasak eta transkripzio-faktoreak dira (Taipale et al., 2012). Txaperoi hauek egitura natibotik 


gertu dauden substratuak lotzen dituzte hauek egonkortuz eta toleste-prozesuaren azken 


pausoak arinduz (Pearl eta Prodromou, 2006). Hsp90 proteinak txaperoi-kide ezberdinekin 


elkarrekintzan aritzen dira (Dahiya eta Buchner, 2019) eta sarritan Hsp70-Hsp40 


txaperoiengandik jasotzen dituzte substratuak toleste-prozesuarekin bukatzeko (Chaari, 2019). 


TPR-domeinua duen HOP proteina, giza Hsp90 proteinen txaperoi-kide ezaguna da, Hsp70 eta 


Hsp90a fisikoki lotzen dituena substratuen transferentzia eman dadin batetik bestera; honen 


baliokidea legamian Sti1 da (Chen eta Smith, 1998). 


Hsp90aren forma funtzionala dimeroa da non monomero bakoitzak 3 domeinu dituen: amino 


muturreko ATPa lotzeko domeinua, karboxilo muturreko dimerizazio domeinua eta erdiguneko 


domeinua, aurreko bien artean aurkitzen dena. Karboxilo muturreko domeinuak sekuentzia 


hidrofobiko batez osatutako isatsa du, MEEVD motiboa duena. Honek, elkarrekintzak ezartzen 


ditu TPR-domeinua duten proteinekin (Schopf et al., 2017). Txaperoiaren eta substratuaren 


arteko elkarrekintzak erdiguneko domeinuaren bidez ezartzen dira (Genest et al., 2013; Lorenz 


et al., 2014; Retzlaff et al., 2010; Schmid et al., 2012). 


Proteina familia honek ATP bidezko erregulazio alosterikoa du (1.6 irudia). ATPa lotu aurretik, 


Hsp90 dimeroak `V´ itxura du. Nukleotidoa batzean, proteinak konformazio berrantolaketa bat 


pairatzen du eta amino muturreko domeinuak ATPa inguratzen du. Hurrengo pausoetan 


txaperoia bi konformazio ezberdinetatik igaro eta bukaeran konformazio itxia deritzona hartzen 


du non erdiguneko domeinuan dagoen aminoazido batek amino muturreko domeinuarekin 


elkarrekin eta katalisia gertatzen den. ATPa hidrolizatu ostean ADPa eta fosfato inorganikoa (Pi) 


askatu eta dimeroa hasierako egoerara bueltatzen da. Gaur egun, ATPasa ziklo honen eta 


substratuaren loturaren arteko harremana ezezaguna da (Dahiya eta Buchner, 2019). 


 


1.6 irudia. Hsp90 familiaren ATPasa zikloa. Hsp90 dimeroaren ATPa lotu aurreko konformazioa irekia eta `V´ 
itxurakoa da. ATPa lotutakoan amino muturreko estalkia itxi egiten da. Ondoren, amino muturrek dimerizatu eta 
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lehen konformazio itxia sortzen da are itxiago bilakatzen dena egitura berrantolaketa baten ondorioz. Konformazio 
honek ATParen hidrolisia ahalbidetzen du. ATPa hidrolizatu ostean amino muturrak elkarrengandik banatu eta 
txaperoia hasierako konformaziora bueltatzen da. Dahiya eta Buchner, (2019) artikulutik moldatua. 


 


1.2.6. Hsp100. 


Eukariotoetan aurkitzen den Hsp104 eta bakterioetako ClpB, Hsp100 familiako ordezkari 


ezagunak dira eta bero estresaren aurrean zelulen bideragarritasuna bermatzeko eta 


agregatuetatik monomeroak askatzeko gaitasun handia dute (Lee et al., 2010). Txaperoi hauek 


AAA+ (ATPases associated with various cellular activities) taldeko kide dira. Talde honetako 


proteinen ezaugarri bereizgarri bat, ATParen erabilera da proteinen destoleste, desagregazio eta 


proteina elkarketen desmuntaketa burutzeko (Haslberger et al., 2007). Proteinaren forma 


aktiboa homohexamerikoa da, non sei monomerok eraztun itxuradun poliproteina egituratzen 


duten; monomero bakoitzak bi ATP molekula lotzen ditu. Monomeroen arteko elkarrekintzak 


dinamikoak dira eta zelularen baldintzen, proteina kontzentrazioaren eta nukleotidoaren 


presentziaren arabera alda daitezke. Dena dela, soilik konformazio hexamerikoa da gai Hsp70 


txaperoiarekin elkarrekintzak ezartzeko eta hortaz desagregazio funtzioa gauzatzeko (Aguado et 


al., 2015). 


ClpB monomeroaren egitura ATPa batzeko bi domeinuz osatuta dago (NBD1 eta NBD2). 


Bestalde, NBD1 domeinuaren baitan erdiguneko domeinua dago, ClpB eta Hsp104 txaperoiek 


baino ez dutena. ClpB proteinak ez bezala, Hsp104 homologo eukariotoak, karboxilo muturrean 


luzapen bat du, monomeroen arteko elkarketan parte hartzen duena (Mackay et al., 2008). 


Agregatuak era egokian berraktibatu daitezen Hsp70 txaperoiak Hsp100 proteinekin batera 


dihardu. Bakterioetan, DnaJ (Hsp40) txaperoi-kideak, agregatuen gainazalean agerian diren 


sekuentzia hidrofoboekin elkarrekin eta DnaK (Hsp70) erakartzen du. ATParen presentzian, 


DnaK-ClpB elkarrekintzaren ondorioz polipeptido kateak ClpBren eraztunean zehar translokatu 


ahala euren egitura galtzen dute eta eraztunetik igarotakoan destolestu egiten dira. Behin 


ClpBren eraztunean zehar pasata, polipeptido destolestuak euren kabuz edo beste txaperoi 


batzuen laguntzaz tolestuko dira egitura natiboa berreskuratuz (Aguado et al., 2015) (1.7 irudia). 


 


1.7 irudia. ClpB proteinaren ziklo funtzionala DnaK eta DnaJ txaperoiekin elkarrekintzan. DnaJ txaperoi-kideak 
agregatuen gainazalean eskuragarri dauden hondar hidrofobikoak lotu eta substratua DnaK txaperoiari igortzen dio. 
Honek ClpB erakarri eta ATPa erabiliz bi txaperoien elkarrekintzaren bidez polipeptidoak agregatutik askatzen dira. 
Polipeptido hauetatik tira egin eta azken hauek ClpBren eraztunean zehar igaroko dira desagregazioa gertatzen 
delarik. DnaK proteinari dagokionez, NBD (urdina), SBDα (laranja) eta SBDβ (berdea) domeinuak ageri dira. ClpB 
proteinan domeinuen araberako kolore banaketa hurrengoa da: amino muturreko domeinua (horia), NBD1 (urdina), 
erdiguneko domeinua (morea) eta NBD2 (grisa). Aguado et al., (2015) artikulutik moldatua. 
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Metazooen artean ez dago Hsp100 familiako homologorik nahiz eta agregatuen desagregazioa 


burutzeko gaitasuna daukaten. Izan ere, Hsp70, Hsp40 eta Hsp110 familietako kideen 


elkarrekintzaz eta ATParen hidrolisitik askatutako energiari esker, agregatuetan aurkitzen diren 


proteina monomeroak askatu eta berraktibatzen dira (Mattoo et al., 2013; Rampelt et al., 2012). 


Aipatutako txaperoi familietako ordezkari jakinek giza desagregazio sistema (human 


disaggergase system) osatzen dute, tesi honetako ikerketa laneko muina dena. 


1.8 irudian, proteinen homeostasia mantentzeko orain arte deskribatutako Hsp familia 


ezberdinen ekarpena adierazten da. 


 


1.8 irudia. Txaperoi molekularren partaidetza proteostasian. Proteinen homeostasia bermatzeko, Hsp familia 
ezberdinek betebehar jakinak burutzen dituzte: proteinen tolestea, konformazio-mantentzea eta desagregazioa. 
Txaperoiek parte hartzen duten erreakzio-bideak gezi berdez adierazita daude. Ordea, badira ere toleste-prozesuaren 
aurka egiten duten interakzioak, proteina-agregatuen eraketa dakartzatenak; hauek gezi gorriz azaltzen dira. Chaari, 
(2019) artikulutik moldatua. 


 


1.3. Hsp70 txaperoi-sistema. 


Escherichia coli bakterioaren DnaK (Hsp70) txaperioak bero-estres baldintzapean sortutako 


agregatuak berraktibatzeko gaitasuna, deskribatu zen lehena da (Skowyra et al., 1990). Dena 


dela, DnaK txaperoiak bere horretan desagregazio gaitasun mugatua du, Hsp100 familiako 


txaperoiekin elkarrekintzan nabarmen handitzen dena (Glover eta Lindquist, 1998). Hala ere 


aurretik aipatu bezala, metazoo erreinuan ez dago bakterioetako ClpB edo legamietan aurkitzen 


den Hsp104 gisako homologorik. Metazoo organismoetan, Hsp70 txaperoi-sistema Hsp70, 


Hsp40 eta Hsp110 familietako ordezkariek osatzen dute. Sistema honek gaitasuna du bai in vitro 


zein in vivo agregatuen berraktibazioa burutzeko (Gao et al., 2015; Shorter, 2011). Izan ere, 


estres-baldintzetan sortutako agregatuak zein baldintza normaletan proteostasi sarean 


emandako kalteen, adinaren edo gaixotasunen ondorioz eratutako proteina destolestu zein 


agregatuak ditu substratu (Hipp et al., 2014). Gizakotan 13 Hsp70 homologo daude mitokondrio, 


erretikulu endoplasmatiko, nukleo eta zitoplasman banatuta. Homologoen artean funtzio 
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berdinak burutzen dituzten Hsp70ak badaude ere, haien arteko adierazpen maila, kokapen eta 


substratu ezberdinekiko espezifikotasuna dela eta, familia honetako proteinek prozesu ezberdin 


ugaritan parte hartzen dute (Clerico et al., 2019; Rosenzweig et al., 2019). 


 


1.3.1. Hsp70. 


1.3.1.1. Hsp70 txaperoiaren domeinu-egitura. 


Hsp70 kanonikoek amino muturrean nukleotidoa batzeko domeinua (NBD) dute, 45 kDa-ekoa 


dena. Ondoren, familia honetako proteinen artean oso kontserbatuta dagoen lotura sekuentzia 


dago; honek, NBDaren eta substratua batzeko domeinuen (SBD) artean komunikazio alosterikoa 


gertatzea ahalbidetzen du. SBD domeinua bitan banatzen da: 15 kDa dituen SBDβ eta 10 kDa-


eko SBDα. Bukatzeko, karboxilo muturrean luzera aldakorreko berezko atal moldagarria dago 


(Vos et al., 2008).  


NBDak 4 azpidomeinu ditu: IA, IB, IIA eta IIB. Egoera natiboan lauen egiturak aktina itxurako bi 


gingil osatzen ditu; haien artean arrail sakon bat dago (1.9A irudia). Arrailaren hondoan gune 


katalitikoa kokatzen da. Bertan, ATPa lotu egiten da bi K+ eta Mg2+ ioi batekin konplexua eratuz. 


Nukleotido-proteina lotura txaperoiean fosfato taldeekin elkarrekintzak eratzen dituzten 


begizten eta adenosina kokatzen den poltsiko hidrofobikoaren bidez egonkortzen da (Flaherty 


et al., 1990). NBD domeinua oso malgua izanik, konformazio itxi edo irekian egon daiteke, 


egoera bakoitzean egoteko maiztasuna lotuta duen nukleotidoaren araberakoa delarik (Zhang 


eta Zuiderweg, 2004). Nukleotidorik ez duenean, abiadura azkarrenarekin igarotzen da egitura 


itxitik irekira. ADP, ADP+Pi eta ATP egoeretan abiadura motelduz doa, hurrenez hurren (Mayer 


eta Bukau, 2005). 


SBD domeinuaren inguruan eskuragarri dagoen informazio gehiena, E.coli-ren DnaK 


txaperoiaren kristal-egitura batetik lortu da (Zhu et al., 1996) (1.9B irudia), non proteinaren 


SBDak peptido heptameriko bat lotuta duen. SBDβ zortzi β-orrik osatzen dute, launaka (1, 2, 4, 


5 eta 3, 6, 7, 8) batuta elkar gurutzatzen dutenak β-sandwich itxuran egituratuz. Egitura 


honetatik, substratuarekin interakzionatzen duten begiztak irteten dira. 1, 2, eta 3, 4 β-orrien 


artean, substratua batzeko arraila dago, aminoazido hidrofobiko bakar baten albo katea 


egokitzeko adina toki baino ez duena. Substratua konfinatuta gera dadila bermatzeko, gainetik 


igarotzen diren SBDko bi pare begiztek honekin hidrogeno zubien bidezko elkarrekintzak eratzen 


dituzte. Hsp70 txaperoiak hautatzen dituen substratuek orokorrean, ezaugarri jakineko 5 


hondarreko sekuentzia izan behar dute. Ezaugarriok, aminoazido hidrofobikoen presentzia eta 


muturretan karga positibodun aminoazidoak izatea dira (Rüdiger et al., 1997). Izaera honetako 


sekuentzia murrizketa ezarriz gero, oro har proteina guztietan 30-40 aminoazidoka aurki 


daitekeen sekuentzia dela kalkulatu da. Honek esan nahi du, Hsp70 txaperoiek substratu anitz 


lotu ditzaketela. SBDα azpidomeinuari dagokionez, 5 α-helizez (A-E) osatuta dago. Hauetatik 


lehen biak, era trinkoan tolestuta daude eta SBDβ-rekin elkarrekintzak ezartzen dituzte. Era 


honetan SBDα-k SBDβ-n dagoen arrailarentzat estalki gisa jarduten du. 
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1.9 irudia. Hsp70 txaperoiaren domeinu-egitura. (A) Behi jatorriko Hsp70 txaperoiaren NBD domeinuaren egitura 
ATPari (morea) lotuta. Protein Data Bank (PDB) identifikazioa (ID): 3HSC (Flaherty et al., 1990). Azpidomeinu bakoitzak 
(IA, IB, IIA eta IIB) kolore ezberdina du. (B) Peptido heptameriko bat (morea) lotua duen DnaK proteinaren SBD 
domeinuaren irudikapena (PDB ID: 1DKZ) (Zhu et al., 1996). SBD domeinua bi ataletan banatzen da: SBDα (gorria) eta 
SBDβ (berdea). (C) ADPa lotuta duen bakterio Hsp70 txaperoia (PDB ID: 2KHO) (Bertelsena et al., 2009). ADP 
egoeraren ezaugarri nagusia NBD eta SBD domeinuak elkarregandik banatuta daudela da, bien arteko lotunea agerian 
utziz. (D) DnaK ATPari lotuta (PDB ID: 4B9Q) (Kityk et al., 2012). Egoera honetan, proteinaren lotunea NBD 
domeinuaren behealdeko arrailean txertatzen da. SBD domeinua irekita dago, eta SBDα eta SBDβ-k NBDarekin 
elkarrekintzak ezartzen dituzte. Clerico et al., (2019) artikulutik moldatua. 


 


1.3.1.2. Erregulazio alosterikoa. 


Hsp70 proteinaren aktibitatea alosterikoki erregulatu daitekeela, bi behaketaren ondorioz 


ezagutu zen. Batetik, txaperoiaren berezko ATPasa aktibitate baxua peptidoak lotzean suspertu 


egiten zela. Bestetik, proteinak ATPa lotzean substratua askatzen duela (Flynn et al., 1989). 


Aurretik aipatu bezala, substratuez gain, Hsp40 txaperoi-kideek ere Hsp70 txaperoiaren ATPasa 


aktibitatea suspertzen dute. 


Hsp70 familiako proteinek ATPa hidrolizatu beharra daukate agregatuen desagregazio eta 


proteina gaizki tolestuen bertolestea gauzatzeko (Mayer eta Bukau, 2005). Beraz, ATParen 


hidrolisia eta substratuarekiko lotura estuki erlazionatuta daude, lehenaren hidrolisiaren bidez 


substratuaren lotura erregulatzen delarik. Txaperoiak ATPa lotuta duenean, elkarrekintza 


horren afinitatea baxua da, substratuaren disoziazioa, asoziazioa baino 10 aldiz azkarrago 


ematen baita. ATP molekularen hidrolisiak proteina mailan konformazio aldaketa nabarmena 


eragiten du eta egoera horretan substratuaren afinitatea 10-50 aldiz handitzen da, disoziazio 


konstantea jaisten delako (Schmid et al., 1994). Hortaz, erregulazio alosterikoak ahalbidetu 


egiten du NBDan ematen den ATParen hidrolisia eta SBD domeinuan substratua lotzea, bi 


erreakzio koordinatu izatea. 
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Hsp70aren erregulazio alosterikoa azaltzeko, eredu bezala E.coli-ren DnaK proteina erabili izan 


da gehien (1.9C-D irudia). Nukleotidorik ez dagoenean edo proteinak ADPa lotuta duenean, NBD 


eta SBD domeinuak elkarrengandik banatuta daude, euren artean dagoen lotune kontserbatua 


agerian utziz, gune horretan proteasekiko sentikortasuna handitzen dela behatzetik 


ondorioztatu dena (Buchberger et al., 1995). Ordea, ATPa lotuta duenean, txaperoiaren 


konformazioa zeharo aldatu eta SBDa ireki egiten da. Orduan, SBDa osatzen duten SBDα eta 


SBDβ-k NBD domeinuaren azalera ezberdinekin elkarrekintzak ezartzen dituzte. ATP molekula 


bat NBDan lotzen denean, domeinu hau osatzen duten bi gingilek elkarrekiko biratu eta 


nukleotidoa kokatu den gune katalitikoa itxi egiten da. Horren ondorioz, domeinuaren 


behealdean arrail bat azaleratzen da, non Hsp70aren lotune sekuentzia txertatu egiten den eta 


zeinekin SBDβ-k elkarrekintzak ezartzen dituen. Gauzak horrela, SBDβ-ak NBDko gingilak 


orientazio jakinean mantendu egiten ditu ATParen hidrolisia gauzatzea zailtzen delarik (Kityk et 


al., 2015). Izan ere, Hsp70aren berezko ATPasa aktibitatea baxua da. Egoera aldatu egiten da 


substratu baten presentzian. Zehazki, substratuaren hondar bakar baten albo katea aurretik 


aipatutako SBDβ-ko poltsiko hidrofobikoan txertatzeak NBD-SBD arteko berehalako banaketa 


dakar (Kityk et al., 2015; Zhuravleva et al., 2012). Disoziazio horren ondorioz, NBDko gingilek 


behar bezala biratu eta ATParen hidrolisia gauzatzen da. Honekin batera SBDα-k estali egiten du 


SBDβ-ko poltsiko hidrofobikoa substratua barnean utziz eta beraz bere askapena galaraziz 


(Mayer et al., 2000; Zhu et al., 1996). Dena dela, bi domeinuak elkarrengandik banatzearekin 


batera lotune sekuentzia NBDtik askatu eta ondorioz domeinuak ezin ditu gingilak konformazio 


optimoan mantendu ATParen hidrolisia gauzatu dadin. Beraz, substratua batzeak bere horretan 


ez du gehiegi handitzen Hsp70 proteinaren ATPa hidrolizatzeko gaitasuna. Hsp40 txaperoi-


kideek lotunearen disoziazioa oztopatzen dute eta horren ondorioz txaperoiarengan ATParen 


hidrolisia erraztu egiten da. Guztira beraz, substratuen eta Hsp40 txaperoi-kideen ekintzak 


Hsp70 txaperoien erregulazio alosterikoa bideratzen dute (Rosenzweig et al., 2019). Bakterio 


sisteman (Sarbeng et al., 2015) eta giza sisteman deskribatu denaren arabera (Wu et al., 2020), 


aldiro Hsp40 dimero batek ATPa lotuta duten bi Hsp70 aktibatzen ditu. 


1.3.1.3. Hsc70, giza Hsp70 txaperoi-sistemako ordezkaria da. 


Hsc70 (HSPA8), Hsp70 familiako isoforma konstitutiboa, giza desagregazio sistemako ordezkaria 


da. Hsc70 proteina, organismoko ehun guztietan adierazten da bai nukleoan zein zitoplasman 


eta organismoaren biziraupenerako beharrezkoa da, zelulak agregatuak ezabatzeko gaitasuna 


nabarmen galtzen baitu txaperoia adierazten ez bada (Shorter, 2011). Esan bezala, Hsp70 


familiako gainontzeko kideen modura Hsc70ak proteinen homeostasia mantentzeko 


prozesuetan parte hartzen du: proteinen tolestea eta agregatuen berraktibazioa, proteinen 


arteko elkarrekintzen erregulazioa eta desegoki tolestutako proteinen degradazioa (Clerico et 


al., 2019; Rosenzweig et al., 2019). 


Hsp70 proteinen aktibitatea, itzulpen ondoko eraldaketen bidez erregulatu daiteke. 


Aminoazidoen albo kateetan ematen diren eraldaketa hauek proteinen aktibitatea moldatzeko 


aukera ematen dute baita substratu zein beste txaperoi batzuekiko elkarrekintzak doitzeko ere 


(Velasco et al., 2019). Fosforilazioa, itzulpen ondoko eraldaketarik ezagunetakoa da, non serina, 


treonina edo tirosina hondarretan era kobalentean fosfato talde bat erantsi egiten den. 


Eraldaketa hau itzulgarria da eta erreakzioa gauzatzen duten entzimak kinasak (fosfato taldea 


erantsi) eta fosfatasak (fosfato taldea kendu) dira. Fosforilazioa erreakzio azkar, itzulgarri eta 


oso espezifikoa izanik, sarritan proteinen erregulazioan erabiltzen da toki eta momentu 


zehatzetan hauen aktibitatea moldatzeko (Huttlin et al., 2010). Hsc70aren aktibitatea, 


eraldaketa honen bidez erregulatu egiten da momentu jakinetan proteinen bertolestea eta 
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ATPasa aktibitatea inhibitzeko (Moss et al., 2019), HOP proteinarekin elkarrekintzak sendotzeko 


(Muller et al., 2013) edo apoptosia saihesteko (Chen et al., 2014), besteak beste. Dena dela, 


ikerkuntza lerro hau goiztiarra da eta adibidez, itzulpen ondoko eraldaketek txaperoi funtzioa 


nola erregulatzen duten ezezaguna da gaur egun.  


 


1.3.2. Hsp70 proteinaren txaperoi-kideak. 


Esan bezala, Hsp70 txaperoiek beste txaperoi batzuen laguntza behar dute haien funtzioa 


aurrera eramateko. Txaperoi-kide nagusiak, JDPak eta NEFak dira. Lehenek, Hsp70ari substratua 


eskaini eta txaperoiaren ATPasa aktibitatea suspertzen dute. Bigarrenek, ADPtik ATPrako 


elkartrukea eta ondorioz substratuaren askapena azkartzen dute.  


1.3.2.1. J-domeinudun proteinak (JDP). 


Hsp70 txaperoi guztiek dute txaperoi-kide hauen beharra ATP menpeko funtzioak bete ahal 


izateko. Gizakiok 50 JDP isoforma inguru ditugu, hiru talde ezberdinetan (A,B,C) sailkatzen 


direnak (1.4 irudia). Guztiek J-domeinua dute, 70 aminoazidokoa, lau α-helizez osatua 


(Rosenzweig et al., 2019). II eta III helizeen artean, kontserbaturiko sekuentzia bat dago, HPD 


izenekoa, histidina, prolina eta azido aspartiko hondarrez eratua. Sekuentzia honek motibo bat 


osatzen du zeina, Hsp70 txaperoien ATPasa aktibitatea suspertzeko beharrezkoa den (Wall et 


al., 1994). Duela gutxi E.coli-ren DnaK proteinaren kristal-egitura argitaratu da ATPri lotuta eta 


DnaJ (Hsp40) proteinaren J-domeinuarekin konplexua eratzen (Kityk et al., 2018). Egitura horrek 


bi txaperoien arteko elkarrekintzaren nondik norakoan sakontzen lagundu du. Egituran adierazi 


bezala, J-domeinua Hsp70 txaperoiean NBD eta SBD arteko interfazean kokatu eta 


elkarrekintzak ezartzen ditu bi domeinuekin. HPD motiboa bere aldetik, Hsp70 proteinan 


erregulazio alosterikoa gertatzeko beharrezkoak diren hondarrekin kontaktuan jartzen da. Alde 


batetik, erraztu egiten du SBDβ-ren askapena NBDtik. Bestetik, substratua batzetik eragindako 


konformazio aldaketaren seinalea SBDβ-tik NBDra transmititzen laguntzen du. Bi efektu hauen 


baturaz, NBDko gingilen kokapen optimoa mantentzen laguntzen da ATParen hidrolisia eman 


dadin. DnaK eta DnaJren arteko elkarrekintzan parte hartzen duten aminoazidoak oso 


kontserbatuta daude eboluzioan zehar. Ondorioz, espero daiteke bi proteinen arteko 


mekanismoa oro har mantentzea giza Hsp70-JDP bikoteen artean (1.10 irudia). 


 


 


1.10 irudia. J-domeinudun proteinaren eta 
Hsp70 txaperoiaren arteko elkarrekintza. 
DnaJ proteina konplexua eratzen ATPa lotua 
duen DnaK txaperoiarekin. (PDB ID: 5NRO) 
(Kityk et al., 2018). Bi proteinak E.coli-renak 
dira. J-domeinuko aminoazidoek (gorria) 
elkarrekintza polarrak ezartzen dituzte 
DnaKren gune desberdinetan: NBDan 
(berdea), SBDβ-n (urdina) eta lotunean 
(horia). Rosenzweig et al., (2019) artikulutik 
moldatua. 







1. Kapitulua: Sarrera 


 
21 


 


J-domeinuaz gaiz, Hsp40 proteinetako beste gune batzuek ere elkarrekintzak ezartzen dituzte 


Hsp70 proteinekin azken hauen erreakzio alosterikoa erregulatuz. Adibidez, eukariotoen 


zitosolean aurkitzen diren Hsp70ek EEVD izeneko motiboa dute eta honek giza DnaJA2 eta 


DnaJB1 Hsp40ekin elkarrekintzak ezartzen ditu (Yu et al., 2015). Tetrapeptido hori ezabatzearen 


ondorioz, sistemaren bertoleste gaitasuna nabarmen jaisten da, bi txaperoien arteko 


elkarrekintzak oztopatzen direlako. 


Hsp70 txaperoien ATPasa aktibitatea suspertzeaz haratago, Hsp40 proteinek substratuak 


ematen dizkiete Hsp70ei. Izan ere, JDP-substratu lotura, Hsp70 proteinen txaperoi zikloko lehen 


pausoa da (1.12 irudia) nahiz eta JDPrik ez badago neurri txikiago batean Hsp70ak txaperoi gisa 


aritu daitezkeen. JDP taldeko kideek ekortze lana burutzen dute Hsp70 txaperoientzat. Hau da, 


azken hauek moldatu ditzaketen substratuak hautatu egiten dituzte. Ondoren substratua 


Hsp70ak jaso eta konplexu ternario bat sortzen da (Hsp70-substratua-JDP). Egun, mekanismo 


zehatza ezezaguna den arren, uste da A eta B klaseko Hsp40 kanonikoek substratuak era 


antzekoan lotzen dituztela haien KMDen bitartez (Rosenzweig et al., 2019). Orokorrean, bi klase 


hauetako proteinen egoera aktiboa homodimeroa da eta KMD I eta II domeinuen arteko 


antzekotasuna dela eta, uste da dimero bakoitzak substratua lotzeko lau gune dituela. Dena 


dela, duela gutxiko lan batek eztabaida sortu du gai honen inguruan (Jiang et al., 2019). 


Substratua batzeko orduan G/F domeinuak ere parte hartzen du; domeinua ezabatutakoan in 


vivo substratuak lotzeko gaitasuna jaitsi egiten dela behatzetik ondorioztatu dena (Perales-Calvo 


et al., 2010; Yan eta Craig, 1999). A klaseko JDPn kasuan, ZAM domeinuak ere substratuen 


loturan zer ikusia duela deskribatu da, domeinu horretan egindako mutazioek txaperoi-kideek 


substratuen agregazioa saihesteko duten gaitasuna galdu egiten delarik (Fan et al., 2005). 


Substratua lotzeaz gain, domeinu honek parte hartu egiten du substratuaren transferentzian, 


giza DnaJA2rentzak deskribatutako lanei jarraiki (Baaklini et al., 2012; Linke et al., 2003). 


JDPek afinitate ezberdina dute substratu motaren arabera; peptidoekiko afinitatea mikromolar 


ingurukoa den bitartean, proteina-substratuekiko afinitatea altuagoa da, nanomolar ingurukoa. 


Afinitate alde hau kontuan harturik eta jakinik substratua batzeko gune ezberdinak dituztela, 


txaperoi-kide hauek substratuak abideziaren bidez lotzen dituztela uste da. Hau da, afinitatea 


substratuaren gune ezberdinekin ezarritako elkarrekintza ahulen baturaren ondorio dela (Feifel 


et al., 1998; Gamer et al., 1996; Pierpaoli et al., 1998). Hortaz, JDPek substratuetan motibo 


ezberdinak identifika ditzakete, eta horren arabera substratu natibo, desegoki tolestu edo 


agregatuen artean bereizi (Rosenzweig et al., 2019). 


DnaJA2 eta DnaJB1, A eta B klaseko Hsp40ak dira, hurrenez hurren. Biak giza desagregasa 


sistemaren ordezkariak dira nahiz eta hasiera batean B klaseko txaperoia baino ez zen 


deskribatu. Gaur egun jakina da bi txaperoi-kideak Hsp70 sistemaren parte direla eta bata edo 


bestearekin elkarrekintzak ezartzearen arabera, sistemak funtzio ezberdinak burutzen dituela 


(Nillegoda et al., 2017). DnaJA2, A klaseko txaperoi-kideetatik ugarienetakoa da eta Hsp70 


txaperoi-sistemaren parte dela ezagutu zen proteina-substratuen bertolestea sustatzen zuela 


aurkitzeaz geroztik (Hageman et al., 2011). Duela urte gutxi ezagutzera eman da DnaJA2 eta 


DnaJB1 txaperoi-kideek elkarri eragin eta tetrameroak eratzen dituztela sistemaren 


eraginkortasuna handituz (Nillegoda et al., 2015). Dena dela, elkarketa hauek ez dira egonkorrak 


ez eta substratu mota guztientzako mesedegarriak ere. Izan ere, agregatu amorfoak bai baina 


zuntz amiloideak berraktibatzeko orduan ez dute eragin nabarmenik (Gao et al., 2015). Itzulpen 


ondoko eraldaketek DnaJA2 eta DnaJB1 proteinengan eragina dutela argitzera eman bada ere, 


gaur egun gai honen inguruan informazio bakana baino ez dago (Velasco et al., 2019). 
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1.3.2.2. Nukleotidoa elkartrukatzeko faktoreak (NEF). 


NEFak, proteina familia desberdinetako kideak dira, ezaugarri komun bat dutenak: Hsp70 


txaperoien ADP nukleotidoa ATPgatik elkartrukatzeko erreakzioa azkartzeko gaitasuna. Era 


horretan, txaperoiak lotua duen substratua askatzen du. Bakterioetan NEF bakarra dagoen 


bitartean, GrpE (Liberek et al., 1991), organismo eukariotoetan NEF mota ezberdinak daude, 


tartean GrpE bera, mitokondrio eta kloroplastoetan. Eukariotoen NEFak elkarrengandik 


desberdinak diren hiru taldetan banatzen dira: BAG-domeinua duten proteinak, HspBP1 


(Armadillo familia) eta Hsp110 familia (Clerico et al., 2019). 


GrpE homodimero bat da. Amino muturrean α-helize egitura duen dimerizazio domeinua du eta 


karboxilo muturrean β-orriz osatutako domeinua. Dimero bakoitzak Hsp70 bakarrarekin 


ezartzen ditu elkarrekintzak. Mekanismoari dagokionez, GrpEren karboxilo muturreko 


domeinua, Hsp70 txaperoiaren NBDan txertatzen da falka edo ziri bat irekiz. Bi proteinen arteko 


konplexua sortzearen eraginez, NBDko IIB azpidomeinua mugitu eta nukleotidoa lotzen den 


arrailaren irekiera sustatzen da ADPa askatzea baimenduz (Harrison et al., 1997). 


BAG-domeinua duten proteinek funtzio anitz betetzen dituzte eta egitura aldetik nahiko 


aldakorrak dira. Dena dela, haien izenak adierazi bezala, guztiek BAG (BCL2-associated 


athanogene) deituriko domeinua dute, Hsp70 proteinaren NBDarekin interakzioak ezartzea 


ahalbidetzen duena. Domeinu hau hiru α-helizez osatuta dago eta NBDko IB eta IIB 


azpidomeinuekin elkarrekintzak ezartzen ditu, bigarrenean 14 °-ko errotazioa eraginez, 


nukleotidoaren askapena ahalbidetzen duena (Sondermann et al., 2001). NEF hauetan aurki 


daitezkeen gainontzeko domeinuetatik batzuek, Hsp70aren kokapen zehatza bideratzen dute. 


Adibidez, BAG1 proteinak ubikitina itxurako domeinu bat du. Horrek, proteasomarako itu seinale 


gisa jokatzen du. Beraz, BAG1 proteinak substratua lotuta duen Hsp70 txaperoiarekin konplexua 


sortu eta 26S proteasomara bideratzen du substratuaren degradazioa burutu dadin (Lüders et 


al., 2000). 


HspBP1 faktoreei Armadillo familia ere deritze, izen bereko lau errepikapen dituztelako 


sekuentzian zehar. Hauetako bakoitza triangelu itxuran egituratzen diren 3 α-helizez osatuta 


dago eta muturretan luzeagoak diren α-helize bana ditu (Huber et al., 1997). Egitura hau nahikoa 


da Hsp70 txaperoiaren IIB azpidomeinuarekin elkarrekintzak ezarri eta ADP molekularen 


askapena bultzatzeko (Clerico et al., 2019). Funtzio hau betetzeaz gain, legamietako Fes1 eta 


gizakiotan dagoen HspBP1 proteinek Hsp70ak substratua askatu ostean berriro ez lotzea 


saihesten dute amino muturrean daukaten motibo baten bidez; motibo honek substratua 


ordezkatzen du, pseudosubstratu funtzioa betez (Gowda et al., 2018). 


Azken NEF taldea Hsp110 familiak osatzen du. Hauek organismo eukariotoetan NEF ugarienak 


dira eta ikuspegi ebolutibotik Hsp70etik sortutako adar dibergente bat osatzen dute. Hau da, 


Hsp70 eta Hsp110 txaperoi familiak homologoak dira (1.11A irudia) (Easton et al., 2000). Hsp70 


txaperoiek bezala, Hsp110 proteina familiak bi domeinu ditu: amino muturreko NBDa eta 


karboxilo muturreko SBD domeinua. Aitzitik, Hsp110 proteinek ezaugarri bereizgarriak dituzte 


Hsp70 txaperoiekin alderatuz gero. Batetik, bi domeinuak lotzen dituen sekuentziak karga 


positiboa du Hsp70 txaperoienak ez bezala, hidrofobikoa dena. Hsp110 proteinek ez dute 


erregulazio alosterikorik ez eta ATParen hidrolisiak bultzaturiko konformazio aldaketarik. 


Hsp70ekin alderatuz, domeinuen arteko lotunea osatzen duten aminoazidoen izaera ezberdina 


erregulazio alosteriko ezaren erantzule dela uste da (English et al., 2017). Proteina talde honek 


dituen beste bi berezko ezaugarri, SBDko bi luzapen dira. Bata SBDβ azpidomeinuan dago, β7 


eta β8 orrien artean; bestea, karboxilo mutur bukaerako luzapena da. Bi luzapen atal hauek 
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berez moldagarriak dira. (Liu eta Hendrickson, 2007). Gaur egun oraindik ez da ezaguna proteina 


talde honetan ATParen hidrolisiak zer eragin duen haien funtzioan. Hsp70 proteinekin 


elkarrekintzak ezartzeko Hsp110ek ATPa hidrolizatu beharra ez duten arren, badirudi 


nukleotidoa lotuta eduki behar dutela ATP eran (Rampelt et al., 2012; Shaner et al., 2004). Giza 


Hsp70aren NBDa eta legamietan aurkitzen den Hsp110 familiako Sse1p proteinaren arteko 


kristal-egitura oinarri hartuta (Polier et al., 2008), ondorioztatu daiteke Hsp110aren SDBα-k eta 


NBDko IB eta IIB azpidomeinuek, Hsp70 txaperoiaren NBDko IIB azpidomeinuarekin ezarritako 


elkarrekintzen ondorioz, azken hau 27° biratu eta ADParen askapena sustatzen dela (1.11B 


irudia). 


 


1.11 irudia. Hsp110 nukleotidoa elkartrukatzeko faktorea. (A) Giza Hsc70 eta bi Hsp110 proteinen, giza Apg2 eta 
legamia Sse1p, domeinu banaketa. Hsp110 eta Hsp70 proteinak homologoak dira eta beraz, egitura orokor bera dute. 
Hsp110 familiako kideek, ordea, bi luzapen bereizgarri dituzte: positiboki kargatutako luzapen azidoa SBDβ-n eta 
karboxilo muturreko luzapena. Aguado et al., (2015) artikulutik moldatua. (B) Giza Hsp70 proteinaren NBD domeinua 
(azalera irudikapena) legamiaren Sse1p proteinarekin (bigarren mailako egitura irudikapena) konplexua eratzen. 
Kristal-egituraren identifikazioa (PDB ID: 3HBD). Konplexuan Sse1p-k ATPa lotua du eta bere NBDak SBDα-rekin batera 
elkarrekintzak ezartzen ditu Hsp70 txaperoiaren NBD domeinuarekin, ADParen askapena eragiten delarik. Polier et 
al., (2008) artikulutik moldatua. 


 


Hsp110 proteinek proteina-substratuen agregazioa saihestu dezaketen arren (Oh et al., 1997), 


ezartzen dituzten elkarrekintzek izaera iragankorra dute, asoziazio eta disoziazio azkarra ematen 


delarik. Behaketa horretatik ondorioztatzen da Hsp110 proteinen SBDak, Hsp70 txaperoienak ez 


bezala, ez duela egoera itxi eta irekiaren arteko konformazio aldaketarik pairatzen (Xu et al., 


2012). 


Hsp110 familiako proteinek badute gainontzeko NEFek ez duten berezko ezaugarri bat. Izan ere, 


nukleotidoa elkartrukatzeaz gain, Hsp70 txaperoi-sistemaren desagregazio funtzioan parte 


hartzen dute, nahiz eta mekanismo zehatza ezezaguna den (Rampelt et al., 2012; Shorter, 2011). 


Honek berebiziko garrantzia du metazoo erreinuko organismoengan, Hsp100 familiako 


ordezkaririk ezean, desagregazioan lagunduko duen txaperoi-kide bat dutelako. Dena dela, 


jazoera hau bitxia da zeren Hsp110 proteinak desagregazioan lagundu dezaketen NEF bakarrak 


dira eta funtzio hori burutzeko nahikoa dute nukleotidoa elkartrukatzeko domeinua aktibo 


egotearekin (Gao et al., 2015; Garcia et al., 2017). 


Apg2 (HSPH2) giza Hsp110 familiako 3 isoformetako bat da, nukleo eta zitoplasman aurki 


daitekeena (Rosenzweig et al., 2019). Proteina hau Hsp70 txaperoi-sistemaren parte da eta 


Hsc70 txaperoiaren nukleotidoa elkartrukatzea azkartzeaz gain, txaperoia agregatuen 


gainazalera erakartzen du. Horrekin lotuta, Apg2ren presentzian, sistemaren bertoleste 
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gaitasuna handitu egiten da beti ere, Hsp70 proteinarekiko kontzentrazio azpi-estekiometrikoan 


dagoenean (Cabrera et al., 2019; Rampelt et al., 2012). 


 


1.3.3. Hsp70 txaperoi-sistemaren desagregazio funtzioa. 


Hsp70 txaperoi-sistemak zelularen proteostasia mantentzeko funtzio ugari burutzen ditu, 


aurretik aipatu direnak eta argitalpen ezberdinetan kontsulta daitezkeenak (Clerico et al., 2019; 


Rosenzweig et al., 2019). 


Funtzio horietatik guztietatik bat, agregatuen ezabaketa edo desagregazio funtzioa da. 


Desagregazioko lehen pausuak, J-domeinudun proteinek agregatua lotzean datza. Ondoren, A 


klaseko DnaJA2 eta DnaJA1, eta B klaseko DnaJB1 proteinen kasuan deskribatu bezala, Hsp70 


proteina-agregatuaren gainazalera erakartzen da (Gao et al., 2015; Nillegoda et al., 2015; 


Nillegoda et al., 2017). Erreakzio honen mekanismo zehatza ezezaguna den arren, uste da JDP 


dimeroen arteko elkarrekintzaren ondorioz, proteina hauek zenbait Hsp70 erakar ditzaketela 


agregatuaren gainazalera aldi berean. Egoera horretan Hsp70 txaperoiak duen oligomerizazio 


egoeraren inguruko informaziorik ez badago ere, uste da monomero gisa beharrean dimero 


bezala erakarria izanez gero, tokiko Hsp70 kontzentrazioa igo eta desagregaziorako efektu 


mesedegarria bultzatuko litzatekela (Sarbeng et al., 2015). 


Desagregazioa gerta dadin, ATParen hidrolisitik askatutako energia beharrezkoa da. Energia 


hori, agregatuaren gainazalean dauden monomeroetatik tira egitera bideratzen da. 


Agregatuetatik monomeroak askatzeko onespen gehien jaso duen mekanismoa, tiratze-


entropikoa (entropic pulling) delakoa da (De Los Rios eta Goloubinoff, 2016). Honen arabera, 


txaperoiak agregatuaren gainazalera erakarriak direnean, erabilgarri duten espazioa mugatu 


egiten da agregatuak sortzen duen bolumen esklusioa dela eta. Gauzak horrela, askatasun 


konformazionala handitzeko helburuz (entropia handitzeko), agregatua lotuta duen Hsp70 


proteinak honetatik tira egiten du agregatuarengandik aldentzeko. Entropiari dagokionez 


Hsp70ak agregatua lotzea kaltegarria bada ere, J-domeinudun proteinek bideratutako Hsp70 


txaperoiaren ATPasa aktibitatea suspertzeak erreakzioa gertatzeko energia muga gainditzea 


ahalbidetzen du, aldi berean agregatuarekiko afinitatea handitzen duelarik (De Los Rios eta 


Barducci, 2014). 


Aurretik aipatutako egoera aintzakotzat hartuta, zeinetan aldi berean Hsp70 molekula bat baino 


gehiago erakarri daitezkeen agregatuaren gainazalera, desagregazio prozesuan lagunduko 


luketen zenbait aspektu aipatu daitezke. Lehenik, txaperoi bakoitzak agregatuaren gainazalean 


edukiko lukeen espazio eskuragarria murriztu egingo litzateke. Beraz, aurreko ideiari jarraiki, 


tiratze-entropikoaren ekarpena handiagoa litzateke aldarapen esterikoei aurre egiteko. Bigarren 


tokian, zenbait Hsp70en aldi bereko akzioak agregatua errazago desegonkortzen lagunduko 


luke. Bukatzeko, Hsp70 ezberdinek bata bestearen segidan egin ahalko lukete lan eta horrela, 


monomero askatu berriak agregatuaren gainazalera atzera batzea eragotziko litzateke 


(Nillegoda et al., 2018). 


Komunitate zientifikoak gehien babestutako desagregazio mekanismoa tiratze-entropikoa da, 


klatrina konplexuen bereizketa deskribatzeko erabili zenetik (Sousa et al., 2016). Hala ere, 


prozesu hau azaltzeko beste eredu batzuk ere badira, hala nola indar-lehia eredua (power-


stroke) eta Browniar giltzaren (Brownian ratchet) eredua. Lehenari dagokionez, funtsean, 


Hsp70ak ATPa hidrolizatzearen ondorioz askatutako energia, proteinaren SBDra transmititu eta 


substratuaren tokiko destolestea eragitera bideratzen da. Bigarren ereduaren arabera, Hsp70ak 
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zoriz lotu ditzake agregatuaren gainazalean ez oso estuki lotuta dauden monomeroak eta hauek 


egonkortu edo agregatura atzera ez batzea saihestu (Mogk et al., 2018). Prozesua deskribatzeko 


erabiltzen den eredua edozein dela, kasu guztietan Hsp70 txaperoitik substratua askatzeko 


Hsp110 NEFarekin elkarrekintzak ezarri behar dira zeinek desagregazio ziklo berri bat hastea 


ahalbidetuko duen (1.12 irudia). 


 


1.12 irudia. Hsp70 txaperoi-sistemaren ziklo funtzionala. Irudikapen sinplifikatua, non, desegoki tolestutako 
substratua agregatu batek ere ordezka dezakeen. Hsp70ak elkarrekintzak ezartzen ditu aldi berean J-domeinudun 
proteina batekin (JDP) eta tolestu beharreko substratuarekin. Ondorioz, Hsp70 txaperoiaren ATPasa aktibitatea 
suspertu eta substratuarekiko afinitatea handitu egiten da (ADP egoera). NEFak ADP molekularen disoziazio 
erreakzioa azkartu egiten du. Horrela, Hsp70ak ATP molekula berri bat lotu dezake eta ondorioz, substratua askatu 
nukleotidoa batutakoan substratuarekiko afinitatea jaitsi egiten baita. Hsp70ak substratua lotuta duenean, azke 
honen molekula barneko elkarrekintzak eten egiten ditu substratuaren bertolestea ahalbidetuz edo konformazio 
egokian mantenduz ondoren beste txaperoi batzuen ekintza eman dadin; adibidez, Hsp90 edo Hsp60 txaperoien 
bidezkoa. Hsp70 proteinaren domeinu banaketa hurrengoa da: NBDa (berdea), SBDα (urdin iluna), SBDβ (urdin argia) 
eta EEVD motiboa (gorria). Azken motibo hau beharrezkoa da HOP, CHIP eta JDP txaperoi-kideekin elkarrekintzak 
ezartzeko. Rosenzweig et al., (2019) artikulutik moldatua. 


 


1.4. Hsp-ak gaixotasun-eragile eta tratamendu itu bezala. 


Proteinen homeostasiaren hutsegitearekin erlazionatutako gaixotasunetan, Hsp-en ekintza 


akastuna gaitz horien erantzuleetako bat da. Gaitz horietako batzuk, neuroendekapena, 


minbizia edo infekzio jakinak dira. Testuinguru honetan, azken urteotan Hsp-ak tratamendu itu 


bezala erabiltzeko aukera nabarmendu da. Nahiz eta aipatutako gaitzak oso ezberdinak diren 


haien artean, azken batean Hsp familia jakin baten/batzuen aktibitatea behar bezala burutzen 


ez egotea gaitzaren garapen eta gaiztotasunaren arrazoietako bat izaten da (Shrestha et al., 


2016). Infekzioetan, Hsp90 eta Hsp70 txaperoien ekintza, birusen erreplikazioa azkartzearekin 


erlazionatu da baita proteina birikoen mihiztadura sustatzearekin (Taguwa et al., 2019; Yang et 


al., 2020). Neuroendekapena eragiten duten gaixotasunen artean, Parkinson, Huntington, 


Alzheimer eta alboko esklerosi amiotrofikoa (AEA) daude (Chiti eta Dobson, 2017). Gaixotasun 


hauen ezaugarri komuna, desegoki tolestutako proteinak agregatu eta pilaketa handiak sortzea 


da, disfuntzio neuronala eragiten dutenak. Agregatuen agerpenaren erantzule nagusiak Hsp-ak 


dira, neuroendekapeneko animalia ereduetan frogatu bezala (Ciechanover eta Kwon, 2017). 
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Gaur egun, hiru Hsp familia erlazionatu dira neuroendekapenarekin: Hsp90, Hsp70 eta Hsp60ak 


(Campanella et al., 2018). Hasiera batean esfortzu guztiak agregatu hauen ezabapena bultzatu 


zitzaketen terapietara bideratu ziren arren, gaur egun agregatuen desagregazioak duen arriskua 


ere kontuan hartzen da. Agregatuak ezabatzean askatzen diren monomero gaizki tolestuek edo 


oligomeroek, gaitzaren hedapenean eragina dutela uste da. Hortaz, txaperoien funtzioa 


beharrezkoa bezain kaltegarria izan daiteke (Tittelmeier et al., 2020; Wentink et al., 2019). 


Txaperoien kontrako efektu hauek, minbizian ere aztertu dira. Izan ere, txaperoien aktibitatea 


bizkortzeak tumoreen biziraupen tasa handitzea dakar (Wang et al., 2019). Zelulek estres 


eraginen aurrean Hsp-en adierazpen maila handitzen dute hauen babes ekintzaz baliatzeko 


(Chatterjee eta Burns, 2017). Minbizi zelulek, zelula osasuntsuen aldean, behar metaboliko 


altuagoak dituzte, ezohiko bide metabolikoak izaten dituzte aktibatuta eta txaperoien 


menpekotasun handiagoa izaten dute. Minbizia garatu dadin, zelulek berezko funtzioak 


eskuratu behar dituzte, mugikortasuna eta hazkuntza neurrigabea eman daitezen, hori dela eta, 


proteinen homeostasia gainditu beharra dute. Prozesu hau oso konplexua da; tartean, 


onkogeneen adierazpen maila altua eta onkogeneen eta gene tumore-ezabatzaileen mutazioak 


dakartzana, guztira minbizi zelulen proteoma bereizgarria sortzen delarik (Hanahan eta 


Weinberg, 2011). Zenbait tumore motetan, Hsp-ek onkogene hauen tolestea, konformazio-


mantentzea eta funtzioaren garapena ahalbidetzen dituzte (Yun et al., 2019). Hortaz, tumore 


zeluletan Hsp-en aktibitatea inhibitzea, minbiziaren garapenari aurre egiteko kontuan hartzeko 


aukera da. 


 


1.4.1. Hsp-ak tratamendu itu gisa. 


Prostata, maskuri, bular, obario, biriki edo kolon-ondesteko minbizietan, Hsp proteinen 


gainadierazpena emate da (Calderwood et al., 2006; Ledford, 2011; Zou et al., 2014), ziurrenik 


minbizi zelulen garapen eta inbasioa ahalbidetzeko (Chatterjee eta Burns, 2017; Hanahan eta 


Weinberg, 2011). Are gehiago, onkoproteomika ikerketa batzuek erakutsi dute, zenbait tumore 


motetan Hsp jakinen adierazpena zelula osasuntsuekin alderatuta askoz ere altuagoa dela eta 


beraz, diagnosi goiztiarrerako biomarkatzaile gisa jardun dezaketela (Khalil et al., 2011). 


Bestalde, Hsp-ek minbiziaren aurkako tratamenduei aurre egiteko gaitasuna ematen diete 


zelulei, radioterapia edo kimioterapiak eragindako estresa gainditzeko aukerak handituz 


(Landriscina et al., 2010; Wu et al., 2017). Horrekin erlazionatuta, Hsp-ek aipatutako terapiek 


eragindako apoptosia eragozten dute (Nylandsted et al., 2000; Nylandsted et al., 2006). Hortaz, 


Hsp-en adierazpena orokorrean minbizien pronostiko txarrarekin erlazionatzen da (Ciocca eta 


Calderwood, 2005). 


Minbizi zeluletan Hsp-en gainadierazpena HSF1 transkrispzio-faktoreak bideratzen du. 


Transkripzio-faktore honek hainbat Hsp-en adierazpena erregulatzen du estres ezberdinen 


aurrean erantzun dezaten (Jiang et al., 2015). HSF1 faktorearen jarduera, inbasioarekin, 


metastasiarekin eta genomaren desegonkortasunarekin erlazionatu da, minbizi zelulen 


agerpena eta garapena ahalbidetzearen erantzuleetako bat delarik (Wang et al., 2004). Hsp 


familia guztiak daude minbiziaren garapen eta gaiztotasunarekin erlazionatuta, baina lan 


honetan zehazki Hsp70 eta Hsp110 familietako kideei buruz arituko gara. Gainontzeko familiei 


buruzko informazioa berriki aztertua izan da (Yun et al., 2019). 
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1.4.1.1. Hsp70 familia eta minbizia. 


Giza Hsp70 familia 13 ordezkariez osatuta dago. Horietatik sei erlazionatuak izan dira 


minbiziaren sorrera eta garapenarekin (Lianos et al., 2015; Wu et al., 2017): estres egoeretan 


adierazten diren hiru Hsp70 (HSPA1, HSPA2 eta HSPA6) eta konstitutiboki adierazten diren 


Hsc70 (HSPA8), mortalina (HSPA9) eta Grp78 (HSPA5) (Kampinga et al., 2009). Txaperoi familia 


honetako kideek betebehar garrantzitsua dute minbizi zeluletan, haien adierazpena 


erlazionatuta baitago zelulen gaiztotasun eta hazkuntza tasa altuarekin (Rérole et al., 2011; 


Sherman eta Gabai, 2015). Besteak beste, kondrosarkoma, kolangiokartzinoma, kolon-ondeste, 


melanoma, kolon, bular, aho, gibel, prostata, biriki eta umetoki-lepo minbizien garapen eta 


pronostiko txarrarekin (Murphy, 2013; Wu et al., 2017). Hsp70 txaperoiek biziraupen faktore 


gisa jokatzen dute apoptosia saihesteko duten gaitasunagatik (Rérole et al., 2011). Eskuragarri 


dauden datuen arabera, minbizi zelulen biziraupena hein handi batean Hsp70 txaperoien 


aktibitatearen menpe dago, hauek bideratzen dituzten erreakzio-bideei esker (Murphy, 2013). 


Jarraian minbizi zeluletan orain arte Hsp70 txaperoientzat proposatu diren funtzioak laburtzen 


dira (1.13 irudia). 


 


1.13 irudia. Minbiziaren garapenaren erregulazioan Hsp70 txaperoiari egotzitako funtzioak. (A) Substratu 
ezberdinen elkarrekintzaz, Hsp70 txaperoiak apoptosia gauzatzen duten bide estrintseko eta intrintsekoak inhibitu 
ditzake. (i) BAX proteinara lotu eta zitoplasmatik mitokondriorako translokazioa eragotziz; (ii) APAF-1 proteinaren 
garraioa oztopatuz apoptosemara; (iii) estresaren menpeko kinasen seinalizazio bideak inhibituz; (iv) AIF proteinaren 
funtzioa oztopatuz. (B) Hsp70 proteinak, seneszentzia sustatzen duten p53 proteinaren menpeko zein p53 
proteinarekiko independenteak diren erreakzio-bideak inhibitzen ditu. (C) Hsp70ak zelularen biziraupena luzatzen du 
endolisosomen mintzean ainguratu eta mintzaren iragazkortasuna murriztuz (katepsinaren askapena ekidinez) eta 
autofagia suspertuz. (D) Hsp70ak, txaperoi-kide gisa jokatuz, substratuak Hsp90 txaperoira bideratzen ditu, 
substratuen toleste egokia eta funtzioa bermatuz. Murphy, (2013) artikulutik moldatua. 


 


1.4.2.1. Hsp110 familia eta minbizia. 


Minbizi ugarietan, Hsp110 familiako kideen adierazpen maila altua aurkitu da; hala nola, bular, 


melanoma, linfoma, kolon-ondeste, biriki, tiroide, pankrea, maskuri, urdail, hipofisi eta 


hestegorriko minbizietan (Wu et al., 2017). Hsp110 proteinen gainadierazpena zenbait 


minbizitan prognosi txarraren adierazle da: melanoma, ez-Hodgkin linfoma, sindrome 


mielodisplasiko, mingaineko zelula ezkatatsuen kartzinoma, leuzemia mieloide akutu, gibel eta 
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hestegorriko minbizietan, esaterako (Duval et al., 2011; Kim et al., 2014; Kimura et al., 2016). 


Tumoreen garapenean txaperoi hauen ekarpena apoptosia saihestean datza. Batetik baldintza 


normaletan, Hsp110 txaperoiak, zelulak babesten ditu estres ezberdinek bultzaturiko apoptosi 


seinaleetatik (Hatayama et al., 2001). Bestetik, Hsp110 txaperoiaren gene-isiltzeak zenbait 


minbizi kasuetan zelularen apoptosi bidezko heriotza dakar (Hosaka et al., 2006). Bi adierazpen 


hauek kontuan hartuta, Hsp110 txaperoiak apoptosia saihesteko funtzioa duela ondorioztatzen 


da. Are gehiago, Hsp110aren gainadierazpenak minbizi zelulen apoptosi mailaren jaitsiera dakar 


3-kaspasa eta 9-kaspasaren aktibazioa burutzen duen C-zitokromoa mitokondriotik askatzea eta 


BAX proteina mitokondriora translokatzea eragotziz (Hatayama et al., 2001; Yamagishi et al., 


2006). 


Orain arte azaldu den minbiziaren eta Hsp-en adierazpenaren arteko erlazio estuaren ondorioz, 


gaur egun minbiziaren aurkako tratamendurako Hsp-ak itutzat jotzen dira. Ikerketa talde 


desberdinek Hsp-entzat espezifikoak diren konposatuekin minbiziaren aurkako terapia gisa 


saiakuntza aurrekliniko eta klinikoak egin dituzten arren, gaur egun Amerikako Estatu Batuetako 


elikagaien eta medikamentuen administrazioak (Food and Drug Administration, FDA) ez du 


hauetatik bat ere ez onartu (Yun et al., 2019). Medikamentuok baztertu izanaren arrazoien 


artean, disolbagarritasun arazoak eta organo edota ehun jakinetarako espezifikotasun falta 


daude (Chatterjee eta Burns, 2017). Bestalde, konpentsazio-mekanismo bezala, sarritan Hsp 


jakin bat inhibitzeak beste baten gainadierazpena dakar. Aitzitik, FDAk zeinbait medikamentu 


onartu ditu minbiziaren aurkako tratamendurako zeintzuek, haien itu nagusiaz gain, Hsp-ak ere 


erasaten dituzten (Wu et al., 2017). Tesi honetan Prestwick Chemical Library® izeneko FDAk 


onartutako medikamentu bilduma zabal bat ikertu dugu, Hsp70 eta Hsp110 txaperoien 


konposatu inhibitzaileak aurkitzeko helburuz. Aipatutako txaperoien aktibitatea inhibitzen duen 


medikamentu bat aurkitzeak gaur egun erabiltzen diren tratamenduekin batera emanda, 


minbiziaren aurka egiteko terapian lagundu lezake. Esaterako, Hsp-en inhibitzaile ezberdinak 


aldi berean erabiltzea oinarri duen terapia-konbinatuak onurak ekar ditzake medikamentuak era 


sinergikoan aritu daitezkeelako eta monoterapia tratamenduetan sortutako erresistentziak 


gainditu daitezkeelako (Cao et al., 2008; Davenport et al., 2010; Enmon et al., 2003). 


 


1.4.2. Hsp-en inhibitzaileen aurkikuntzarako faseak. 


Esan bezala, tesi honetako helburuetako bat Hsp70 eta Hsp110 txaperoien aktibitatea moldatu 


dezakeen konposatu bat aurkitzea da. Lehenik eta behin, molekula bilduma bat aukeratu eta 


bertako konposatuek ituarengan eragin biokimiko edo zelularra duten frogatu beharra dago. 


Prozesu honi, baheketa (screening) deritzo eta bitan sailkatu daiteke prozesuaren hasieran 


eskuragarri den informazioaren arabera. Errendimendu altuko baheketetan (High throughput 


screening, HTS) prozesuarekin hasi aurretik, ituarengan zein izaerako konposatuek eragingo 


duten ezezaguna da. Ordea, gidatutako baheketan, hasiera batetik ezaugarri zehatzak dituzten 


konposatuak aukeratzen dira, jakina delako zein konposatu motek eragin dezaketen itua 


(Boppana et al., 2009). 


Baheketetarako bilduma mota ugari dago, behar izan ezberdinei erantzuten dietenak; 


konposatu natural edo sintetikoak, konposatu zatiak eta farmakoforo zehatzak edo 


medikamentu ezagunak batzen dituzten bildumak, esaterako (Inglese et al., 2007). Bilduma 


mota edozein dela ere, orokorrean berau osatzen duten konposatuek ezaugarri komunak 


dituzte: parametro kimiko zehatzak betetzen dituzte, hala nola Lipinskiren urrezko araua 


(Lipinski’s rule of five) (Lipinski et al., 2001), lipofilizitate (logP) balioa lautik beherakoa dute eta 







1. Kapitulua: Sarrera 


 
29 


 


400 Da-etik beherako pisu molekularra dute. Ezaugarri hauek betetzearen arrazoia 


medikamentu bezala erabiltzen diren konposatuen antzeko izaera lortzea da. Izan ere, 


merkaturatutako medikamentu gehienek 350 Da-etik beherako pisu molekularra dute eta logP 


< 3 (Hughes et al., 2011). Hala ere, badira aspektu gehiago barne hartzen dituzten bildumak ere. 


Batzuek adibidez, baheketa prozesua zaildu dezaketen funtzio-talde jakinak dituzten 


konposatuak saihesten dituzte. Halakoak dira adibidez, PAINs (Pan Assay Interfering 


Compounds) deritzen konposatu itsaskorrak (Baell eta Holloway, 2010) edo ABMIT 


(administrazio, banaketa, metabolismo, iraizketa eta toxizitatea) (administration, distribution, 


metabolism, excretion, toxicity, ADMET) ezaugarriak kontuan hartzen dituztenak (Dandapani et 


al., 2012). 


Baheketaren itua zein den erabaki ostean, berebizikoa da zein saio burutuko den zehaztea. 


Baheketa saioak hirutan banatzen dira: isolatutako molekulen gainekoak, zelulaz kanpoko 


molekula ugariko saioak eta zelula edo organismo mailako saioak. Purifikatutako proteinekin 


egindako aktibitate edo lotura saioak lehen taldekoak dira; zelula erauzkinekin, 


berregituratutako mintzekin edo seinalizazio-bidezidorrekin burututako saioak bigarren taldean 


sailkatzen dira; zelulekin egindako gene-erreportari saioak zein saio fenotipikoak azken 


taldekoak dira (Inglese et al., 2007). 


Baheketaren ondoren, erabilitako saioan esperotako emaitza eman duten konposatuak 


identifikatu egiten dira. Hauekin ziurtatu beharra dago ituarengan aldaketa biologiko bat 


eragiten dutela (Hughes et al., 2011). Lan honetan burututako baheketan oinarriturik, 


identifikatutako konposatuak hiru motakoak izan daitezke. Aktibitate entzimatikoaren 


inhibitzaileak dira batzuk. Hauek, proteinaren lotugai natural batekin lehiatzen dira; honen 


adibide, ATP inhibitzaileak lirateke, ATPasa aktibitatea duten txaperoien kasuan. Bigarren 


tokian, inhibitzaile alosterikoak daude. Hauek inhibizio ez-lehiakorra burutzen dute proteinaren 


gune aktiboa ez den beste gune batean lotuz. Azken konposatu mota, proteinen arteko 


elkarrekintzak oztopatzen dituztenak dira. Txaperoiek, haien funtzioa burutzeko, beharrezkoa 


dute beste txaperoi/ txaperoi-kideekin elkarrekintzak ezartzea. Elkarrekintza hauek burutzen 


diren azaleretan batzen diren konposatuek, beraz, eragin handia eduki dezakete (Bengoechea 


et al., 2020; Gestwicki eta Shao, 2019). Intereseko konposatuak identifikatu eta haien eragin 


biologikoa ziurtatu ostean, efektu antzekoa duten konposatuak taldeka banatzen dira egitura 


kimiko komunak dituztenetz ikertzeko; prozesu honi hit-to-lead deritzo. Prozesu honetan zehar 


konposatu jakinen ezaugarriak doitzen dira, medikamentu izaera bereganatu dezaten edo 


ituarekiko afinitatea handitzeko. Izan ere, hasiera batean identifikatutako konposatuek 


orokorrean ez dituzte betetzen saiakuntza aurrekliniko edo klinikoak garatzeko eta azkenik 


terapian medikamentu gisa erabiltzeko beharrezkoak diren afinitate, babes edo espezifikotasun 


neurriak (Duffy et al., 2012). Deskribatutako faseak 1.14 irudian laburtuta daude. 


 


1.14 irudia. Baheketan oinarritutako medikamentuen aurkikuntzarako emandako faseak. 
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2. KAPITULUA. HELBURUAK 


Tesi honen ikergaia, Hsp70 (Hsc70), Hsp40 (DnaJA2 eta DnaJB1) eta Hsp110 (Apg2) proteina 


familietako ordezkariek osatzen duten giza desagregazio sistema da. Sistema honen nodo den 


Hsc70ak proteinen homeostasiarekin erlazionatutako funtzio ugari betetzen ditu. DnaJ eta Apg2 


txaperoi-kideekin ezarritako izaera ezberdineko asoziazioek Hsc70aren jarduerak bideratzen 


dituzte tokiko beharren arabera txaperoiaren funtzioak doituz. Testuinguru honetan, lan honek 


bi ikuspegi ezberdinetik giza desagregazio sistemaren aktibitatea nola moldatu daitekeen 


ikertzea izan du helburu. 


Alde batetik, DnaJ txaperoi-kideak Hsp70 proteinen patuaren gidaritzat jotzen direla oinarri 


hartuta, DnaJA2 eta DnaJB1 proteinetan aurkitzen diren berezko atal moldagarriek (BAM) Hsc70 


txaperoiaren funtzionaltasunean duten eragina aztertu da. DnaJA2 eta DnaB1 txaperoi-kideek 


giza desagregazio sistema osatzen dute eta bakoitzak bere sekuentzian gutxienez BAM bat du. 


Atal moldagarri hauek txaperoi-kideen izaeran eta ondorioz Hsc70 txaperoiaren 


funtzionaltasunean eragin dezaketela hipotesitzat joz, hurrengo helburuak ezarri dira: 


1. DnaJA2 eta DnaJB1 proteinen berezko atal moldagarrien (BAM) identifikazioa. 


 


2. DnaJA2 eta DnaJB1 txaperoi-kideek agregazioa saihesteko eta haien artean elkarketak 


eratzeko duten gaitasunean BAMek duten eragina aztertzea. 


 


3. Identifikatutako BAMak ezabatzearen ondorioz sortutako delezio-mutanteek 


Hsc70+DnaJ eta Hsc70+DnaJ+Apg2 txaperoi konbinazioen bertoleste eta desagregazio 


funtzioetan eragindako aldaketak zehaztea. 


Bestetik, ligando ezberdinen bidez giza desagregazio sistemaren aktibitatea moldatu da. 


Sistemaren aktibitatea eragitearen arrazoia txaperoien adierazpen desorekekin erlazionatuta 


dauden gaixotasunen agerpenean funtsatzen da. Txaperoien adierazpen urria eta 


gainadierazpena, neuroendekapenaren eta minbiziaren ezaugarri nabarmenak dira, hurrenez 


hurren. Hortaz, giza desagregazio sistema aktibatzea zein inhibitzea estrategia egokiak izan 


daitezke aipatutako gaitzeei aurre egiteko. Lanaren atal honen helburuak hurrengoak dira: 


1. Errendimendu altuko baheketa baten bidez eta Prestwick Chemical Library® konposatu 


bilduma erabiliz, Apg2 proteinaren lotugaiak aurkitzea. 


 


2. Identifikatutako lotugaiek sistemaren desagregazio funtzioan duten eragina aztertzea. 


 


3. Melanoma minbizi zeluletan, aukeratutako konposatuen zitotoxizitatea ikertzea. 
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3. KAPITULUA. MATERIAL ETA METODOAK 


3.1. E.coli zelula-hazkuntzak. 


3.1.1. Anduiak. 


Lan honetan zehar E.coli bakterioaren andui ezberdinak erabili ziren ostalari gisa, plasmidoen 


hedapenerako eta intereseko proteinen sintesirako (3.1 taula). 


- DH5α anduia: Hoffman-Berling 1100 anduitik eratorria da. Zelula hauek plasmidoen 


hedapenerako erabili ziren. DNA exogenoaren degradazioa eragozteko mutazioak dituzte, 


adibidez endA1 mutazioa, zelula barneko endonukleasak aktibo ez egotea eragiten duena. 


Bestalde, recA1 mutazioak birkonbinazio homologoa eragozten du delezioak gertatzeko aukerak 


eta plasmidoaren barnean sekuentzia errepikapena ematea saihestuz. Azkenik, hsdR17 


mutazioak EcoKI errestrikzio-eraldaketa sistemako errestrikzio endonukleasa ezabatzen du, 


hortaz, EcoKI metilazioa ez duten DNA molekulak ez dira degradatzen (Meselson eta Yuan, 


1968). 


- XL1-Blue anduia: plasmidoen hedapenerako erabili zen. Andui honek ez ditu aktibo metilaziorik 


gabeko DNAren degradaziora bideratutako geneak; esaterako, hsdR17 genea. Beraz, PCRtik 


eratorritako produktuak mantentzeko egokia da. Horretaz gain, jatorri exogenoko DNA 


degradatu ez dadin, endonukleasak ez adierazteko mutazioak ditu (endA1 mutazioa esaterako) 


(Grant et al., 1990). 


- Rosetta (DE3) pLysS: BL21 (DE3) zeluletatik eratorri den andui hau aproposa da intereseko 


proteinen adierazpena burutzeko. Zelula hauek E.coli bakterioak ez dituen tRNAk adierazteko 


plasmidoa dute, ez-ohikoak diren kodonak itzuli daitezen. Plasmido honek kloranfenikolarekiko 


erresistentzia ematen die ere. pLysS izenaren jatorria, T7 RNA polimerasaren inhibitzaile 


naturala den T7 lisozima kodetzen duen plasmidoa izatean oinarritzen da. Hortaz, intereseko 


proteinaren adierazpena induzitu aurretik T7 RNA polimerasa ez-aktibo mantentzen du. Era 


honetan, zelularen bideragarritasunean eta hazkuntzan eragina izan dezaketen proteinen 


adierazpena saihesten da (Novy et al., 2001). 


 


3.1 taula. Tesi honetan erabilitako E.coli anduiak. 


Anduia Genotipoa Erreferentzia 


DH5α 
F– endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG 
purB20 φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK


–


mK
+), λ– 


Meselson eta 
Yuan, 1968 


XL1-Blue 
endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recA1 relA1 lac glnV44 F'[ 
::Tn10 proAB+ lacIq Δ(lacZ)M15] hsdR17(rK


- mK
+) 


Grant et al., 
1990 


Rosetta (DE3) 
pLysS 


F– ompT gal dcm lon? hsdSB(rB
–mB


–) λ(DE3 [lacI lacUV5-
T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-12(λS) pLysSRARE[T7p20 
ileX argU thrU tyrU glyT thrT argW metT leuW proL 
orip15A](CmR) 


Novy et al., 
2001 


 


 


 







3. Kapitulua: Material eta metodoak 


 
38 


 


3.1.2. Plasmidoak. 


Intereseko proteinak klonatzeko, pE.SUMO plasmidoa (Life Sensors) erabili zen. Bektore honek 


aukera ematen du txertatutako proteina SUMO (legamiaren Smt3) proteinari fusionatuta 


adierazteko. SUMOk, intereseko proteinaren disolbagarritasuna handitu egiten du zelula 


ostalarian eta bere toleste prozesuan laguntzen du. Gainera Ulp1 (SUMO 1 proteasa) erabilita, 


bi proteinak elkarrengandik era sinplean banatu daitezke (Malakhov et al., 2004). SUMOk amino 


muturrean, 6 histidinez osatutako etiketa du, fusio-proteina metal-afinitate kromatografia bidez 


purifikatzea ahalbidetzen duena (Terpe, 2003). Proteinaren adierazpen heterologoa T7 


promotorearen menpe dago; hortaz, isopropil-β-D-1- tiogalaktopiranosido (IPTG) bidez 


adierazpena induzitu daiteke. Plasmidoak anpizilinarekiko erresistentzia-genea du. 


 


3.1.3. Zelula-hazkuntzak, hautaketa eta mantentzea. 


Zelulak Luria-Bertani (LB) (10 g triptona, 5 g legamia aterakin, eta 5 g NaCl litroko) hazkuntza-


medio likidoan hazi ziren (Maniatis et al., 1982). Hazkuntza-medio hautakorra autoklabean 


izandako LBari antibiotiko ezberdinak gehituz lortu zen: anpizilina (100 µg/ml) soilik edo 


anpizilina (100 µg/ml) eta kloranfenikola (35 µg/ml) - azken hau Rosetta pLysS zelulen 


hazkuntzaren kasurako-. Antibiotikoak gehitzeak zelula-hazkuntzak kutsatzea eta 


antibiotikoarekiko erresistentzia ematen dien plasmidoa galtzea eragozten du. Intereseko 


proteinak 0.1-1 mM bitarteko IPTG kontzentrazioa gaineratuz induzitu ziren.  


Hazkuntza-medio solidoak LB-agar medioarekin (% 2 agar duen LB medioa) egin ziren. Medio 


autoklabatuari zegokion antibiotikoa (anpizilina (100 µg/ml) soilik edo anpizilina (100 µg/ml) eta 


kloranfenikola (35 µg/ml) Rosetta pLysS zelulen hazkuntzan) gehitu zitzaion solidotu aurretik, 


Petri kutxetan banatu (20 ml kutxa bakoitzeko) eta giro tenperaturan utzi ziren. Solidotutakoan 


Petri kutxak ilunpean, 4 °C-an eta buruz behera gorde ziren ura kondentsatzea ekiditeko.  


Anduiak -80 °C-an mantendu ziren autoklabatutako glizerolarekin (% 40 (v/v)) batera. Gau osoan 


zehar hazitako zelula-hazkuntzaren 1 ml % 80ko kontzentrazioa (v/v) zuen glizerolarekin nahastu 


ondoren. 


 


3.2. Biologia molekularreko teknikak. 


3.2.1. DNA plasmidikoaren erauzketa. 


Plasmido bat, bakterioek haien kromosoma nagusitik kanpo duten DNA zirkular eta txikia da 


(berrehun eta bostehun kilobase bitartekoa). Plasmidoen erreplikazioa bakterioen DNA 


kromosomikoarekiko independentea da, berezko erreplikazio jatorria baitute. Zelularen 


bideragarritasunerako generik ez duten arren, baldintza zehatzetan zelulen biziraupenean 


lagundu dezaketen geneak dituzte; antibiotikoekiko erresistentzia ematen duten geneak, 


esaterako. Biologia molekularrean plasmidoak oso erabilgarriak dira klonazio edo adierazpen 


bektore bezala erabiltzeko aukera ematen dutelako. 


Plasmidoak isolatzeko Plasmid DNA purifikation kit (Macherey-Nagel) izenekoa erabili zen. Kit 


honek dakartzan purifikazio-zutabeak erabiliz lisi alkalinoaren bidezko plasmidoen erauzketa 


burutzen da. Lortu nahi den purutasunaren arabera, MINI edo MIDI prozedurak jarraitu ziren. 
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3.2.2. Polimerasaren kate-erreakzioa (Polymerase Chain reaction, PCR). 


PCR teknikaren bidez DNA zati batetik abiatuta, honen anplifikazioa burutzen da. Teknika hau 


Kary B. Mullisek asmatu zuen 1986. urtean (Mullis et al., 1986) eta oinarrian, klonatu nahi den 


DNA zatiaren kopia asko lortzea ahalbidetzen du zelulak DNAren erreplikaziorako erabiltzen 


dituen baliabideak aprobetxatuz. Zelulan erreplikazioa ematen denean DNA molekularen harizpi 


bikoitza banatu eta DNA polimerasak harizpi bakoitzaren kopia (5’-tik 3’-ra) sortzen duen era 


parekoan, in vitro intereseko sekuentzia duen DNA moldea erabiltzen da. Erreakzioa eman 


dadin, moldeaz gain, DNA polimerasa, deoxinukleotido trifosfatoak (dNTP) eta DNA sekuentzia 


labur abiarazleak, hasle edo primer deritzenak behar dira. Azken hauek, harizpi bakoitzaren 3’ 


mutur bakoitzarekiko sekuentzia osagarria dute. Azkenik, erreakzioa gertatzeko beharrezko 


ingurune kimikoa sortu behar da polimerasaren egonkortasuna eta aktibitatea bermatzeko. 


Horretarako, K+ eta Mg2+ katioi monobalente eta dibalenteak beharrezkoak dira. PCRak hiru fase 


ditu: 


 Desnaturalizazioa: erreakzio-nahasketa 30 segundo 90-95 °C-an jarri eta honek DNAren 


harizpi bikoitza banatzea dakar. 


 Hibridazioa: fase honetan hasleek harizpi bakoitzeko sekuentzia osagarrian atxikitzen 


dira. Tenperatura jaitsi egiten da, hasleen sekuentziaren arabera aldatzen delarik. 


 Elongazioa: tenperatura berriz ere igo eta polimerasak hasleeetatik hasita harizpi 


bakoitzaren sekuentzia osagarria kopiatzen du. 


PCR ziklo bakoitzaren iraupena minutu gutxitan osatzen da eta orokorrean, 20-40 aldiz 


errepikatzen da. Zikloko, DNA kopurua bikoiztu egiten da klonatu berri diren harizpiek molde 


gisa jarduten dutelako. Hortaz, hasle kontzentrazioa mugatzailea ez den bitartean, hazkundea 


esponentziala da eta n ziklo eta gero, anplifikatutako DNA kopurua 2n izango da hasieran 


jarritako molde molekula bakoitzeko. 


3.2.2.1. DnaJA2 Δ361-412 mutantearen klonazio prozedura. 


DnaJA2 proteinaren sekuentzia txertatuta zuen pE.SUMO plasmidoa, DnaJA2 Δ361-412 


mutantea klonatzeko molde gisa erabili zen. PCR erreakzioa Pfu Turbo DNA polimerasarekin (2,5 


U) (Agilent) burutu zen Mastercycler Gradient Thermocycler (Eppendorf) termoziklagailuan. 100 


µl-ko bolumeneko erreakzio-nahasketak erreakzio-tanpoia (Agilent), DNA moldea (100 ng), 


dNTPak (250 µM bakoitza) eta hasleak (0,5 µM) zituen. Hurrenez hurren, aurreranzko eta 


alderantzizko hasleak hurrengoak izan ziren: 5’-ATGGTCTCAAGGTATGGCTAACGTGGCTGAC-3’ 


eta 5’-GCGGATCCTTATTCCGGTCTAGATGGC-3’, BsaI eta BamHI errestrikzio guneekin 


(azpimarratuta). 30 zikloko PCR erreakzioa 94 °C eta 30 segundoko desnaturalizazio fasearekin 


hasi, 50 °C eta 30 segundoko hibridazioarekin jarraitu, eta72 °C-an burututako 2,5 minutuko 


elongazio fasearekin bukatu zen. Anplifikatutako produktua agarosa-gelean banatu eta Gel and 


PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel) prozedurarekin purifikatu ostean, BsaI eta BamHI 


errestrikzio-entzimekin (New England BioLabs) 2 orduz 37 °C-an liseritu zen. Bestalde, pE-SUMO 


plasmido hutsa prozedura bera jarraituz liseritu eta biak Gel and PCR Clean-up Kit-a (Macherey-


Nagel) erabiliz purifikatu ziren. Bukatzeko bektorea eta anplifikatutako produktuaren arteko 


ligazioa, 37 °C-an 2 orduz inkubatuz burutu zen T4 DNA ligasaren (New England BioLabs) bidez. 


3.2.2.2. DnaJB1-JA2 mutantearen klonazio prozedura. 


Mutante hau sortzeko, bi klonazio prozedura jarraitu ziren. Alde batetik, DnaJB1 proteina 


kodetzen duen sekuentzia txertatuta zuen pE.SUMO plasmidoa erabili zen, DnaJB1 proteinaren 


sekuentzia osoa bere azken aminoazido hondarra izan ezik (Ile340) Pfu Turbo DNA 
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polimerasarekin (2,5 U) (Agilent) anplifikatzeko. Erreakzioa (100 µl-ko bolumenarekin) 


Mastercycler Gradient Thermocycler (Eppendorf) termoziklagailuan egin zen erreakzio-tanpoia 


(Agilent), DNA moldea (100 ng), dNTPak (250 µM bakoitza) eta aurreranzko (5’-


ATCGTCTCAAGGTATGGGTAAAGACTACTACC-3’, BsmbI errestrikzio gunearekin (azpimarratuta)) 


eta alderantzizko (5’-GCTCTAGACGTACGTGATGTCTGGGGAATCC-3’, XbaI errestrikzio 


gunearekin, (azpimarratuta)) hasleekin (0,5 µM). PCRaren desnaturalizazio fasea 94 °C-an eman 


zen 30 segundoz; hibridazio fasea, 60 °C-an burutu zen 30 segundoko iraupenarekin; bukatzeko, 


2,5 minutuko elongazioa 72 °C-an egin zen. Erreakzioa 30 zikloz osatuta zegoen. Anplifikatutako 


produktua purifikatu ostean (Gel and PCR Clean-up Kit-a (Macherey-Nagel)), era sekuentzialean 


liseritu zen. Lehenik, XbaI errestrikzio-entzimarekin (New England Biolabs) liseritu zen 37 °C-an 


16 orduz; inkubazio denbora bukatu ostean, BsmbI errestrikzio-entzimarekin (New England 


BioLabs) liseritu zen 55 °C-an 2 orduko iraupenarekin. pE.SUMO plasmidoa BsaI errestrikzio-


entzimarekin (New England BioLabs) liseritu zen 37 °C-an, 2 orduz. Ligazioa burutzeko, 


purifikatutako (Gel and PCR Clean-up Kit-a (Macherey-Nagel)) bektore eta PCR produktuak T4 


DNA ligasarekin (New England BioLabs) inkubatu ziren 2 orduz. 


Bestetik, Ser357 eta Gln412 bitarteko sekuentzia anplifikatu zen DnaJA2ren sekuentzia 


txertatuta zuen pE.SUMO plasmidoa molde bezala hartuz. Pfu Turbo DNA polimerasak (2,5 U) 


(Agilent), erreakzio-tanpoiak (Agilent), DNA moldeak (100 ng), dNTPak (250 µM bakoitza) eta 


aurreranzko (5’-GCGTACGGTACTTGAGCAGGTTCTGCCATCTAGACCGG-3’, BsiWI errestrikzio 


gunearekin (azpimarratuta)) eta alderantzizko (5’-GCGGATCCTTACTGATGGGCACACTG-3’, 


BamHI errestrikzio gunearekin (azpimarratuta)) hasleek (0,5 µM) osatutako 100 µl-ko erreakzio-


nahasketa PCRa burutzeko erabili zen. 30 zikloko erreakzioa, Mastercycler Gradient 


Thermocycler (Eppendorf) termoziklagailuan burutu zen. Desnaturalizazio fasea 30 segundokoa 


izan zen eta 94 °C-an burutu zen; 30 segundoko hibridazioa 55 °C-an egin zen; azkenik, 


elongazioak 2,5 minutuko iraupena izan zuen eta 72 °C-an egin zen. Anplifikatutako produktua 


purifikatzeko Gel and PCR Clean-up Kit-a (Macherey-Nagel) erabili zen. Behin produktu 


anplifikatua purifikatuta zegoela BamHI eta BsiWI (New England BioLabs) errestrikzio-


entzimekin liseritu zen 37 °C-an 2 orduz inkubatuz. Aurreko pausoan sortutako DnaJB1 Δ340 


klona zuen pE.SUMO plasmidoa, bektore gisa erabili zen. Horretarako, anplifikatutako 


produktuarekin burututako liseriketa prozedura bera egin eta bien arteko ligazioa burutu zen T4 


DNA ligasa (New England BioLabs) erabiliz. Ligazio erreakzioa 37 °C-an eman zen 2 orduko 


iraupenarekin. 


 


3.2.3. Mutagenesi zuzendua. 


Erakutsi bezala, PCR teknika egokia da proteina mutanteak sortzeko. Mutagenesi zuzenduak 


aukera ematen du DNA sekuentzia jakin batean intereseko aldaketak sortzeko; adibidez, amino 


azido ordezkapena, zenbait hondarren delezio edo txertaketa eta mutazio puntualak. Egin nahi 


den mutazioa DNA molde baten leku espezifiko batean ematea ahalbidetzen duten protokolo 


optimizatu ugari daude. Tesi honetan Phusion Site-Directed Mutagenesis (Thermo Fisher 


Scientific) protokoloa erabili zen DnaJA2 ΔG/F (Ser78 eta Met100 hondarren arteko delezioa) 


eta DnaJB1 ΔG/F (Ser75 eta Phe146 hondarren arteko delezioa) mutanteak sortzeko. 


Teknika honen oinarria, DNA moldea anplifikatzean datza delezioa sortu nahi den gunea izan 


ezik (3.1 irudia). 5’-fosforilatutako hasleak erabili ziren zeintzuek, delezio-gunea mugatzen zuten 


sekuentziekin hibridatzen zuten. 5’-fosforilatutako hasleak beharrezkoak dira plasmidoaren 


ligazioa zuzenean eman dadin. 
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Teknika honetan molde gisa, moldatu nahi den sekuentzia duen kiribildutako harizpi bikoitzeko 


DNA molekula (dsDNA) erabiltzen da. 5’-fosforilatutako hasle bakoitza, DNA molekularen harizpi 


bakoitzerako osagarria da eta delezioa burutu nahi den sekuentziaren bi muturretan hibridatzen 


dute. PCR zikloetan zehar, DNA polimerasa hasleetatik hasi eta hidridatutako harizpiaren 


sekuentzia osagarria sintetizatzen du mutazioa duten plasmidoak sortuz. Ondoren, PCR 


produktua FastDigest™ DpnI (hornitua) entzimarekin liseritu egiten da 37 °C-an 15 minutuz. 


Endonukleasa honek metilatutako edo hemimetilatutako (5’-Gm6ATC-3’) DNAren gain baino ez 


du eraginik; hortaz, jatorrizko DNA moldea (dam+ E.coli andui batean sintetizatu behar dena) 


liseritu egiten da baina in vitro erreakzioan zehar sintetizatutako DNA oso-osorik mantentzen da 


(Braman et al., 1996). Protokoloan adierazten denari jarraituz, T4 DNA ligasak (hornitua) ligazioa 


burutzen du, mutatutako plasmidoak zirkular bihurtuz. Ligazio produktua XL1-Blue zelula 


konpetenteetan txertatu zen elektroporazioz (ikusi 3.2.5. atala). 


Teknika honek ez du errestrikzio-gune edo bektore berezien beharrik. Hasleen diseinurako, 


ordea, hurrengo irizpideak jarraitu behar dira: 


- Bi oligonukleotidoak dagokien harizpi molde bakoitzarekiko guztiz osagarriak izan behar dira 


eta txertatu nahi den mutazioa eduki behar dute. 


- Hasleek 24 eta 30 nukleotido bitarteko luzera izan behar dute eta Tm-a (melting temperature) 


65-72 °C bitartekoa izan behar da. Hasleen Tm-a, etxe komertzialak (Thermo Fisher Scientific) 


eskainitako baliabide baten bidez kalkulatzen da. 


 


3.1 irudia. Phusion Site-Directed Mutagenesis protokoloan jarraitutako pausoak. Aurreranzko (F) eta alderantzizko 
(R) hasle fosforilatuak delezio-gunea mugatzen duten bi muturrekiko osagarriak dira. PCR zikloen ondoren, DpnI 
endonukleasak jatorrizko DNA moldea liseritu egiten du eta T4 DNA ligasak sintetizatutako produktu linealen ligazioa 
burutzen du plasmido zirkularrak emanez. Plasmido hauek XL1-Blue zeluletan txertatzen dira. Protokolo hau DnaJA2 
ΔG/F eta DnaJB1 ΔG/F mutanteak sortzeko erabili zen.  
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DnaJA2 ΔG/F eta DnaJB1 ΔG/F mutanteak sintetizatzeko erreakzio-nahasketak 50 µl-ko 


bolumena izan zuen. Lagin bakoitzaren osagaiak, erreakzio-tanpoia (hornitua), Phusion™ Hot 


Start II DNA polimerasa (hornitua) (1 U), dNTPak (200 µM bakoitzeko), DnaJA2 (DnaJA2 ΔG/F 


mutantearen kasuan) edo DnaJB1 (DnaJB1 ΔG/F mutantearen kasuan) sekuentziadun pE.SUMO 


plasmido moldea (10 ng) eta mutante bakoitzari zegokion aurreranzko eta alderantzizko 5’-


fosforilatutako hasleak (0,5 µM) (3.2 taula) izan ziren. 25 zikloko PCR erreakzioa Mastercycler 


Gradient Thermocycler (Eppendorf) termoziklagailuan burutu zen. Ziklo bakoitza hiru fasetan 


banatu zen: desnaturalizazioa, hibridazioa eta elongazioa (3.3 taula). 


 


3.2 taula. DnaJA2 eta DnaJB1 ΔG/F delezio-mutanteak sortzeko erabilitako molde eta haslea-bikoteak. 


Delezio-mutantea DNA moldea Hasleak 


DnaJA2 ΔG/F pE.SUMO DnaJA2 
5’-PHO-GCCTTCCCGAAGACCTTGC-3’  
5’-PHO-GGCAATCAGAGTAGAAGTCGAAATGG-3’ 


DnaJB1 ΔG/F pE.SUMO DnaJB1 
5’-PHO-CCCCTTTAGGCCTTCCTCCC-3’  
5’-PHO-GGCCGCTCCCGCTCTG-3’  


 


3.3 taula. DnaJA2 ΔG/F eta DnaJB1 ΔG/F mutanteak sintetizatzeko burututako PCR zikloen ezaugarriak. 


Faseak Tenperatura Iraupena Ziklo kopurua 


Hasierako desnaturalizazioa 98 °C 30 s 1 


Denaturalizazioa 98 °C 10 s 


25 


Hibridazioa 
DnaJA2 ΔG/F / DnaJB1 ΔG/F 


63.5 °C/68.6 °C 30 s 


Elongazioa 
DnaJA2 ΔG/F / DnaJB1 ΔG/F 


72 °C 225/210 s 


Bukaerako elongazioa 72 °C 5 min 1 


 


 


3.2.4. DNA elektroforesia. 


Teknika honek eremu elektriko baten pean DNA molekulak bere masa eta kargaren arabera 


banatzea ahalbidetzen du (Maniatis et al., 1982). DNA zatiak eremu elektrikoan katodotik 


anodora mugitzen dira, fosfato taldeak direla eta, karga negatiboa dutelako pH> 5 baldintzetan. 


Banaketa, agarosazko geletan zehar ematen da. DNA molekula txikiek agarosazko matrize 


porotsuan zehar molekula handiagoak baino gehiago migratuko dute. Hala ere, tamainaz gain, 


DNA molekularen konformazioa ere aintzat hartu beharra dago, mugikortasunean eragiten 


baitu. Hortaz, denbora-tarte jakin batean, karga/masa bera duten DNA zatiak haien tamaina eta 


konformazioaren arabera banatuko dira. 
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Agarosazko gelen prestaketarako, agarosa (% 1) TAE tanpoian (EDTA 1 mM, % 1,1 (v/v) azido 


azetikoa eta 40 mM Tris-HCl pH=8,0) bero bidez disolbatu eta ondoren elektroforesi erretiluan 


isuri zen. Laginak ikusi ahal izateko SYBR-Safe (Invitrogen) 1:10000 (v/v) gehitu zen. DNA laginak 


karga soluzioan (% 0,25 (p/v) bromofenol urdina eta % 30 (bolumen protzentajea) glizerola) 


disolbatu eta solidotutako agarosa gelean kargatu ziren. Elektroforesia TAE tanpoia erabiliz egin 


zen 100 volt-eko tentsioa aplikatuz. Elektroforesia bukatutakoan ultramore argiko 


transiluminadore (Vilbert Lourmat) batean DNA zatiak behatu ziren. 


 


3.2.5. Elektroporazio bidezko bakterioen transformazioa. 


Elektroporazioa, intereseko plasmidoa E.coli andui jakinean (ikusi 3.1 taula) txertatzeko erabili 


zen. Teknika honen oinarria, zelulengan korronte elektriko bat aplikatzean datza, mintzean 


iraupen txikiko poroak sortuko dituena. Negatiboki kargatutako plasmidoak poro horietan zehar 


igarotzen dira elektroforesi-efektu antzeko bati jarraituz (Neumann et al., 1982). Transformazioa 


burutu aurretik E.coli zelulei medioko gatzak kendu zitzaizkien korronte elektrikoaren 


transmisioan eragin ez zezaten. Metodoaren efizientziari dagokionez, 109-1010 kolonia lortzen 


dira transformatutako DNA mikrogramo bakoitzeko. 


Zelula konpetenteak lortzeko prozedura garbiketa jarraituak burutzean datza. Zelulak 10 ml LB 


hazkuntza-medioan hasi ziren zelula-hazkuntza saturatu arte. Berau inokulu gisa erabili zen 500 


ml-ko LB hazkuntza-mediorako. Hazkuntzaren dentsitate optikoa (D.O.600) 0,5 zenean hazkuntza 


20 minutu izotzetan utzi, eta ondoren, 8 000 rpm-tan zentrifugatu zen 15 minutuz Beckman JLA-


9.1000 errotore batean 4 °C-an. Jalkina esterilizatutako 1 L glizerolarekin (% 10 (v/v)) berreseki 


zen. Azken pauso hau hiru aldiz errepikatu zen aldi bakoitzean eskuratutako jalkina 500, 30 eta 


3 ml glizeroletan (% 10 (v/v)) berresekiz. Hauetatik azken zentrifugazio pausua JA-20 errotore 


batean egin zen. Zelulak 50 µl-ko alikuotetan banatu ziren 1010 zelula kontzentrazioarekin eta -


80 °C-an mantendu ziren. 


Elektroporazioa 4 °C-an burutu zen beroak eraginda zelulak kaltetu ez zitezen. 50 µl-ko zelula 


konpetente alikuota bati intereseko plasmidoaren 1 µl gehitu zitzaion. Nahasketa 2 mm-ko 


luzerako kubetan (BioRad) sartu eta 10 minutuz izotzetan utzi zen. Elektroporaziorako 


parametroak hurrengoak izan ziren: 2,5 kV, 25 µV eta 200 Ω. Kubeta, elektroporatzailean (Xcell, 


BioRad) sartu eta 4-5 ms-ko pultsuak eman zitzaizkion. Bukatutakoan ahalik eta lasterren, zelulei 


1 ml LB hotza gehitu zitzaien eta izotzetan mantendu ziren 10 minutuz. Azkenik, zelulak 30 


minutuz inkubatu ziren 37 °C-an leunki irabiatuz eta antibiotikoa zuten (anpizilina (100 µg/ml) 


soilik edo anpizilina (100 µg/ml) eta kloranfenikola (35 µg/ml) - azken hau Rosetta pLysS zelulen 


hazkuntzaren kasurako-) LB-agardun kutxetan erein ziren. Petri kutxak 37 °C –an inkubatu ziren 


16 orduz. 
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3.3. Proteinen purifikazioa. 


Tesi honetan zehar, giza desagregazio sistema osatzen duten txaperoiak eta DnaJA2 eta DnaJB1 


txaperoi-kideetatik eratorritako mutanteak purifikatu ziren. Lan honetan erabilitako 


gainontzeko proteinak erosiak edo laborategiko kideek emanak izan ziren (3.4 taula). 


3.4 taula. Tesi honetan erabilitako proteina zerrenda eta haien ezaugarri nagusiak. 


Proteina Jatorria kDa Sintesia Erreferentziak 


Hsc70 Gizakia 70,9 Laborategian purifikatua 
Hageman eta 


Kampinga, 
(2008) 


DnaJA2 Gizakia 45,7 Laborategian purifikatua 
Hageman eta 


Kampinga, 
(2008) 


DnaJA2 ΔG/F Gizakia 43,5 Laborategian purifikatua  


DnaJA2 Δ361-
412 


Gizakia 40,1 Laborategian purifikatua  


DnaJB1 Gizakia 38 Laborategian purifikatua 
Hageman eta 


Kampinga, 
(2008) 


DnaJB1 ΔG/F Gizakia 30,5 Laborategian purifikatua  


DnaJB1-JA2 Gizakia 44 Laborategian purifikatua  


Apg2 Gizakia 94,3 Laborategian purifikatua Shorter, (2011) 


Apg2 ΔC Gizakia 78,6 
Laborategian purifikatua 


(Y. Cabrera) 


 


Apg2 ΔAS Gizakia 86,7 
Cabrera et al., 


(2019) 


Tau K18 P301L Gizakia 13,8 
Laborategian purifikatua 


(A. Franco) 
 


Ulp1 S.cerevisiae 27 
Laborategian purifikatua 


(N. Orozco) 
Malakhov et al., 


(2004) 


G6PDH L.mesenteroides 54,4 Worthington 
Diamant et al., 


(2000) 


Luziferasa P.pyralis 62 Sigma-Aldrich 
Mogk et al., 


(1999) 


LDH Untxia 140 Roche Nørby, (1988) 


PK Untxia 237 Roche Nørby, (1988) 


 


3.3.1. Hsc70 txaperoiaren purifikazioa. 


E.coli zelulak anpizilina (100 μg/ml) eta kloranfenikola (35 μg/ml) zituen LB hazkuntza-medioan 


hazi ziren 37 °C-an 16 orduz. Hazkuntza saturatua 20 aldiz diluitu zen antibiotikodun LB freskoan 


(750 ml) eta D.O.600 0,6ra heldu arte hazten utzi ziren. Proteinaren sintesia 0,5 mM IPTG eta 0,3 


mM NaCl gehitzearekin induzitu zen. Proteina gainadierazpena 14 orduz eman zen 20 °C-an 


matrazeak leunki irabiatuz. Inkubazioa bukatutakoan zelulak zentrifugazioz (5 000 x g, 10 min) 


jaso ziren eta lortutako jalkina berresekitzeko lisi-tanpoia erabili zen: 50 mM Tris-HCl pH=8, 1 


mM TCEP, 350 mM NaCl, 10 mM imidazola pH=8, % 20 sakarosa, % 5 glizerola, % 0.2 Triton X-


100, 1 mM PMSF eta Complete EDTA-free (Roche) proteasa inhibitzaile koktela (1 pastilla 50 ml-


ko). Zelulen lisia sonikazio bidez egin zen (MSE Soniprep 150 (Leicestershire) sonikatzailea); 10 


zikloz osatutako prozedura jarraitu zen, non ziklo bakoitzean 20 segundoko pultsua eman eta 
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ondoren 30 segundoko itxaronaldia egiten zen. Ondoren lagina 35 000 rpm-tan ultrazentrifugatu 


egin zen 4 °C-an 30 minutuz Beckman 70.38 errotore batean, proteina solugarriak mintz eta 


lisatu gabeko zelulengandik bereizteko. Lortutako gainjalkina His Trap TM FF (GE Healthcare), Ni2+ 


katioiez osatutako zutabe kromatografikoan zehar igaro zen. Lagina gehitu aurretik, zutabea A 


tanpoiarekin (20 mM Tris-HCl pH=8, 350 mM NaCl, 10 mM imidazola pH=8, % 5 glizerola eta 1 


mM TCEP) orekatu zen. Zutabeari lotuta geratutako proteina frakzioa gatz kontzentrazio 


altuarekin garbitu zen A2 tanpoiarekin: 20 mM Tris-HCl pH=8, 1 M NaCl, 10 mM imidazola pH=8, 


% 5 glizerola eta 1 mM TCEP. Proteinaren eluziorako imidazol kontzentrazio altua erabili zen, 


honek Ni2+ lotu eta proteinaren askapena eragiten baitu. Eluzio tanpoia, B tanpoia, hurrengoa 


zen: 20 mM Tris-HCl pH=8, 350 mM NaCl, 400 mM imidazola pH=8, % 5 glizerola eta 1 mM TCEP. 


Proteina jaso eta 16 orduko dialisia egin zen A tanpoiaren kontra. Laginari dialisian jarri aurretik 


Ulp1 proteasa gehitu zitzaion (1,2 mg) fusio-proteina moztu zezan. Aurreko purifikazio 


prozedura errepikatu egin zen kasu honetan 10 ml NTA Agarose (Qiagen) erretxina zuen zutabea 


erabiliz. Kasu honetan, Hsc70ak ez zuen erretxinarekin elkarrekin eta zuzenean jaso zen (flow-


through). Ordea, SUMO eta Ulp1 proteasa erretxinari lotuta geratu ziren duten histidina 


etiketaren ondorioz. Azken hauek aurretik deskribatu bezala eluitu ziren. Proteina C tanpoiaren 


kontra dializatu zen (10 mM sodio fosfatoa pH=6,8, % 10 glizerola eta 5 mM β-merkaptoetanola) 


16 orduz. Hurrengo egunean, lagina C tanpoiarekin aurre-orekatutako hidroxiapatitoko 20 ml-


ko zutabe batean zehar igaro zen. Proteina eluzioa, 10-500 mM bitarteko sodio fosfato pH= 6,8 


gradiente bidez burutu zen. Hsc70 txaperoia zuten frakzioak 25 mM Hepes pH=7,6, 350 mM KCl, 


5 mM MgCl2, % 10 glizerola eta 2 mM DTT zituen tanpoiaren kontra dilizatu ziren 16 orduz. Hsc70 


proteina Amicon50 (Millipore) iragazkiak erabiliz kontzentratu zen eta jarraian laginak eduki 


zitzakeen agregatuak kentzeko zentrifugatu egin zen (10 min, 4 °C, 13 000 x g). Proteina 50 µl-


ko alikuotetan banatu eta – 20 °C-an gorde zen. 


 


3.3.2. DnaJ txaperoi-kideen purifikazioa. 


DnaJA2, DnaJB1 eta dagokien mutanteak prozedura berdina jarraituz purifikatu ziren. DnaJ 


proteina bakoitzeko, trasformatutako bakterioak anpizilina (100 μg/ml) eta kloranfenikoldun (35 


μg/ml) LB medioan hazi ziren, 37 °C-an irabiaketa leunarekin. Medio asetua 750 ml-ko LB medio 


berrian diluitu ziren antibiotiko kontzentrazio berberarekin D.O.600 0,6 lortu arte. Orduan, 


proteinaren gainadierazpena induzitu zen IPTGa gehituz 1 mM-ko bukaerako kontzentrazioan. 


Kultibo hauek 37 °C-an inkubatu ziren 4 orduz. Adierazpena induzitu eta gero bakterioak 


zentrifugatu egin ziren (5 000 x g 10 min) 4 °C-an. Jalkina lisi tanpoian (50 mM Tris-HCl pH=8, 1 


mM TCEP, 350 mM NaCl, 10 mM imidazola pH=8, % 20 sakarosa, % 0.2 Triton X-100, 1 mM PMSF 


eta Complete EDTA-free (Roche) proteasa inhibitzaile koktela (1 pastilla 50 ml-ko) berreseki zen. 


Bakterioak MSE Soniprep 150 (Leicestershire) sonikatzailean sonikatu ziren, 20 ziklo 20 segundo 


piztu/ 30 segundo itzali eginez 4 °C-an. Ondoren, sonikatutako bakterioak ultrazentrifugatu egin 


ziren 35 000 rpm, 30 minutuz eta 4 °C-an Beckman 70.38 errotorea erabiliz. Gainjalkina His Trap 
TM FF (GE Healthcare) zutabe kromatografikoan kargatu zen, aurretiaz A tanpoiarekin (20 mM 


Tri-HCl pH=8, 350 mM NaCl, 1 mM TCEP, 10 mM imidazola pH=8) orekatuta zegoena. Frakzio 


lotua 10-400 mM bitarteko imidazol pH=8-ren gradiente batekin eluitu zen. Proteinadun 


frakzioak batu eta 1,2 mg Ulp1 proteasa gehitu zitzaien fusio-proteina mozteko. Lagina 16 orduz 


dializatu zen A tanpoiaren kontra. Hurrengo egunean Ni-NTA Agarose (Qiagen) erretxinarekin 


(10 ml) betetako zutabe batean zeharreko purifikazioa eman zen. Aurretiaz zutabea A 


tanpoiarekin orekatu zen. Lagina zutabean zehar igaro eta frakzio ez-lotuan proteina jaso zen. 


Zutabera lotutako SUMO eta Ulp1 proteasa askatzeko B tanpoia (20 mM Tri-HCl pH=8, 350 mM 
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NaCl, 1 mM TCEP, 400 mM imidazola pH=8) erabili zen. DnaJ proteina 25 mM Hepes pH=7,6, 150 


mM KCl, % 5 glizerola eta 2 mM DTT zituen tanpoiaren aurka dializatu zen 16 orduz eta 4 °C-an. 


Proteina Amicon30 (Millipore) iragazkietan zehar kontzentratu zen eta jarraian 13 000 x g, 10 


minutuz eta 4 °C-an zentrifugatu zen egon zitezkeen agregatuak ezabatzeko. Proteina 50 µl-ko 


alikuotetan banatu eta – 20 °C-an mantendu zen. 


 


3.3.3. Apg2 txaperoiaren purifikazioa. 


Apg2 sekuentziadun plasmidoa txertatuta zuten zelulak antibiotikodun (anpizilina 100 µg/ml eta 


kloranfenikola 35 µg/ml) 25 ml-ko LB medioan hazi ziren 16 orduz eta 37 °C-an leunki irabiatuz. 


Hazkuntza-medio saturatua 600 ml-ko LB freskorako (anpizilina 100 µg/ml eta kloranfenikola 35 


µg/ml zuena) inokulu gisa erabili zen eta hazten utzi zitzaion aipatutako baldintzetan. 


Hazkuntzak D.O.600 0,6 baliokoa zuenean proteinaren gainadierazpena induzitu zen 0,3 M NaCl 


eta 0,1 mM IPTGarekin 22 orduz eta 20 °C-an. Zelulak zentrifugazio bidez (5 000 x g, 10 min, 4 


°C) jaso eta lisi tanpoian (20 mM Tris-HCl pH=8, 1 mM TCEP, 350 mM NaCl, 10 mM imidazola 


pH=8, % 20 sakarosa, % 5 glizerola, % 0.2 Triton X-100, 1 mM PMSF eta Complete EDTA-free 


(Roche) proteasa inhibitzaile koktela (1 pastilla 50 ml-ko)) berreseki ziren. Zelulak MSE Soniprep 


150 (Leicestershire) sonikatzailearen bidez lisatu ziren. Prozedura birritan errepikatu zen 


bakoitzean 5 sonikazio ziklo eginez 20 segundo piztu/ 30 segundo itzali ezaugarriekin. Zelula 


mintzak eta apurtu gabeko zelulak banatzeko lagina ultrazentrifugatu egin zen 35 000 rpm, 30 


minutuz eta 4°C-an 70.38 Beckman errotore batean; lortutako gainjalkinean proteina solugarria 


aurkitzen zen. Gainjalkina Ni-NTA Agarose (Qiagen) erretxinarekin (10 ml) betetako zutabean 


zehar igaro zen, zeina A tanpoiarekin (20 mM Tris HCl pH=8, 350 mM NaCl, 1 mM TCEP, 10 mM 


imidazola pH=8 eta % 5 glizerola) aurre-orekatuta zegoen. Lotutako fusio proteinari garbiketa 


bat egin zitzaion A2 tanpoiarekin (20 mM Tris HCl pH=8, 1 M NaCl, 1 mM TCEP, 10 mM imidazola 


pH=8 eta % 5 glizerola) eta jarraian eluitu egin zen B tanpoia (20 mM Tris HCl pH=8, 350 mM 


NaCl, 1 mM TCEP, 400 mM imidazola pH=8 eta % 5 glizerola) erabiliz. Apg2 proteinadun frakzioak 


elkartu eta Ulp1 proteasarekin (1,2 mg) batera dializatu ziren 16 orduz eta 4 °C-an A tanpoiaren 


kontra. Fusio proteina moztu ondoren aurreko Ni-NTA Agarose (Qiagen) erretxinarekin 


burututako purifikazio pausua errepikatu zen. Oraingo honetan, Apg2 proteina ez zen erretxinari 


lotu; SUMO eta Ulp1 zutabean lotuta geratu ziren eta B tanpoiarekin eluitu ziren. Apg2 25 mM 


Hepes pH=7,6, 100 mM KCl, % 10 glizerola eta 2 mM DTT zituen tanpoiaren aurka dializatu zen 


16 orduz eta 4 °C-an. Proteina kontzentratzeko Amicon50 (Millipore) iragazkiak erabili ziren. 


Kontzentratu ostean proteina 10 minutuz, 13 000 x g eta 4 °C-an zentrifugatu zen agregatuak 


laginetik kentzeko. 50 µl-ko alikuotak egin eta hauek - 20 °C-an mantendu ziren erabili artean. 


 


3.3.4. Gainontzeko proteinak. 


3.3.4.1. Tau K18 P301L. 


Tau mikrotubuluak lotzen dituen proteina da eta Alzheimer gaitzean adierazgarri diren 


neuronetako haril neurofibrilarretan agertzen den proteina amiloidogenikoa da (Barghorn et al., 


2004). Tau proteinak bi domeinu ditu: karboxilo muturreko mikrotubuluak lotzeko domeinua 


eta amino muturreko proiekzio domeinua (Dehmelt eta Halpain, 2005). Proteinaren karboxilo 


muturreko domeinuak karga positibo orokorra du, eta honek, negatibokiko kargatutako 


mikrotubuluekin elkarrekintzak ezartzen ditu. Domeinuak elkarrekiko oso antzekoak diren 31-


32 hondarreko hiruzpalau mikrotubuluak lotzeko errepikapenak (R1-R4) (microtubule-binding 
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repeats, MBR) ditu (Avila et al., 2004). Egitura amiloideak eratzeko proteinak duen gaitasuna, 


sekuentzia errepikakor hauetan aurkitzen diren bi hexapeptidoren PHF6* (275-VQIINK-280) eta 


PHF6 (306-VQIVYK-311) presentziaren menpekoa da, agregazio-motibo deritzenak (Daebel et 


al., 2012; Li eta Lee, 2006; Von Bergen et al., 2000; Von Bergen et al., 2001). Proteina hau BPM 


bat da. Sarritan in vitro, duen agregazio abiadura motela arintzeko, agregazioa sustatzen duten 


proteinaren karboxilo muturreko domeinuaren atalak baino ez dituzten aldaerekin lan egiten da 


(K18 eta K19 konstruktuak) (Gustke et al., 1994). Gainera, agregazioa kofaktore polianionikoen 


bidez ere azkartu daiteke; esaterako, heparina eta RNA. Hauen erabileraren arrazoia, Tau 


proteinaren karga positiboak neutralizatu eta molekulen arteko aldaratze indarrak saihestean 


datza, tokiko kontzentrazioa handitzen delarik (Ramachandran eta Udgaonkar, 2011). Tesi 


honetan, agregaziorako joera duen Tau K18 konstruktua erabili zen, zeinak gainera, esanahi 


gabeko mutazio bat du; P301L mutazio puntuala. Honek, agregazioa mesedetzen du eta 


familiarteko dementzia fronto-tenporalarekin erlazionatuta dago (Ingram eta Spillantini, 2002) 


(3.2 irudia). 


 


3.2 irudia. Tesi honetan erabili den Tau proteinaren Tau K18 P301L aldaeraren irudikapen eskematikoa. Tau 
proteinak bi domeinu ditu: amino muturreko proiekzio domeinua eta mikrotubuluak lotzeko karboxilo muturreko 
domeinua. Tau K18 konstruktua, R1-R4 sekuentzia errepikakorrek osatzen dute, agregazio motibo diren PHF6* eta 
PHF6 hexapeptidoak dituztenak. Horretaz gain, lan honetan erabilitako aldaerak P301L esanahi gabeko mutazioa du. 


 


3.3.4.2. Ulp1. 


Ulp1 27 kDa-eko proteasa bat da. Entzima honek, Smt3 eta SUMO-1era lotutako proteinak 


mozten ditu; ordea, elkarrekiko antzekotasun handia izan arren, ez du ubikitina substratu bezala 


ezagutzen. Proteasak Smt3 eta SUMO-1 karboxilo muturretik mozten ditu (Li eta Hochstrasser, 


1999). Tesi honetan Ulp1 SUMO proteinarekin sortutako fusio proteinak mozteko erabili zen. 


Proteasak 6 histidinadun etiketa bat du (Malakhov et al., 2004) metal-afinitate kromatografia 


bidez purifikatu ahal izateko eta fusio proteina moztu ondoren intereseko proteina ez bezala, 


Ni-NTA Agarose (Qiagen) erretxinean adsorbatua izan dadin. 


3.3.4.3. L-Laktato deshidrogenasa (LDH). 


Laktato deshidrogenasa (Roche) entzima tetrameriko bat da, non monomero bakoitzak 36,5 kDa 


dituen. LDHk pirubatoa erreduzitu egiten du NADHren oxidaziotik askatutako hidruroa (H-) 


igorriz. Erreakzio produktuak NAD+ eta laktatoa dira (3.3 irudia). 
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3.3.4.4. Pirubato kinasa (PK). 


Pirubato kinasa (Roche) 237 kDa-ko proteina tetramerikoa da. Entzima honek fosfato talde 


baten transferentzia katalizatzen du fosfoenolpirubatotik ADPra, ATPa eta pirubatoa sortzen 


direlarik. Erreakzioa eman dadin protoi bat beharrezkoa da (3.3 irudia). 


 


3.4. Proteinen analisi eta kuantifikazioa. 


3.4.1. Poliakrilamidazko gel elektroforesia (SDS-PAGE). 


Proteinen banaketa eta analisia SDS-PAGE poliakrilamidazko geletan zehar burutu zen aurretik 


argitaratutako lanari jarraiki (Laemmli, 1970). Teknika honetan, proteina guztiek karga/masa 


ratio bera izan dezaten sodio dodezil sulfatoa (SDS) gehitzen zaie eta horrela proteinen 


mugikortasuna haien pisu molekularraren araberakoa da soilik. Hortaz, polipeptido guztiek 


haien sekuentzian zehar karga banaketa homogeneoa eskuratzen dute banaketan eragiten duen 


aldagai bakarra pisu molekularra delarik. Gelak era ez-jarrai batean egin ziren, bi ataletan 


banatuta: gel pilatzailea eta gel banatzailea. Gel pilatzaileak % 4,7 akrilamida/bisakrilamida 


(30/0,8) 125 mM Tris HCl pH=6,8an diluitua, % 10 (p/v) SDS, % 0,1 (p/v) amonio persulfatoa (APS) 


eta % 0,15 (v/v) N,N,N´,N´-tetrametiletilendiamina (TEMED) zituen. Gel banatzailearen 


konposizioa hurrengoa zen: % 12,5 akrilamida/bisakrilamida (30/0,8) 375 mM Tris HCl pH=8,8an 


diluitua, % 0,1 (p/v) SDS, % 0,04 (p/v) APS eta % 0,15 (v/v) TEMED. Laginei, haien bolumenaren 


besteko karga soluzioa (50 mM Tris-HCl pH=6,8, % 5 (v/v) glizerola, % 4 (p/v) SDS, % 0,02 (p/v) 


bromofenol urdina eta 100 mM DTT) gehitu zitzaien. Elektroforesirako soluzioak 200 mM glizina, 


25 mM Tris pH=8,3 eta % 1 (p/v) SDS zituen eta erabilitako ekipamendua mini-PROTEAN Tetra 


Cell (Bio-Rad) izan zen. Laginek gel pilatzailea zeharkatu artean elektroforesia 80 V-ra egin zen 


eta hortik aurrera 200 V-ra. Proteinak identifikatu ahal izateko pisu molekular ezaguneko 


markatzaileak erabili ziren. 


 


3.4.2. Coomassie blue bidezko proteinen tindaketa. 


SDS-PAGE gelaren ostean, proteinak finkatu eta tindatu egin ziren Wondrakek bi patente-eskari 


bidez (US2001046709 (A1), US6319720 (B1)) argitaratutako metodoari jarraituz (Lawrence eta 


Besir, 2009). Proteinak tindatzeko coomassie blue erabili zen. Tindatzaileak polipeptido kateen 


amino taldeekin elkarrekintza elektrostatikoak ezartzen ditu. Gelak tindatzeko, % 0,008 (p/v) 


Coomassie Brilliant Blue R-250 eta % 0,3 (v/v) 35 mM HCl ur bidestilatuan diluitua erabili ziren. 


Tindatu aurretik eta ostean, gelak ur bidestilatuarekin garbitu ziren, mikrouhinean berotu (urak 


irakin gabe) eta 5 minutuz irabiatu ziren. Prozedura birritan errepikatu zen. Azkenik, gelak ur 


bidestilatu berriarekin garbitu eta eskaneatu ziren. 


 


3.4.3. Proteinen kuantifikazioa. 


Lan honetan proteinen kuantifikaziorako bi metodo jarraitu ziren: Bradford metodoa eta 


estintzio-koefiziente molarraren bidezkoa Lambert-Beer ekuazioa erabiliz. 


Bradford metodoa (Bradford, 1976), coomassie blue duen soluzio batek proteinak lotzen 


dituenean soluzioaren absorbantziaren maximoak jasaten duen aldaketan (465 nm-tik 595 nm-


ra) oinarritzen da. Proteinen presentzian, soluzioak elkarrekintza hidrofobiko eta ionikoak 
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ezartzen ditu gehien bat arginina hondarrekin eta hein txikiago batean histidina, lisina, 


triptofano, fenilalanina eta tirosinarekin. Interakzio hauen ondorioz koloratzailearen forma 


anionikoa egonkortu egiten da eta honek kolore aldaketa nabarmena eragiten du (Compton eta 


Jones, 1985). Behi-seroalbumina (BSA) (Sigma-Aldrich) 0-16 µg bitartean zuten laginak (100 µl) 


kontzentrazio ezaguneko patroi gisa erabiltzeko prestatu ziren. Lagin eta estandarrei Bradford 


erreaktiboaren 1 ml (1:5 diluitua) gehitu zitzaien. Hauek nahastu eta 15 minutuz giro 


tenperaturan inkubatu ostean absorbantzia neurtu zen BioMate 3 (Thermo Fisher Scientific) 


espektrofotometroan, 595 nm-an. Proteina kontzentrazioa ezagutzeko estandarren 


absorbantzia BSA kantitatearekiko irudikatu zen. Estandarrekin lortutako zuzenaren ekuaziotik 


kuantifikatu beharreko proteinen kontzentrazioa kalkulatu zen. 


Proteinen kuantifikazioa burutzeko beste metodoak, proteinen estintzio-koefiziente molarra 


behar du. Aminoazido aromatikoek (triptofano, tirosina eta fenilalanina) 280 nm-an argia 


xurgatzen dutenez, proteina baten estintzio-koefiziente molarra aipatutako uhin luzeran, 


proteina baten kontzentrazioa determinatzeko erabil daiteke. Lambert-Beer ekuazioak (1), 


absorbantzia eta proteina kontzentrazioa erlazionatzen ditu. Neurketak egiteko BioMate3 


(Thermo Fisher Scientific) espektrofotometroa erabili zen. G6PDHaren estintzio-koefiziente 


molarra 11,5 da % 1eko (p/v) soluzio batean (Olive eta Levy, 1971). 


𝐴 =  𝜀 ∙  𝑐 ∙  𝑙                                                                          (1) 


non, 


𝐴: absorbantzia 280 nm-an 


𝜀: estintzio-koefiziente molarra (M-1∙cm-1) 


𝑐: kontzentrazioa (M) 


𝑙: kubetaren luzera (zm) 


 


3.5. Txaperoi molekularren aktibitate biologikoa neurtzeko metodoak. 


Giza desagregazio sistemak, desagregazio funtzioaren (desagregasa) bidez, agregatuetan 


aurkitzen diren polipeptidoak askatu eta hauek egitura natiboa berreskuratzea ahalbidetzen du. 


Horretarako beharrezkoa da ATPa energia iturri gisa erabiltzea. Hsc70 txaperoiak burututako 


ATParen hidrolisitik eratorritako energia agregatuaren gainazaletik monomeroak askatzeko 


erabiltzen da. Sistema honek destolestutako polipeptidoak jatorrizko egitura tridimentsional 


aktibora bueltatzen ditu; honi, toleste funtzio (foldasa) deritzo. Hsc70a aipatutako bi funtzioen 


betetzaile nagusia da eta eginkizun hauetan DnaJ eta Apg2 proteinen laguntza jasotzen du. Are 


gehiago, sistema honetako ordezkari bakoitzak bere kabuz, destolestutako polipeptidoak 


babestu eta haien agregazioa ez gertatzea ziurtatzen dute. Proteinen agregazioa saihesteko 


funtzio hau euste funtzioa (holdasa) da (Craig eta Marszalek, 2017). Tesi honetan substratu mota 


eta prozedura ezberdinak erabili ziren giza desagregazio sistemak burutzen dituen hiru funtzio 


hauek aztertzeko. 
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3.5.1. ATPasa aktibitatearen neurketa. 


Lan honetan lagin ezberdinen ATPasa aktibitatea neurtu zen. Alde batetik, Hsc70 eta Apg2 


txaperoien berezko ATPasa aktibitatea. Bestetik, DnaJ txaperoi-kideek (basatiek eta sortutako 


mutanteek) eragindako Hsc70aren berezko ATPasa aktibitatearen suspertzea; bai Apg2ren 


presentzian zein ausentzian. Azken honek Hsc70 txaperoiaren ATPa hidrolizatzeko gaitasuna are 


gehiago suspertzen du (Kampinga eta Craig, 2010; Rampelt et al., 2012). ATPasa aktibitatea 


neurtzeko, aurretiaz argitaratutako metodo bat jarraitu zen (Nørby, 1988). Honek, NADHaren 


oxidazioa neurtzen du, ATP molekulen hidrolisiaren adierazle gisa (3.3 irudia). Izan ere, 


kontsumitzen den ATP molekula bakoitzeko NADH molekula bat oxidatuko da. NADHaren 


oxidazio erreakzioa era jarraian neurtu zen 340 nm-ko uhin luzeran; NAD+ forma oxidatuak ez 


du uhin luzera hau xurgatzen. Saioak 30 °C-an burutu ziren 40 mM Hepes pH=7,6, 50 mM KCl, 5 


mM (CH3COO)2Mg eta 2 mM DTT zuen tanpoia erabiliz. Neurketak Synergy HTX plate reader 


(BioTek) plaka irakurgailuan burutu ziren. ATPa birsortzeko sistemak 0,3 mM NADH, 2 mM 


fosfoenolpirubatoa (PEP), 12,5 mg/ml pirubato kinasa (PK), 0,017 mg/ml laktato deshidrogenasa 


(LDH) eta 1 mM ATP zituen. Txaperoi kontzentrazioa hurrengoa zen: 2 µM Hsc70, 0,25-15 µM 


DnaJ eta 0,4 µM Apg2. Neurketak egiteko 96 putzuko eta hondo lauko plaka gardenak erabili 


ziren (Sarstedt), putzu bakoitzaren bolumena 200 µl ziren. ATP kontsumo abiadura, µmol 


ATP/min-ko, 340 nm-an absorbantzia jaitsieratik jasotako zuzenen maldetatik kalkulatu zen. 


NADHaren estintzio-koefiziente molarra erabiliz (𝜀340 6220 M-1 zm-1), kontsumitutako ATP 


molekula kopurua zehaztu zen denbora unitateko. 


3.5.1.1. ATPasa aktibitatearen zehaztapena baheketan identifikatutako molekulen presentzian. 


Baheketan identifikatutako konposatuek txaperoien ATPasa aktibitatean zuten eragina 


zehazteko saioetan, aurretik aipatutako tanpoiari % 0,01 Triton X-100 (TX-100) eta % 1-2 dimetil 


sulfoxidoa (DMSO) gehitu zitzaizkion. Neurketetan erabilitako laginak hiru motakoak izan ziren: 


konposatuak bakarka (6 µM Hsc70 edo 2 µM Apg2), nahasketa bitarra (2 µM Hsc70 eta 0,5 µM 


DnaJB1) eta nahasketa hirutarra (2 µM Hsc70, 0,5 µM DnaJB1 eta 0,4 µM Apg2). Laginak 


konposatuen kontzentrazio gorakorrekin aurre-inkubatu ziren 30 minutuz eta 30 °C-an 


erreakzioa ondoren abiarazi zen. 


 


3.3 irudia. ATPasa aktibitatea neurtzeko erabilitako akoplatutako ATPa birsortzeko sistema. Hsc70 txaperoiak (bai 
berez zein desagregazio sistemako gainontzeko txaperoi-kideek suspertuta) eta Apg2 NEFak ATP hidrolizatzen dute. 
Hidrolisitik sortutako ADPa, ATPa birsortzeko sistemak birziklatu egiten du ATP molekula berri bat sortzeko. Sistema 
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hau fosfoenol pirubato (PEP) eta NADH substratuez eta pirubatu kinasa (PK) eta laktato deshidrogenasa (LDH) 
entzimez osatuta dago. PK entzimak ADP eta PEP substratu gisa erabiliz, ATP eta pirubatoa sortzen ditu. Azken 
produktu hau LDHak substratu gisa jasotzen du eta NADHaren oxidaziotik askatutako protoia erabiltzen du laktatoa 
sortzeko. NAD+ molekulak ez du 340 nm-ko uhin luzera xurgatzen; beraz, 340nmn-an NADHaren aborbantzia galera 
jarraitzeak ATP kontsumoaren jarraipena egitea ahalbidetzen du. 


 


3.5.2. Proteina-substratu ereduak. 


3.5.2.1. Luziferasa. 


E.coli bakterioan adierazitako Photinus pyralis ipurtargiaren luziferasa birkonbinatua (Sigma-


Aldrich) proteina-substratu eredu gisa erabili zen. Entzima hau monomerikoa da eta 62 kDa-eko 


pisu molekularra du. Luziferina, oxigenoa, magnesioa eta ATParen (azken biak proteinaren 


kofaktore dira) presentzian, entzima honek argia sortzen du (3.4 irudia) (DeLuca, 1976). 


Luziferasak luziferinaren oxigenazio erreakzioa katalizatzen du. Luziferinaren oxidaziotik 


askatutako energia kimikoa trantsizio elektroniko baten bidez oxiluziferina eta argia sortzeko 


bideratzen da. Argi hau, berde-horia, 550 nm-ko uhin luzeraduna da. Eratutako argi distira 


erreakzioa burutu eta berehala galtzen da. Hala ere, sortutako luminiszentzia hau 


espektrofotometro bidez neurtu daiteke. 


 


3.4 irudia. Luziferasak katalizatutako bioluminiszentzia erreakzioa. Lucziferina, Mg2+ eta ATParen presentzian, 
luziferasak argia sortzen du erreakzio oxidatzaile baten bidez. 


 


3.5.2.2. Glukosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH). 


Lan honetan erabilitako G6PDH, Leuconostoc mesenteroides jatorrikoa zen (Worthington). 


Entzima hau 54,5 kDa-eko bi monomeroz osatuta dago. G6PDH organismo guztietan aurkitzen 


den entzima da eta pentosa fosfatoen bideko lehen erreakzioa katalizatzen du: glukosa-6-


fosfatoaren (G6P) oxidazioa NADP+ edo NAD+ koentzima bezala erabiliz (3.5 irudia). Erreakzio 


honetan, NADP+/NAD+ erreduzituak dira G6Pa 6-fosfoglukonato bilakatzean delarik. Entzima 


honen aktibitatea era espektrofotometrikoan neurtu daiteke 340 nm-an ematen den 


absorbantzia igoera jarraituz. Hain zuzen ere, NADP+/NAD+ molekulek ez bezala, 


NADPH/NADHak uhin luzera honetan xurgatzen dutelako (Diamant et al., 2000). 


 


3.5 irudia. Glukosa-6-fosfatoak katalizatutako erreakzioa. Entzima honek, glukosa-6-fosfatoa substratu bezala 
erabiltzen du 6-fosfoglukoanatoa sortuz. Erreakzioan NADP+ zein NAD+ erreduzitu eta NADPH edo NADH bilakatzen 
dira, zeintzuek, haien forma oxidatuek ez bezala, 340 nm-ko uhin luzera xurgatzen dute. 
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3.5.3. Agregatuen eraketa. 


3.5.3.1. Agente kaotropikoen bidez desnaturalizatutako proteinen agregazioa. 


Tesi honetan urea erabili zen agente kaotropiko bezala. Ureak proteinek haien egitura natiboa 


galtzea eragiten du, era zuzen eta zeharkakoan. Agente honek zuzenki polipeptidoaren atal 


polarrekin hidrogeno zubiak ezartzen ditu. Era honetan, ur molekulak zein urea bera proteinaren 


muin hidrofobikora heldu eta polipeptidoaren desnaturalizazioa eragiten dute. Bestalde, agente 


kaotropikoak proteinaren inguruan ordenatuta dauden ur molekulen egitura eta dinamika 


aldatzen ditu. Honek, proteina egonkortzen duen efektu hidrofobikoa gutxitzea eragiten du eta 


hondar hidrofobikoak azaleratzea dakar (Bennion eta Daggett, 2003). Agregatuak sortzeko, 


agente kaotropikoa duen disoluzioa berehala diluitu egiten da; horrela, destolestutako 


polipeptidoen aminoazido hidrofobikoen arteko elkarrekintza ez-espezifikoak gertatzen dira. 


3.5.3.2. Tenperatura altuak bideratutako agregatuen eraketa. 


Tenperaturak proteinen desnaturalizazioa eragiten du, polipeptido bakoitzaren desnaturalizazio 


tenperaturatik gora egitura natiboa mantentzen duten lotura ahulak eteten baititu. Proteina 


desnaturalizatuen muineko hondar apolarrak mediora azaleratuta egoteak, molekulen arteko 


elkarrekintza hidrofobikoak ezartzea dakar, agregatuen sorrera gertatzen delarik. Agregatuen 


tamaina eta konformazioa proteinaren sekuentziaren, desnaturalizazio tenperaturaren eta 


desnaturalizazio egoeraren iraupenaren araberakoak dira. 


 


3.5.4. Agregatuen berraktibazioa: desagregasa funtzioa (3.6 irudia). 


3.5.4.1. Luziferasa agregatuen berraktibazioa. 


Luziferasa (2 µM), 6 M urea, 40 mM Hepes pH=7,6, 50 mM KCl, 5 mM MgCl2, eta 2 mM DTTz 


osatutako tanpoian desnaturalizatu zen 30 minutuz eta 30 °C-an. Desnaturalizatutako 


proteinaren agregazioa burutzeko, berau 100 aldiz diluitu zen 40 mM Hepes pH=7,6, 50 mM KCl, 


5 mM MgCl2, eta 2 mM DTT zuen tanpoian. Behin agregatuak sortuta, 2 µM Hsc70, 0,25-6 µM 


DnaJ eta kasuaren arabera 0,4 µM Apg2 zuten laginei gehitu zitzaien. Berraktibazioari hasiera 


emateko 2 mM ATP eta ATPa birsortzeko sistema (3 mM PEP eta 20 ng/ml PK) gaineratu ziren. 


Bukaerako luziferasa kontzentrazioa 20 nM izan zen 100 µl-tan. 120 minutuko erreakzioa 30 °C-


an eman zen. Aldiro, berraktibazioaren jarraipena egiteko laginaren 5 µl, luziferina (Promega, 


E1500) 50 µl-rekin nahastu eta laginek igorritako luminiszentzia ahalik eta azkarren neurtu zen 


Synergy HTX plate reader (BioTek) plaka irakurgailuan. Neurketak egiteko 96 putzuko eta hondo 


lauko plaka zuriak erabili ziren (Sarstedt). % 100eko berraktibazioa zehazteko agregatu gabeko 


luziferasak igorritako luminiszentzia neurtu zen. % 0ko berraktibazioa berriz, txaperoi 


molekularrik gabeko luziferasa agregatuak emandako seinalea izan zen, zeina hondo-zarataren 


bestekoa izan zen. 


3.5.4.2. G6PDH agregatuen berraktibazioa. 


G6PDH (2,5 µM) bero bidez agregatu zen 30 minutuz eta 50 °C-an 50 mM Tris-HCl pH=7,5, 150 


mM KCl, 20 mM MgCl2, eta 10 mM DTTz osatutako tanpoian. Jarraian, agregatuak egonkortzeko 


30 minutuko inkubazioa burutu zen 30 °C-an. Agregatuen bukaerako kontzentrazioa 0,4 µM-


ekoa izan zen eta txaperoi laginei gaineratu zitzaien; bai nahasketa bitarrei (2 µM Hsc70 eta 0,25-


6 µM DnaJ), zein nahasketa hirutarrei (2 µM Hsc70, 0,25-6 µM DnaJ eta 0,4 µM Apg2). 180 


minutuko erreakzioaren jarraipena egin zen 30 °C-an. Berraktibazioa abiarazteko 2 mM ATP eta 
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ATPa birsortzek sistema (3 mM PEP eta 20 ng/ml PK) gehitu ziren. Laginen bolumena 100 µl-koa 


izan zen. Erreakzioan zeharreko momentu jakinetan, 5 µl lagin hartu eta 250 µl aktibitate-


tanpoiarekin (50 mM Tris-HCl pH= 7,5, 50 mM KCl, 20 mM MgCl2, 10 mM DTT, 1 mM NADP+, 2,5 


mM G6P (Sigma-Aldrich)) nahastu zen. NAPHaren sorreraren jarraipena egiteko, 5 minutuz 340 


nm-an emandako absorbantzia igoera Synergy HTX plate reader (BioTek) plaka irakurgailuan 


neurtu zen. Neurketak egiteko 96 putzuko eta hondo lauko plaka gardenak erabili ziren 


(Sarstedt). Berraktibazio ehunekoak kalkulatzeko, G6PDH natiboa zuen laginaren neurketan 


NADPHaren sorrerak emandako zuzenaren maldaren balioa % 100 aktibitatea bezala ezarri zen. 


Txaperoirik gabeko G6PDH agregatuek emandako malda % 0tzat hartu zen. Azken honek 


G6PDHaren agregatuen berraktibazio espontaneoa zenbatekoa zen adierazten zuen; kasu 


guztietan balio hau kontrol positiboarekiko % 5a baino baxuagoa izan zen. 


3.5.4.2.1. G6PDH agregatuen berraktibazioa baheketan identifikatutako molekulen 


presentzian. 


Baheketan identifikatutako konposatuek txaperoien berraktibazio ahalmenean zuten eragina 


neurtzeko saioetan, tanpoiari % 0,01 TX-100 eta % 1-2 DMSO gehitu zitzaizkion. Berraktibazio 


erreakzioa abiarazi aurretik, 30 minutuz eta 30 °C-an aurre-inkubazio bat eman zen baheketako 


konposatuen eta laginen artean. Laginek 2 µM Hsc70 eta 0,25-6 µM DnaJ izan zituzten 0,4 µM 


Apg2ren presentzian eta ausentzian. 


 


3.6 irudia. Berraktibazio erreakzioaren irudikapen eskematikoa. Proteina-substratu (luziferasa edo G6PDH) 
agregatuei txaperoi konbinazio jakina eta ATPa gehitu zitzaien. Txaperoien ekintzaz eta ATParen hidrolisitik sortutako 
energia erabiliz agregatuen gainazaletik polipeptido destolestuak askatu eta egoki tolestuak izan ziren. Aktibitate saio 
ezberdinen bidez (erabilitako proteina-substratuaren arabera), berreskuratutako proteina aktiboaren zenbatekoa 
zehaztu zen. Luziferasaren aktibitatea bioluminiszentzia saio baten bidez neurtu zen. G6PDHari dagokionez, 
berreskuratutako substratu kopurua zeharkako era batean zehaztu zen, erreakzioan sortutako NADPHa neurtuz. 


 


3.5.5. Agregatuen eraketa saihestea: holdasa funtzioa. 


3.5.5.1. Luziferasa agregatuen sorrera ekiditea. 


Luziferasa (0,125 µM) 40 mM Hepes pH=7,6, 50 mM KCl, 5 mM MgCl2, 2 mM DTT, 2 mM ATP, 3 


mM PEP eta 20 ng/ml PKn diluitua, 40 minutuz eta 42 °C-an inkubatu zen txaperoien presentzian 


(2 µM Hsc70, 1 µM DnaJ eta 0,4 µM Apg2) edo ausentzian 120 µl-ko bukaerako bolumenean. 


Laginen dispertsioa 400 nm-an neurtu zen Synergy HTX plate reader (BioTek) plaka irakurgailuan 


96 putzuko eta hondo lauko plaka gardenetan (Sarstedt). Neurtutako dispertsioa 


luziferasarengandik eta ez txaperoiengandik zetorrela baieztatzeko, lagin berdinak luziferasarik 


gabe neurtu ziren. 
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3.5.5.2. Tau K18 P301L agregatuen sorrera ekiditea. 


Lan honetan aztertutako DnaJ ezberdinek -DnaJA2, DnaJB1 proteina basatiek eta DnaJA2 ΔG/F, 


DnaJB1-JA2 eta DnaJA2 Δ361-412 mutanteek-, Tau K18 P301L proteinaren agregazioa 


atzeratzeko duten gaitasuna neurtu zen. Laginek (200 µl), DnaJ proteinen kontzentrazio 


ezberdinak (2, 5, 10 eta 20 µM), Tau K18 P301L (20 µM) eta heparina (20 µM) (MP Biomedicals) 


zituzten. Saioan erabilitako tanpoia hurrengoa izan zen: 25 mM Tris-HCl pH=7,5, 200 mM NaCl 


eta 1 mM DTT. Synergy HTX plate reader (BioTek) plaka irakurgailuan laginen dispertsioa 350 


nm-ko uhin luzeran eta 5 minuturo neurtu zen, 37 °C-an eta 16 orduz. Erabilitako plakak, 96 


putzuko eta hondo lauko plaka gardenak izan ziren. Tau K18 P301Lren lag edo atzerapen 


fasearen kalkulurako, txaperoidun zein txaperoirik gabeko laginetan, erreakzioaren momentu 


zehatza aukeratu zen, non hasierako dispertsio balioa lehen aldiz gainditzen zen. 


 


3.5.6. Destolestutako luziferasaren bertolestea: euste eta toleste funtzioak. 


Luziferasa (0.125 µM) termikoki desnaturalizatu zen 40 minutuz eta 42 °C-an. Erabilitako 


tanpoiak 40 mM Hepes pH=7,6, 50 mM KCl, 5 mM MgCl2, 2 mM DTT, 2 mM ATP, 3 mM PEP eta 


20 ng/ml PK zituen, Hsc70 (2 µM), DnaJ (1 µM) eta Apg2 (0,4 µM) txaperoien presentzian edo 


ausentzian. Laginak 5 minutu 30 °C-an inkubatu ondoren, txaperoi konbinazio ezberdinak 


gaineratu zitzaizkien. Helburua, azken hauek gehitu ondoren lagin bakoitzak txaperoi nahasketa 


bitarra (Hsc70 eta DnaJ) edo hirutarra (Hsc70, DnaJ eta Apg2) izatea zen. Horretaz gain, 


luziferasa Hsc70 edo DnaJren (aurretik aipatutako kontzentrazioetan) presentzian 


desnaturalizatu zen eta deskribatutako inkubazioaren ondoren ez zitzaien txaperoi gehigarririk 


gaineratu. Azken lagin hauek, gehitutako txaperoiekin osatutakoentzat barne-kontrol gisa erabili 


ziren. Bukaerako bolumena eta luziferasa kontzentrazioa, 150 µl eta 0,1 µM ziren, hurrenez 


hurren. Erreakzioa 2 orduz eta 30 °C-an burutu zen. Ondoren bertolestutako luziferasa 


portzentajea ezagutzeko, lagin bakoitzeko 5 µl, 50 µl luziferinarekin (Promega, E1500) nahastu 


eta luminiszentzia Synergy HTX plate reader (BioTek) plaka irakurgailuan neurtu zen 96 putzuko 


eta hondo lauko plaka zuriekin (Sarstedt) (3.7 irudia). Desnaturalizatu gabeko luziferasak 


(txaperoi nahasketa hirutarrarekin eta ATPa birsortzeko sistemarekin batera) emandako 


luminiszentzia seinalea, aktibitatearen % 100 gisa ezarri zen. Aktibitatearen % 0 berriz, 


txaperoirik gabeko luziferasa agregatua zuen laginaren luminiszentzia seinalea izan zen. 


 


3.7 irudia. Luziferasa destolestuaren bertoleste erreakzioan burututako prozedura esperimentala. Luziferasa, giza 
desagregazio sistemaren ordezkari ezberdinen presentzian edo ausentzian desnaturalizatu zen. Laginei ATPa gehitu 
eta 40 minutuz 42 °C-an inkubatu ziren. Ondoren txaperoi konbinazio ezberdinak gehitu ziren kolore-kodean adierazi 
bezala. Erreakzioak 2 orduko iraupena izan zuen eta 30 °C-an burutu zen. Bertolestutako luziferasa portzentajea 
bioluminiszentzia saioaren bidez neurtu zen. 
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3.5.7. Txaperoien lotura G6PDH agregatuetara eta hauen desegitea. 


3.5.7.1. Txaperoien lotura G6PDH agregatuetara. 


Argitaratutako prozedurari jarraituz (Acebrón et al., 2009), lan honetan aztertutako DnaJ 


txaperoi-kide ezberdinek G6PDH agregatuetara lotu eta bertara Hsc70 txaperoia erakartzeko 


duten ahalmena aztertu zen, Apg2ren presentzian. G6PDH (2,5 µM), 30 minutuz eta 50 °C-an 


agregatu zen 50 mM Tris-HCl pH=7,5, 150 mM KCl, 20 mM MgCl2 eta 2 mM DTT zituen tanpoia 


erabiliz. Agregatu sortu berriak 10 minutuz 30 °C-an egonkortu ziren. Agregatuak (0,4 µM), 1 µM 


DnaJ eta ATPa birsortzeko sistema (2 mM ATP, 3 mM PEP eta 20 ng/µl PK) 40 mM Hepes pH=7,6, 


50 mM KCl, 5 mM MgCl2 eta 2 mM DTTan disolbatuta zeuden laginetara gaineratu ziren. Laginek 


gainera, 2 µM Hsc70 edo 2 µM Hsc70 eta 0,4 µM Apg2 ere bazituzten. Jarraian, proteina 


nahasketak 10 minutuz eta 30 °C-an inkubatu ziren. Ondoren, laginak 40 minutuz zentrifugatu 


egin ziren 122 000 x g eta 4 °C-an, Optima Ultracentrifuge (Beckman) zentrifuga erabiliz. 


Prozedura honen ostean, jalkinean G6PDH agregatua eta honi lotutako txaperoiak aurkitzen 


ziren. Esperimentu bera era paraleloan burutu zen G6PDH agregatua erabili beharrean proteina 


natiboaren kontzentrazio ezagunak erabiliz. Zentrifugazioaren ondoren jasotako jalkinak karga-


soluzioan berreseki eta 10 minutuz eta 90 °C-an berotu ziren. Laginak NuPage (% 4-12 Bis-Tris) 


(Novex, Life Technologies) geletan zehar migratu eta ondoren Coomassie Brilliant Blue-rekin 


tindatu ziren (3.8A irudia). Agregatuari lotutako DnaJ kopurua, lagin bakoitzean zegoen 


agregatutako G6PDH kantitatearekiko kalkulatu zen. Estimazioa dentsitometria bidez egin zen 


G-800 eskanerra (Bio-Rad) eta Quantity One programa informatikoa (Bio-Rad) erabiliz. 


Agregatuari lotutako DnaJ kopuru erreala zehazteko, laginei kontrolen (G6PDH natiboa zutena) 


jalkinetan identifikatutako DnaJ kopurua kendu zitzaien. 


3.5.7.2. G6PDH agregatuen desegitea. 


Laginen prestaketa, aurreko atalean (3.5.7.1.) deskribatutako prozedurari jarraituz burutu zen. 


Nahasketek 1 µM DnaJ (DnaJA2, DnaJB1, DnaJA2 Δ361-412 edo DnaJB1-JA2), 2 µM Hsc70 eta 


0,4 µM Apg2 txaperoiak zituzten. G6PDH agregatuak gaineratu eta laginek 30, 60, 90, 120 eta 


180 minutuko inkubazioa izan zuten (3.8B irudia). Jalkinetan aurkitzen ziren proteinak 


elektroforesi bidez banatu ziren, eta ondoren, G6PDH agregatuari zegokien banden 


intentsitatearen denboran zeharreko jarraipena burutu zen. Lagin berberen gainjalkinak ere 


aztertu ziren. 3.5.4.2. atalean deskribatu bezala, berraktibatutako G6PDHren aktibitatea neurtu 


zen, desegindako agregatu frakzioa bertolestu eta bere konformazio aktiboa berreskuratzen 


zuela baieztatzeko (3.8C irudia). 
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3.8 Txaperoiek bideratutako G6PDH agregatuen lotura eta desegitea aztertzeko burututako prozeduraren lan-
fluxua. G6PH agregatuak txaperoi konbinazio ezberdinak eta ATPa zuten laginetara gehitu ziren. Ondoren, hiru 
prozedura bereizi jarraitu ziren. (A) 10 minutuko inkubazioaren ostean, laginak ultrazentrifugatu eta lortutako jalkinak 
elektroforesi bidez aztertu ziren. Emaitza hauek, lagin bakoitzean agregatuari lotutako txapeori kopuruaren araberako 
informazioa eman zuten. (B-C) Denbora tarte ezberdinetan zehar inkubatutako laginak ultrazentrifugatu ziren. 
Jalkinak elektroforesi bidez aztertu eta denboran zeharreko G6PDH agregatuen desegitea ikertu zen, G6PDHaren 
bandaren intentsitateren jaitsiera jarraituz (B). Lagin berberen gainjalkinak bertolestutako G6PDHaren aktibitatea 
neurtzeko erabili ziren (C). 


 


3.6. Proteinen egonkortasuna eta asoziazio maila neurtzeko teknikak. 


3.6.1. Dikroismo zirkularra (CD). 


Dikroismo zirkularra (CD, ingelesez circular dichroism), optikoki aktibo diren molekula kiralek era 


zirkularrean polarizatutako argiaren ezker eta eskuin elementuak xurgatzeko modu bereiziari 


deritzo. Teknika espektroskopiko honek, argi polarizatua erabiltzen du, zeina era zirkularrean 


polarizatutako ezker eta eskuin osagaiez osatuta dagoen. Argi polarizatuak molekula asimetriko 


bat zeharkatzen duenean, molekulak neurri ezberdinean xurgatuko ditu ezker eta eskuin 


osagaiak (Beychok, 1966). Hortaz, argiak molekula igaro ostean argi uhinaren planoa biratu 


egiten da eta argiaren bi osagaien konbinazioak eratzen duen bektorearen traza, elipse batena 


da; horregatik, argia era eliptikoan polarizatuta dagoela esaten da. Egitura ezberdina duten 


elementuek dikroismo zirkularrean espektro bereizgarriak ematen dituztenez, teknika hau 


proteinen bigarren mailako egituraren inguruko informazioa emateko aproposa da. Ultramore 


urrunean (185-250 nm) jasotako espektroen bandak, gehien bat proteinaren lotura peptidikoen 


kokapen espazialak eragindakoak dira. Adibidez, α-helizeak dituzten proteinek, seinale 


negatiboak dituzte 222 eta 208 nm-an eta seinale positiboa, berriz, 193 nm-an (Holzwarth eta 


Doty, 1965). β-orri antiparaleloak dituztenak berriz, 218 nm-an seinale negatibo eta 195 nm-an 


positiboa izateagatik nabarmentzen dira (Greenfield eta Fasman, 1969). Berezko proteina 


moldagarriek 201 nm-tik gora eliptikotasun oso baxua izaten dute eta 195 nm inguruan seinale 


positiboa ematen dute (Venyaminov et al., 1993). Ultramore hurbileko (250-350 nm) bandak, 


triptofano, tirosina eta fenilalaninaren albo kateen eraginez jasotzen dira, askotan eremu 
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asimetrikoetan aurkitzen baitira. Jasotako espektroak laginaren konformazioaren arabera 


aldatzen direnez, teknika hau lagin jakin batean emandako egitura aldaketak aztertzeko erabil 


daiteke; hala nola, kanpo faktoreek (beroak, desnaturalizazioa eragiten duten agenteek, pH 


aldaketek, ligandoen loturek) edo mutazioek eragiten dituztenak. 


Dikroismo zirkularraren bidez egindako neurketak termikoki kontrolatutako (Peltier Type Control 


System PFD 425S) Jasco J-810 circular dichroism spectropolarimeter (Jasco) 


espektropolarimetroan burutu ziren. Neurketak egiteko, 1 mm-ko luzerako kuartzozko kubetak 


(Hellma™) erabili ziren. DnaJ proteina ezberdinak 200-260 nm-ko uhin luzeran aztertu ziren 20, 


42 (soilik DnaJA2), 60 (soilik DnaJA2) eta 80 °C-an. Tenperaturak eragindako proteinen 


destolestea aztertzeko, 222 nm-an laginen eliptikotasunaren jarraipena egin zen 20 eta 80 °C 


bitartean 1°C/min-ko berotze abiadurarekin. Horretaz gain, eta DnaJA2ren kasuan soilik, 20-42 


°C eta 20-60 °C bitarteko tenperaturak ere aztertu ziren. DnaJA2ren destoleste termikoa 


itzulgarria zen ala ez ikertzeko, lagina 20 °C-tik 80 °C-ra berotu, hasierako tenperaturara hoztu 


eta berriz ere baldintza berberetan berotu zen. Neurketa guztietan proteina kontzentrazioa 15 


µM izan zen eta erabilitako tanpoia 10 mM fosfato potasikoa (pH= 7,6). Tanpoia soilik neurtzetik 


jasotako espektroa laginen espektroari kendu zitzaion. Lortutako eliptikotasun datua, mdeg 


unitateetan emana, eliptikotasun molar bihurtu zen hurrengo ekuazioaren bidez (2). 


[𝜃] (
deg  ∙ 𝑐𝑚2


𝑑𝑚𝑜𝑙
) =  


(𝜃)


10 ∙ 𝑐 ∙ 𝑙 ∙ 𝑛
                                                          (2) 


non, 


c: kontzentrazioa (M) 


l: kubetaren luzera (zm) 


n: proteinaren lotura peptidiko kopurua 


 


3.6.2. Argiaren dispertsioa. 


DnaJ proteina ezberdinen argiaren dispertsioaren neurketak, tenperaturak eta 1,6-hexanodiolak 


hauengan zuten eragina aztertzeko erabili ziren. Esperimentuak Fluoromax-1 spectrofluorimeter 


(Horiba Jobin Yvon) espektrofluorimetroan burutu ziren. 


DnaJ proteinek (60 µM) tenperatura igotzearekin batera zuten portaera ezagutzeko, laginen 


argiaren dispertsioa 500 nm-an neurtu zen 10 °C-tik 90 °C-ra 1 °C/min-ko berotze abiadurarekin. 


Erabilitako tanpoia 10 mM fosfato potasikoa pH= 7,6 izan zen. Laginak, irabiatzeko aukera duten 


1,5 ml-ko kubetetan (Hellma™) kokatu ziren. 1,6-hexanodiolaren efektua aztertzeko, laginei 


alkohol honen % 5 (v/v) gehitu zitzaien 20 mM fosfato potasikoa pH=7,6, 30 mM KCl eta 2 mM 


DTTan disolbatuta zegoena (kontrolei ez zitzaien gehitu). Laginak 2 orduz eta giro tenperaturan 


inkubatu ziren neurtu aurretik. Proteina kontzentrazioa 15 µM izan zen 60 µl-ko bolumenean; 


erabilitako kubetak Ultra-micro cell cuvettes (Hellma™) izan ziren. Esperimentua 300 nm-ko uhin 


luzeran eta 20 °C-an burutu zen. 
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3.6.3. Argiaren dispertsio dinamikoa (DLS, dynamic light scattering). 


Disoluzio batean aurkitzen diren makromolekulek, etengabe disoluzioko molekulekin talka 


egiten dute zorizko higidura dela eta; honi Browndar higidura deritzo eta bere inguruko teoria 


Einsteinek ezarri zuen 1905. urtean. Horretaz gain, Einsteinek bere teoriari Sir George Stokesen 


deskribapena erantsi zion (1845) zeinak proposatu zuen mugitzen ari den partikula batetik 


eratorritako marruskadura bere erradioarekiko eta medioaren biskositatearekiko 


proportzionala dela. Beraz, Stokes-Einstein ekuazioak partikulen difusio koefizientearen eta 


translazio-marruskaduraren arteko erlazioa ezartzen du. Aurreko oinarri teorikoa kontuan 


hartuz, argiaren dispertsio dinamikoak, disoluzio batean medioko molekulek makromolekulen 


kontra burututako talkek eragindako Browndar higidura neurtu eta higidura hori 


makromolekularen tamainarekin erlazionatzen du. Aipatutako mugimendu horiek, 


makromolekulen tamaina, tenperatura eta medioaren biskositatearen araberakoak dira. 


Partikulen higidura denboran zehar neurtzen denean, hauen inguruko informazioa lor daiteke. 


Partikula handien difusioa geldoa da eta hortaz, denboran zehar kokapen antzekoa izaten dute. 


Ostera, partikula txikien kasuan, hauen difusioa azkarra da eta berehala aldatzen dute haien 


kokapena (Stetefeld et al., 2016). Esperimentua burutzerakoan, argi monokromatikoak laginean 


aurkitzen diren makromolekulak jo eta argia norabide guztietan barreiatzen da 


makromolekularen tamainaren eta formaren funtzio gisa; dispertsio hori detektagailu batek 


jasotzen du. Autokorrelatzaile digitalak orduan, barreiatutako argiaren intentsitate aldaketak 


eta denbora korrelazioan jartzen ditu intentsitate aldaketen abiadura zehazteko. Azken datu 


hau, aipatu bezala, makromolekulen difusio portaerarekin erlazionatuta dago, eta hortaz, 


makromolekulen tamainarekin. Saio hauetan, ekipamenduak intentsitate korrelazio funtzioa 


G2(τ) (3) kalkulatzen du. Honek, makromolekulen higidura deskribatzen du zeina t denbora 


jakineko eta (t + τ) atzerapen denboraren intentsitateen baturaren gaineko integrala den. 


𝐺2(τ) = < I (t) I (t +  τ) ≫                                                       (3) 


non, 


τ: bi neurketen arteko lag edo atzerapen denbora. 


 


Argiaren dispertsio dinamikoko esperimentuak egiteko ekipamendua Nano-S Zetasizer with a 


173° backscatter detector (Malvern Panalytical) izan zen. Kubetak erabilera bakarreko eta 10 


mm-ko luzeradunak izan ziren (Eppendorf). Hiru motatako esperimentuak burutu ziren. 


Lehen esperimentu motan, DnaJ ezberdinek tenperatura gorakorren pean zuten portaera 


aztertu zen, neurketak 10 eta 50 °C-an egin ziren. Proteina kontzentrazioa 60 µM izan zen eta 


erabilitako tanpoia 10 mM fosfato potasikoa pH= 7,6. Bigarrenez, % 5 (v/v) 1,6-hexanodiolak 


DnaJA2 eta DnaJA2 ΔG/F txaperoi-kideengan, eta indar ionikoak (500 mM KCl) DnaJA2rengan 


soilik zuten eragina ikertu zen. Laginen jarraipena 20 °C-an burutu zen 20 mM fosfato potasikoa 


pH=7,6, 30 mM KCl eta 2 mM DTT zituen tanpoia erabiliz. Proteinen kontzentrazioa 60 µM izan 


zen. Neurketak egin aurretik, laginak 1,6-hexanodiolarekin zein 500 mM KCl-arekin 2 orduz eta 


giro tenperaturan inkubatu ziren. 1,6-hexanodiola saioko tanpoian disolbatuta prestatu zen eta 


neurtutako baldintzetan ez zuen medioaren biskositatea ez errefrakzio indizea aldatu. Azken 


datu hau 60 nm-ko nanoesfera kontrolak (Thermo Scientific) erabiliz baieztatu zen. Hirugarren 


motako esperimentuetan, soilik DnaJA2ren kasuan, proteinaren kontzentrazioaren araberako 


partikula tamainaren aldaketak aztertu ziren. Proteina kontzentrazioak 15, 30, 60 eta 100 µM 
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izan ziren. Neurketak 20 °C-an eta hurrengo tanpoian burutu ziren: 20 mM fosfato potasikoa 


pH=7,6, 30 mM KCl eta 2 mM DTT. 


Neurketa guztietan eta tenperatura bakoitzeko, 12-16 banakako neurketaz osatutako 30 datu-


multzo jaso ziren. Datuen analisia Zetasizer programa informatikoaren (Malvern Panalytical) 


bidez egin zen kasuan kasu erabilitiako tanpoiaren biskositatea eta errefrakzio indizea kontuan 


hartuz. 


 


3.6.4. Proteinak elkargurutzatu (cross-link). 


DnaJA2ren eta DnaJA2 Δ361-412 mutantearen asoziazio egoera aztertzeko, proteinak 


elkargurutzatu ziren. Horretarako erretikulazio-agente gisa, glutaraldehidoa erabili zen. 


Erreaktibo hau, dialdehido bifuntzionala da eta molekularen mutur bakoitzean dituen karbonilo 


talde funtzional banak positiboki kargatutako proteinen amina banarekin erreakzionatzen dute. 


Gehien bat, lisinen 𝜀-aminekin erreakzionatzen du. Erretikulazio-agente honek 5 Å-etik 


beherako distantzian dauden proteinak elkargurutzatuko ditu (Richards eta Knowles, 1968). 


Proteinak elkargurutzatzeko tanpoiak 20 mM Hepes pH=7,6, 50 mM KCl, 5 mM MgCl2 eta 2 mM 


DTT osagaiak zituen. Saioa 2 µM DnaJrekin eta % 0,001 (v/v) glutaraldehidorekin burutu zen. 


Proteinak elkargurutzatzeko 20 minutuko inkubazioa egin zen 4 °C-an. Erreakzioa gelditzeko, 


laginei 100 mM Tris-HCl pH= 7,5 gehitu zitzaien. Ondoren karga soluzioa gaineratu eta laginak 


10 minutuz berotu ziren 90 °C-an. Proteinak banatu zitezen SDS-PAGE gelak erabili ziren % 4-ko 


akrilamida portzentajedun gel pilatzaile eta % 10-eko akrilamida portzentajea zuen gel 


banatzailearekin. Proteinak Coomassie Brilliant Blue-rekin tindatu ziren. 


 


3.7. Fluoreszentzia metodoak. 


3.7.1. Tau K18 P301Lren agregazio zinetikaren jarraipena tioflabina T erabiliz. 


Tioflabina T (ThT), TauK18 P301Lren agregazio zinetikaren gaineko informazioa jasotzeko erabili 


zen. Konposatu koloragarri hau proteina amiloidogenikoak detektatzeko erabiltzen da, egitura 


amiloidea duten proteinetara lotzean fluoreszentzia igortzen duelako proteinaren beraren 


agregazio prozesuan eragin gabe (Xue et al., 2017). ThTren etekin kuantikoa disoluzio urtsuan 


egotetik proteinak lotzera igarotzean nabarmen handitzen da; ustez, zundaren anilina eta 


benzotiazol eraztunak lotzen dituen C-C erdiguneko loturaren immobilizazio errotazionalagatik 


(Voropai et al., 2003).  


20 µM Tau K18 P301L 16 orduz eta 37 °C-an inkubatu zen 20 µM heparina (MP Biomedicals) eta 


20 µM ThTren (Sigma-Aldrich) presentzian. Erabilitako tanpoia 25 mM Tris-HCl pH=7,5, 200 mM 


NaCl eta 1 mM DTT izan zen eta bukaerako bolumena, 200 µl. ThT zundak igorritako 


fluoreszentziaren jarraipena Synergy HTX plate reader (BioTek) plaka irakurgailuan burutu zen 


azalera erdiko 96 putzuko eta hondo lauko plaka beltzak (Corning) erabiliz. Fluoreszentzia 


neurketak 5 minuturo egin ziren 400/30 eta 485/20 eszitazio eta emisio iragazkiak erabiliz, 


hurrenez hurren. Izan ere, ThTren eszitazio uhin luzera maximoa 440 nm-koa da eta emisiokoa 


490 nm-koa. 
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3.7.2. Ekorketa-fluoreszentzia diferentziala (DSF). 


Ekorketa-fluoreszentzia diferentziala (DSF, ingelesez differential scanning fluorimetry), teknika 


merke eta azkarra da. Lan honetan errendimendu altuko baheketa (HTS, high throughput 


screening) burutzeko teknika gisa aukeratu zen, Prestwick Chemical Library® konposatu bilduma 


erabiliz Apg2 eta Hsc70 txaperoien lotugaiak aurkitzeko. Teknika hau aproposa da disoluzio 


batean proteina eta ligando jakinen arteko lotura aztertzeko (Pantoliano et al., 2001). DSFaren 


oinarriak, zunda fluoreszente baten presentzian proteina baten desnaturalizazio termikoa 


eragitean datza. Zundak proteinaren atal hidrofoboekiko afinitatea du eta proteina 


desnaturalizatu ahala, hasiera batean muinean gordeta dauden hondar hidrofobikoak 


azaleratuz doaz eta beraz, zunda hauetara lotzen da. Desnaturalizazioa era geldoan eragiten da 


tenperatura gutxika igoz. DSF esperimentuaren hasieran, fluoreszentzia seinale arbuiagarria 


dago. Tenperaturen eraginez aztergai den proteina egoera natibotik desnaturalizatura igaro 


ahala, seinale hau handituz doa. Proteinaren desnaturalizazio perfilak kurba sigmoide bat 


trazatzen du eta honen inflexio puntua kalkulatzen da. Puntu honi, urtze-tenperatura (Tm, 


melting temperature) deritzo eta lagineko proteinetatik erdia desnaturalizatu deneko 


tenperaturari dagokio. Intereseko proteina lotzen duten konposatuek Tm-aren gaineko aldaketa 


eragiten dute; urtze-tenperaturaren balioa igotzen dutenak, konposatu egonkortzaileak dira eta 


Tm-a jaisten dutenak berriz, konposatu ezegonkortzaileak. Proteinaren desnaturalizazio 


prozesuaren ostean agregatuak sor daitezke eta hauek hauspeatzearen ondorioz fluoreszentzia 


seinalea jaitsi daiteke (3.9 irudia). 


 


3.9 irudia. Ekorketa-fluoreszentzia diferentziala (DSF). Proteina jakin baten destoleste tenperatura zunda (zirkulu 
horiak) fluoreszente baten seinaleari jarraipena eginez determinatzen da. Zunda honek, proteina desnaturalizatu 
ahala azaleratzen diren proteinaren atal apolarrekin elkarrekintzak ezartzen ditu. Proteina desnaturalizatu ondoren, 
seinale fluoreszentean jaitsiera bat somatu daiteke agregatutako proteina hauspeatzearen ondorioz. Fluoreszentzia 
intentsitatearen behe-mailak (BM) eta goi-mailak (GM) kurba sigmoidearen muturrak zehazten dituzte. Kurba horren 
inflexio puntua, Tm balioa, kurbaren lehen deribatuaren puntu maximoa da.  


 


3.7.2.1. Baheketa eta balidazioa. 


Errendimendu altuko baheketa burutzeko, aipatu bezala, ekorketa-fluoreszentzia 


diferentzialaren teknika erabili zen. Baheketan Apg2 proteina 0,1 mg/ml-ko kontzentrazioan eta 


zunda bezala Sypro Orange (5x) (Sigma-Aldrich) konposatua erabili ziren. Bi hauek, 25 mM Hepes 
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pH=7,6 eta 2 mM DTT zituen erreakzio tanpoian disolbatu ziren. Proteina laginak 384 putzuko 


PCR plaketan (Thermo Fisher Scientific) kokatu ziren, 9,6 µl/putzuko jarriz. Putzu bakoitzari 


Prestwick Chemical Library® (1280 molekula) bildumako konposatu bana gehitu zitzaion. Hauek, 


DMSOtan disolbatuta zetozen, 10 mM-eko kontzentrazioan eta 400 µM-eko eta % 4ko DMSO 


bukaerako kontzentrazioa izan zuten. Plaka bakoitzean konposaturik gabeko eta % 4ko DMSO 


kontzentrazioa zuten 16 putzu prestatu ziren kontrol gisa. Plaken prestaketarako Bravo 


Automated Liquid Halding Platform (Agilent) likido banatzailea erabili zen. Plakak banan-banan 


RT-PCR Light Cycler 480 II (Roche) termoziklagailuan irakurri ziren. Laginen desnaturalizazio 


kurben jarraipena 30-90 °C bitartean egin zen, 2 °C/min-ko berotzen abiaduran. Sypro Orange 


zunda fluoreszentearen seinale intentsitatea neurtzeko, eszitazio eta emisio uhin luzerak 465 


nm eta 580 nm izan ziren, hurrenez hurren. 


Lortutako desnaturalizazio kurben analisirako, ikerketa lantaldeak sortutako programa 


informatikoa erabili zen. Fluoreszentzia datuak leundu eta hauen lehen deribatua kalkulatu zen, 


zeinen maximotik Tm balioa kalkulatu zen. Proteinaren Tm-arengan DMSO kontrol laginen 


desbideraketa estandarren hirukoitza besteko aldaketa edo gehiago eragiten zuten 


konposatuak lotugai posible gisa identifikatu ziren. 


Baheketan identifikatutako konposatuen balidaziorako gutxienez 0,195-400 µM-eko tartean 8 


kontzentrazio ezberdinek eragindako Tm aldaketak aztertu ziren. Kasu hauetan laginen 


bukaerako bolumena 12,5 µl-koa izan zen eta neurketak 96 putzuko PCR plaketan (Thermo 


Fisher Scientific) egin ziren. Erreakzio tanpoia eta saioko baldintzak baheketan erabilitako 


berdinak izan ziren. Balidazioa, Apg2, baheketan erabilitako proteinarekin egiteaz gain, Apg2 ΔC 


eta Apg2 ΔAS delezio mutanteekin ere egin zen. 


3.7.2.2. Identifikatutako konposatuen lotura Hsc70 proteinara. 


Apg2 txaperoiarentzat balioztatu ziren konposatuek Hsc70 proteina lotzen zuten ala ez aztertu 


zen. Hsc70 kontzentrazioa 0,1 mg/ml-koa izan zen eta erabilitako tanpoia 40 mM Hepes pH=7,6, 


50 mM KCl, 5 mM MgCl2, 0,01 % TX-100 eta 2 mM DTT. Aurreko saioetan bezala, Sypro Orange 


(5x) (Sigma-Aldrich) zunda erabili zen eta baita nukleotidoen presentzia (2 mM ADP edo 2 mM 


ATP) edo ausentzia. Laginetara konposatuak 0,195-400 µM tartean gehitu ziren Mosquito 


Automated Handling Robot (Sptlabtech) likido banatzailea erabiliz. Honek, 384 putzuko PCR 


plaken (Thermo Fisher Scientific) putzu bakoitzean konposatu kontzentrazio zuzena gehitu zuen 


jatorrizko batetik (400 µM) hurrengo putzuetara konposatua erdira diluituz. Laginen bukaerako 


bolumena 10 µl-koa izan zen eta DMSO kontzentrazioa % 4-koa. Plakak RT-PCR Light Cycler 480 


II (Roche) termoziklagailuan irakurri ziren eta desnaturalizazio kurbak 20 eta 99 °C bitartean 


neurtu ziren. Berotze abiadura, 2,4 °C/min-koa izan zen. Sypro Orange zundaren 


fluoreszentziaren jarraipena (λeszitazioa= 465 nm, λemisioa= 580 nm) egin zen. Jasotako datuen 


analisia, 3.7.2.1. atalean azaldu bezala burutu zen. 


 


3.7.3. Tindaketa immunohistokimikoa. 


Immunofluoreszentzia bidez 3-kaspasa aktiboa eta LC3B proteinen presentzia detektatu zen. 


A2058 eta MeWo melanoma zelula lerroek 40 µM PBren tratamendua jaso zuten. Zelulak (40000 


zelula/ganberako) Poly L-lysine-coated 8-well chambered coverslips (µ-Slide 8 well, Ibidi) 


estalkidun ganberetan jarri ziren % 10 behi-fetuaren serumarekin (FBS, ingelesez fetal bovine 


serum) osatutako 300 µl DMEM hazkuntza-medioan. Zelulak 16 eta 37 °C-an hazten utzi ziren 


atxiki zitezen. Hurrengo egunean hazkuntza-medioa kendu eta % 1 FBS, % 0,9 DMSO eta 40 µM 
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PB (kontroletan izan ezik) zituen 300 µl DMEM hazkuntza medio berriarekin ordezkatu zen. 


A2058 eta MeWo zelula lerroak 3,5 eta 7,5 orduz inkubatu ziren, hurrenez hurren. Zelula 


lerroaren arabera inkubazio denbora ezberdina erabiltzearen arrazoia PB konposatuak 


bakoitzarekiko zuen ahalmen zitotoxikoaren araberakoa izan zen. Dena dela, kasu bakoitzean 


inkubazioaren iraupenak zelulak hiltzea baina oraindik ganberako gainazaletik askatuta ez 


egotea zuen helburu. Inkubazioaren ostean, hazkuntza-medioa deuseztatu eta zelulak PBSrekin 


garbitu ziren. Zelulak fixatu eta iragazkortzeko, ordu erdiz eta -20 °C-an % 70eko kontzentrazioko 


metanol hotzean inkubatu ziren. Inkubazioa bukatutakoan, metanola kendu eta % 1 PBSrekin 


garbiketa bat burutu zen. Ondoren, zelulak hiru aldiz garbitu ziren % 1 BSA eta % 0,02 azida 


sodikoa zituen PBS soluzioarekin. Garbiketen ostean soluzio bera erabili zen ordu erdiz eta giro 


tenperaturan zelulak blokeatzeko. Bi motatako untxi jatorriko antigorputz poliklonal primario 


erabili ziren: 3-kaspasa aktiboa detektatzeko (rabbit polyclonal to cleaved caspase-3 (Asp175), 


Cell Signalling Technology) eta LC3B detektatzeko (rabbit polyclonal to LC3B, Abcam). 


Antigorputzak % 0,5 BSA eta % 0,1 azida sodikoa zituen PBS soluzioan prestatu ziren 1:400 eta 


1:200 diluzioak eginez, 3-kaspasa aktiboari eta LC3Bri dagokienez. Antigorputz primarioekin 16 


orduko inkubazioa burutu zen 4 °C-an. Hurrengo egunean, ganbarak % 1 BSA eta % 0,02 azida 


sodikoa zituen PBS soluzioarekin garbitu ziren hiru aldiz eta jarraian antigorputz sekundarioa 


gaineratu zen. Antigorputz sekundario bakarra erabili zen, ahuntz jatorriko eta untxi 


antigorputzen kontrako Alexa Fluor 594 (Invitrogen). Hau, 1:200 diluitu zen % 0,5 BSA eta % 0,1 


azida sodikoa zituen PBS soluzioan 45 minutuz eta giro tenperaturan. Inkubazio denbora 


bukatutakoan, ganbarak hiru aldiz garbitu ziren % 1 BSA eta % 0,02 azida sodikoa zituen PBS 


soluzioarekin. Jarraian 4’,6-diamidino-2- fenilindola (DAPI) (Sigma-Aldrich) gehitu zitzaien 1 


µg/ml-ko kontzentrazioan eta PBSan disolbatua. DAPIren inkubazioa 15 minutuz eta giro 


tenperaturan burutu zen nukleoak tindatu zitezen. Azkenik, zelulak PBS soluzioarekin garbitu 


ziren birritan eta soluzio berean mantendu ziren 4 °C-an. Zelulak Plan Apochromat 20x NA 0.8 


(Zeiss) objektiboa zuen LSM 800 (Zeiss) mikroskopio konfokalean ikustarazi ziren. 


 


3.8. Zelula eukariotoen hazkuntza. 


3.8.1. Giza zelula lerroak eta hazkuntza-medioak. 


Apg2 txaperoiaren kontra egindako baheketan identifikatutako konposatuen zitotoxizitatea 


neurtzeko, zenbait giza zelula lerro erabili ziren: 


- A2058 (Fabricant et al., 1977) eta MeWo (Fogh et al., 1977) melanoma zelula lerroak: 


larruazaleko zelula tumore-sortzaile hauek, ATCC® (ingelesetik American Type Culture 


Collection) (Rockville) hornitzailetik jaso ziren. Zelula lerro bakoitzaren katalogo zenbakia ATTC® 


CRL-11147™ eta ATTC® HTB-65™ izan zen, A2058 eta MeWo lerroentzat, hurrenez hurren. 


Zelulak glukosa altuko DMEM (ingeleseko Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium hitzetik 


eratorria) (Sigma-Aldrich) hazkuntza-medioan hazi ziren. Medio honi, bero tratamendu bidez 


desaktibatutako % 10 FBS (HyClone™, GE Healthcare) gehitu zitzaion osagarri gisa. Melanoma 


zelula lerroak antibiotikorik gabe hazi ziren. 


- MRC-5 fibroblastoak (Jacobs et al., 1970): birikietatik eratorritako MRC-5 fibroblastoak ATCC® 


(Rockville) hornitzailetik jaso ziren, hauen katalogo zenbakia ATTC® CCL-171™ izan zen. 


Hazkuntza-medio gisa RPMI (ingeleseko Roswell Park Memorial Institute izenetik eratorria) 1640 


+ GlutaMAX™ (Gibco™, Life Technologies) erabili zen. Medioa % 10 FBSrekin (HyClone™, GE 


Healthcare) osatu zen. Hazkuntza-medioari ez zitzaion antibiotikorik gehitu. 
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- HEMn-LP melanozitoak: giza melanozitoen hazkuntza primarioak Invitrogen (katalogo 


zenbakia: Cat. No. C-002-5C) hornitzailetik jaso ziren. Zelula lerroaren izenak, HEMn-LP 


(ingelesez, human epidermal melanocytes, neonatal, light pigmented) melanozito hauek 


pigmentazio gutxiko gizaki jaioberrien epidermisetik eratorriak direla adierazten du. Erabilitako 


hazkuntza-medioa, Cascade Biologics Medium 254 (Gibco™, Life Technologies) izan zen; 


hazkuntza-medioari Cascade Biologics HMGS-2 (Gibco™, Life Technologies) gehitu zitzaion 


osagarri gisa. Ez zen antibiotikotik gaineratu. 


 


3.8.2. Zelula lerroen hazkuntza eta mantentzea. 


Tesian erabilitako zelula lerro guztiak 37 °C-an hazi ziren, % 5 CO2-rekin hezetutako atmosferan. 


Hazkuntzarako, 25 edo 75 zm2-ko flaskoak erabili ziren non zelulak era esponentzialean hazi 


ziren monogeruzan. Zelulak ikuskatzeko Olympus CK-2 (Olympus) mikroskopio alderantzikatua 


erabili zen. Aldizka, zelulak konfluentziara heldu aurretik hazkuntzen pasea burutu zen. 


Azpikulturak sortzeko, lehenik zelulak aurkitzen ziren medioa deuseztatu eta PBSrekin garbitu 


ziren. Ondoren, % 0,05 tripsina-EDTA (Gibco™, Life Technologies) gehitu zitzaien zelulei flasko 


gainazaletik askatu zitezen. Tripsina bidezko inkubazioa 5 minutuz eta 37 °C-an burutu zen. 


Inkubazio denbora igarota, tripsinaren aktibitatea gelditzeko FBSa gehitu zen (melanozitoen 


kasuan salbu) eta soluzioa erdira diluitu zen hazkuntza-medio berria gehituz. Zelula askatuak 


jaso eta 5 minutu, 300 x g eta 4 °C-an zentrifugatu ziren. Lortutako jalkina zelula lerro bakoitzari 


zegokion hazkuntza-medioan berreseki eta tripan urdina koloratzailea erabiliz TC20™ 


Automated Cell Counter (Bio-Rad) zelula-zenbatzaile automatikoa erabiliz kuantifikatu ziren. 


Zelulak flaskoetan erein ziren 1:2-1:10 diluzioetan; bukaerako bolumena 10 ml-koa (75 cm2-ko 


flaskoetan) edo 5 ml-koa (25 cm2-ko flaskoetan) izan zen. 


Epe luzerako zelulen mantenurako, aurretik aipatutako prozedura jarraituz zelulak jaso eta 


kuantifikatu ziren. Jarraian, zelulak berriz ere zentrifugatu ziren 5 minutu, 300 x g eta 4 °C-an. 


Lortutako jalkina FBS eta % 10 DMSOtan berreseki zen. Zelulak 1 ml-ko alikuotetan banatu eta -


80 °C-an izoztu ondoren, nitrogeno likidotan mantendu ziren. 


 


3.8.3. Zelulen bideragarritasuna neurtzeko saioak. 


Zelulen bideragarritasuna neurtzeko metodo asko daude. Tesi honetan, bi metodo kolorimetriko 


erabili ziren baheketa bidez identifikatutako konposatuen zitotoxizitatea neurtzeko: XTT (XTT 


Cell Proliferation Kit II (Roche)) eta Presto Blue™ (Presto Blue™ Cell Viability Reagent 


(Invitrogen)) erreaktiboetan oinarritutako metodoak. Lehenari dagokionez, metodo hau XTT 


tetrazolio gatzaren zatiketan funtsatzen da, produktu bezala formazan gatza ematen duena 


(Scudiero et al., 1988). Mitokondrioko arnasketa katean, sukzinato-tetrazolio erreduktasa dago; 


honek, elektroiak akoplatzeko erreaktibo baten bidez (hornitua) eta glikolisitik eratorritako 


NAD(P)Ha erabiliz, XTT bezalako tetrazolio gatzak zatikatzeko ahalmena du. Formazanaren 


presentzia neurtu daiteke, XTTa ez bezala, konposatu koloratzaile laranja bat baita. Hortaz, 


formazanaren agerpena zuzenki erlazionatuta dago metabolikoki aktiboak diren zelula 


kopuruarekin. Erabilitako bigarren metodoan, Presto Blue™ ereraktiboa erabili zen zelulen 


bideragarritasuna zehazteko. Zelulen ingurune erreduktorea, hauetan aktibitate metabolikoa 


gertatzearen seinalea da eta ondorioz, zelulak osasuntsu egotearen adierazgarria (López-


Mirabal eta Winther, 2008). Presto Blue™ erreaktiboaren konposatu aktiboa, resazurina da. 
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Zelularen ingurune erreduzitzaileak, resazurina erreduzitu eta resorufina sortzen du. Azken hau, 


konposatu gorri eta fluoreszentea da. 


Era esponentzialean hazten zeuden zelulak 96 putzuko eta hondo lauko plaketan (Sarstedt) erein 


ziren 20 000 zelula/putzuko kontzentrazioarekin eta 150 µl-ko hazkuntza-medioarekin 


(aldakorra zelula lerroaren arabera). Hurrengo egunean, hazkuntza-medioa deuseztatu eta 


berria jarri zen (150 µl, zelula lerro bakoitzari dagokiona) %1 FBS (melanozitoen kasuan salbu), 


% 0,9 DMSO eta baheketan identifikatutako konposatuen presentzian. Kontrolei ez zitzaien 


konposaturik gaineratu. A2058 eta MeWo melanoma zelulen kasuan, konposatuen 


kontzentrazio gorakorrak gehitu ziren. Melanozito primario eta fibroblastoekin berriz, 


konposatu bakoitzeko kontzentrazio bakarra erabili zen: 1. konposatua (30 µM), 2. konposatua 


(40 µM), 4. konposatua (40 µM) eta 5. konposatua (20 µM). Zelulek 4,5, 8 eta 12 orduko 


inkubazioa izan zuten. Adierazitako denbora bakoitza bukatutakoan, XTTa (50 µl) edo Presto 


Blue™ erreaktiboa (17 µl) gaineratu ziren plakako putzu bakoitzean eta hauek 4 edo 2 orduz 


inkubatu ziren, hurrenez hurren. XTTa zuten plaken bideragarritasuna zehazteko, absorbantzia 


neurketa bat egin zen 490 nm-an Synergy HTX plate reader (BioTek) plaka irakurgailuan. Presto 


Blue™ erreaktiboa erabili zenean, absorbantzia neurketa egin zen ere, azaldutako ekipamendua 


erabiliz, baina kasu honetan 570 nm-an jasotako seinaleari 620nm-an jasotakoa kendu zitzaion. 


Bi kasuetan, medio hutsa (zelularik gabea) zuten putzuek emandako absorbantzia, laginen 


putzueri kendu zitzaien. Kontrolek (konposatu gabeak baina % 0,9 DMSOdunak) emandako 


balioa, % 100 bideragarritasun datu bezala hartu ziren. 


 


3.8.3.1. Zelulen grabaketa kamera azkarrean. 


A2058 eta MeWo melanoma zelula lerroei tratamendu gisa 40 µM PB konposatua eman zitzaien 


eta jarraian zelula-hazkuntzak grabatu ziren. Helburua, zelulak hil aurretik pairatzen zituzten 


aldaketa morfologikoak aztertzea zen. Zelula lerro bakoitzeko 300 000 zelula, 35 mm-ko beirazko 


kutxetan (µ-Dish 35 mm, Ibidi) erein ziren. Hazkuntza-medioak % 10 FBSrekin osatutako 2 ml 


DMEM zituen. Zelulak gauean zehar inkubatu ziren beirazko gainazalera atxiki zitezen. Hurrengo 


egunean, hazkuntza-medioa deuseztatu eta hurrengo medioa gaineratu zitzaien: 2ml DMEM, % 


1 FBS, % 0,9 DMSO eta 40 µM PBrekin. Hazkuntza hauek grabatuak izan ziren 20X-ko 


handipenarekin. 10 minuturo kutxa bakoitzaren 10 eremu ezberdin atzeman zirelarik. 


Grabaketak 8 (A2058) edo 24 ordu (MeWo) iraun zituen. Erabilitako ekipamendua BioStation 


IMQ live cell time-lapse mikroskopioa (Nikon Instruments B.V) izan zen 37 °C-ko tenperatura eta 


% 5eko CO2 kontzentrazioarekin. 


 


3.9. Ziklo zelularraren azterketa. 


A2058 eta MeWo melanoma zelula lerroen zikloek 40 µM PBren presentzian jasaten zituzten 


aldaketak behatu ziren; tratamenduak eraginda gorputz apoptokikoak sortzen ziren aztertzeko 


eta konposatuak eragindako zikloaren aldaketarik zegoen zehazteko xedearekin.  


Erabilitako teknika, fluxu-zitometria izan zen. Teknika sofistikatu honek, ekipamenduan zehar 


esekiduran banan-banan lerrokatuta igarotzen diren zelula (edo partikula) bakoitzaren ezaugarri 


fisiko eta kimikoak neurtzen ditu. Fluxu-zitometriaren funtsak, laser iturritik ateratako izpiek 


zelula jakin batekin talka egitean, emandako argiaren barreiadura edo fluoreszentziaren 


igorpena aztertzean datza. Izpiek itu bezala, zelula bere osotasunean, zelularen gainazalera edo 
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barne molekuletara lotutako antigorputzak, edo molekula koloragarriak izan ditzakete, besteak 


beste; hau da, bai zelularen kanpoko zein barneko elementuak neurtu daitezke (Adan et al., 


2017). Fluxu-zitometriak ematen dituen neurketa aukeretako bat, zelula bakoitzaren DNA 


kopurua zenbatzea da. Ioduro propidioa (PI) DNA tindatzen duen fluorokromoa da; argi 


urdinarekin kitzikatzen dena (adibidez, 488 nm-ko argona ioi laserrarekin). PIa DNA molekularen 


bi harizpien artean tartekatzen da eta honetatik eratorritako fluoreszentziaren intentsitatea 


DNA kopuruarekiko proportzionala da. Hala ere, konposatu tartekatzaile honek harizpi 


bikoitzeko RNA molekulekin ere elkarrekintzak ezartzeko gaitasuna duenez, RNA deuseztatzeko 


eta emaitzetan interferentziarik egon ez dadin laginak neurtu aurretik RNAasa entzimarekin 


inkubatu behar dira. Era honetan, neurtutako DNA kopuruaren arabera, lagin bateko zelulak 


zikloaren hiru fasetan bana daitezke: G0/G1, S eta G2/M (3.10 irudia). Are gehiago, apoptosia 


jasan duten zelulen gorputz apoptotikoak ere identifikatu daitezke, hauek DNA kopuru 


murriztua dute eta sub-G0/G1 fasean sailkatzen dira. Bukatzeko, DNA kantitatea aberrantea (4n-


tik gorakoa) duten zelulak ere ager daitezke, hiperploide bezala ezagunak direnak. 


 


3.10 irudia. DNA kopuruaren eta ziklo zelularreko fasearen arteko erlazioa. Ziklo zelularrean zehar, zelularen DNA 
kopuruan aldaketak ematen dira. Zelula diploide bat adibide bezala harturik, sintesi garaian (S) bere DNA kopuru osoa 
bikoiztu egiten du. G0/G1 eta G2/M faseetan DNA kantitatea uniformea da, G0/G1 faseak G2/M-rekiko kopuruaren 
erdia duelarik. Mitosi (M) garaian, zelula zatitu eta bi zelula alaba sortzen dira, deskribatutako zikloari hasiera emango 
diotenak. 


 


Hazkuntza esponentzialean zeuden melanoma zelula lerroak 6 putzuko eta hondo lauko 


plaketan (Sarstedt) erein ziren 500 000 zelula/putzuko kontzentrazioan. Hauei, % 10 FBSrekin 


osatutako DMEM hazkuntza-medioaren 3,75 ml gehitu zitzaien eta gauean zehar inkubatu ziren 


37 °C-an. Hurrengo egunean, hazkuntza-medioa deuseztatu eta beste 3,75 ml berri gehitu ziren 


oraingo honetan % 1 FBS, % 0,9 DMSO eta 40 µM PBrekin osatuta zeudenak. Kontrolei ez zitzaien 


PB konposatua gehitu. Zelulak 4,5 eta 8 orduz inkubatu ziren A2058 lerroaren kasuan. MeWo 


zelulentzat berriz, inkubazio denborak 8 eta 12 ordu izan ziren. Melanoma lerroaren arabera 


denbora tarte ezberdinak erabiltzearen arrazoia, laginen bideragarritasuna < % 20 zeneko 


denbora tarte laburrenetan zelulak aztertzea zen. Inkubazioa bukatutakoan, hilik eta plakaren 


gainazaletik askatuta zeuden zelulak jaso eta atxikita mantentzen zirenak PBSrekin garbitu ziren 


ondoren tripsina bidez askatzeko (ikusi 3.8.2. atala). Zelula lerro eta debora-tarte bakoitzeko 


zelula guztiak lagin bakarrean batu eta 500 x g, 5 minutuz eta 4 °C-an zentrifugatu ziren. 


Lortutako zelula jalkina % 70eko kontzentrazioa zuen etanol hotzean berreseki zen zelulak fixatu 


eta iragazkortu zitezen. Laginak PBStan erdira diluitu eta berriz ere zentrifugatu ziren 500 x g, 5 
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minutuz eta 4 °C-an; prozedura birritan errepikatu zen. Azken zentrifugazioa burututa, zelula 


jalkinak 1ml PBStan berreseki zen. Laginari 0,25 mg/ml RNAasa A (Roche) eta 0,01 mg/ml PI 


(Sigma-Aldrich) gaineratu zitzaion eta 30 minutuz eta 37 °C-an inkubatu zen. Ziklo zelularraren 


analisia, Gallios Flow Cytometer (Beckman Coulter) fluxu-zitometroan egin zen, 10 x 106 


gutxieneko zelula kopuruarekin. Emaitzak Flowing Software (Perttu Terho, University of Turku) 


programa informatikoa erabiliz aztertu ziren. 
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CHAPTER 4. FUNCTIONAL DIVERSIFICATION OF HSC70 DRIVEN BY ASSOCIATIONS TO DNAJA2 


AND DNAJB1. ROLE OF THE INTRINSICALLY DISORDERED C-TERMINAL REGION OF DNAJA2 


4.1. Introduction. 


Cell fitness depends, among other factors, on the correct balance between different processes 


involved in protein synthesis, folding and recycling. To ensure a healthy proteome cells have a 


protein quality-control, proteostasis network (PN), formed by the cellular factors that take part 


in the folding of newly synthesized proteins, conformational maintenance at a specific location, 


and controlled protein degradation (Hipp et al., 2019). Therefore, the PN contains three 


different branches that regulate each of these processes. Molecular chaperones and their 


cochaperones are directly responsible for keeping protein integrity in the first two branches and 


collaborate with the ubiquiting-proteasome system and the autophagosomal-lysosomal 


machinery to deal with protein degradation (Labbadia & Morimoto, 2015). Taken together, the 


role of molecular chaperones becomes essential to tune the health of the proteome since they 


arrange and interconnect the mentioned three branches (Jayaraj et al., 2020).  


In this context, Hsp70 emerges as the central master that allows coordination and integrates the 


information necessary for attaining the appropriate concentration, stability and location of 


polypeptides (Fernández-Fernández & Valpuesta, 2018). The Hsp70 system is composed of the 


central Hsp70 chaperone and two accessory proteins, a cochaperone that belongs to the Hsp40 


family and a nucleotide exchange factor (NEF) that modulates its functional cycle (Bracher & 


Verghese, 2015; Liu et al., 2020). Although conserved in both prokaryotes and eukaryotes, 


evolution has significantly increased the number of Hsp70 regulatory cofactors (Brehme et al., 


2014; Genevaux et al., 2007; Rizzolo et al., 2017; Vos et al., 2008). In humans, the genome 


encodes around 330 chaperones and cochaperones (Brehme et al., 2014), a repertoire known 


as the chaperome, which responds to the needs of a large and complex proteome (Powers & 


Balch, 2013). This chaperome contains 13 Hsp70s, 47 Hsp40s and 14 NEFs (Rosenzweig et al., 


2019). 


The Hsp70 chaperoning pathway functions to regulate proteostasis through a highly conserved 


mechanism involving ATP-dependent regulation of protein substrate binding. Besides the 


existence of several isoforms that operate in distinct conditions and cellular localizations 


(Fernández-Fernández et al., 2017), the functional diversity of Hsp70 chaperones is primarily 


mediated by a network of Hsp40 co-chaperones that predominantly bind misfolded client 


proteins and deliver them to Hsp70 for ATP-dependent chaperoning (Cyr & Ramos, 2015; 


Kampinga & Craig, 2010; Nillegoda & Bukau, 2015; Rosenzweig et al., 2019). Through this 


mechanism, DnaJ proteins influence many aspects of Hsp70 function including client specificity, 


localization, and ATPase and substrate remodelling activities. The sequence and functional 


diversity of Hsp40s were proposed to dictate the chaperone activity of Hsp70s and enable their 


diverse functions (Craig & Marszalek, 2017; Fan et al., 2003; J. Li et al., 2009). Usually, there are 


more Hsp40 members than Hsp70s in a given organism or specific cellular compartment, 


suggesting that several Hsp40s work with a single Hsp70 to specify the chaperone’s activity (Liu 


et al., 2020). 


Members of the Hsp70 family share a common structure, as they all contain a highly conserved, 


N-terminal ATPase domain connected through a conserved linker to the substrate binding 


domain (English et al., 2017; Zuiderweg et al., 2013). In contrast, Hsp40s form the largest and 


functionally most diverse chaperone family (Craig & Marszalek, 2017). Indeed, the variable 
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domain composition of the members of this family makes classification of Hsp40s difficult. 


Despite this difficulty, they are usually divided in three classes (A, B and C) considering their 


domain content with a high degree of structural and functional variability between and within 


the classes (Kampinga & Craig, 2010). Common to all of them is the presence of a J domain, a α-


helical hairpin structure of 70-75 residues, which is at the N-terminus of A and B classes and 


anywhere in class C. In class A proteins, the J domain is followed by a flexible 


glycine/phenylalanine (G/F)-rich domain, two homologous β sandwich domains (CTD I and II), 


with a Zn2+-finger domain inserted into the first one, and a C-terminal dimerization domain (Liu 


et al., 2020). Whereas all these domains, except the Zn2+ finger one, are present in members of 


class B, representatives of class C Hsp40s only have the J-domain in common and can have a 


wide variety of different domains or functional motifs (Mayer & Bukau, 2005). Regarding 


function and specificity, class A and class B are considered general cochaperones that interact 


with unfolded, misfolded, or aggregated proteins and transfer them to Hsp70, whereas 


members of class C are believed to be more specific, as they seem to interact with a small 


number of substrates (Rosenzweig et al., 2019). Beyond being obligate partners of Hsp70s, 


members of the three Hsp40 classes function independently binding substrates and preventing 


their aggregation. Such functions usually require regions other than the J-domain (Tamadaddi & 


Sahi, 2016). The different J-protein representatives can bind themselves to protein substrates 


or to protein complexes with a wide range of specificity and recruit Hsp70 for specific protein 


folding tasks (Behnke et al., 2016; Cyr & Ramos, 2015; Jiang et al., 2019). 


Although high-resolution structures of different domains of J-proteins are available, the 


structure of a full-length class A or class B Hsp40 has not been solved so far (reviewed in (Liu et 


al., 2020)). This could be due to the high conformational dynamics of these multidomain Hsp40s 


(Alderson et al., 2016; Barends et al., 2013). Class A and class B DnaJs generally assemble and 


function as dimers formed by inter-subunit interactions between the C-terminal dimerization 


domains (Barends et al., 2013; Kampinga & Craig, 2010; Ramos et al., 2008; Wu et al., 2005). 


Dimerization is important for critical Hsp40 functions including binding to misfolded protein 


substrates (Otero et al., 2014; Sha et al., 2000). However, Hsp40 dimers can adopt different 


structures, which might be responsible for the distinct functions of DnaJ cochaperones, which 


in turn dictate the functional diversity of Hsp70 chaperones (Borges et al., 2005; Hu et al., 2008; 


Ramos et al., 2008). Hsp40 dimers can also transiently assemble into higher order homo/hetero 


oligomers in the presence of protein aggregates and sHsps to promote disaggregation (Nillegoda 


et al., 2015). Recently, higher order oligomerization states have been described for Hsp40s, such 


as DnaJB6 and DnaJB8 that self-associate into polydispersed oligomers with a potent holdase 


activity (Hageman et al., 2010), and the endoplasmic reticulum DnaJB11 that functions as a 


tetramer (Chen et al., 2017). 


The most abundant J-proteins, regardless of the cellular compartment in which they reside, are 


of the class A (e.g. cytosolic Ydj1 and DnaJA2, in Saccharomyces cerevisiae and Homo sapiens, 


respectively) and class B (e.g. cytosolic Sis1 and DnaJB1, in S. cerevisiae and H. sapiens, 


respectively) (Hageman et al., 2011; Yan & Craig, 1999). One of the most studied human DnaJ 


proteins is the heat-inducible DnaJB1, which forms dimers through the peptide-binding C-


terminal domain (Hu et al., 2008; Suzuki et al., 2010). In contrast, DnaJA2 has not been so well 


characterized, although it has been recently related to the CHIP-mediated degradation of 


different client proteins (Baaklini et al., 2012; Walker et al., 2010; Wu et al., 2019). 


Representatives of class A and B DnaJs, together with Hsc70 and the nucleotide exchange factor 


Apg2 build a human disaggregase that is able to solubilize and reactivate both amorphous and 
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ordered, amyloid protein aggregates (Gao et al., 2015; Nillegoda et al., 2015; Shorter, 2011). 


Despite the importance of the Hsp40 components in the functional guiding of Hsp70, a detailed 


conformational characterization of these cochaperones has not been performed yet. 


We use herein several biochemical and biophysical methods to explore the functional and 


conformational properties of these cochaperones, as well as the role of their predicted 


intrinsically disordered regions in their oligomerization state and activities. We find that they 


differ in their associations, as DnaJB1 adopts a dimeric conformation in solution while DnaJA2 


self-associates to form higher order oligomerization states. This ability is regulated by the 


intrinsically disordered, C-terminal region of the A class cochaperone that is a distinctive feature 


between both DnaJ proteins, which also regulates its holdase activity and the interaction with 


substrates and with Hsc70. The functional differences between these Hsp40s arise as a 


consequence of their unequal binding preferences for distinct substrate aggregation states: 


while DnaJB1 interacts better with aggregated clients, promoting a stronger disaggregase 


activity in collaboration with Hsc70 and Apg2, DnaJA2 stabilizes unfolded, non-aggregated 


species maintaining them in an appropriate conformation for the subsequent productive 


remodelling by Hsc70. 
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4.2. Objectives. 


DnaJ cochaperones are thought to determine the functional fate of Hsp70s. Two DnaJ members 


compose the human disaggregase system, DnaJA2 and DnaJB1, and each of them harbour IDRs. 


Such regions may be behind their distinctive features and therefore, be responsible for their 


different effect on Hsc70 function. 


The specific objectives of this part of the work are: 


1. Identification of the intrinsically disordered regions (IDRs) of DnaJA2 and DnaJB1. 
 


2. To determine the effect of the IDRs of DnaJA2 and DnaJB1 on their self-association 
ability and holdase function. 
 


3. Evaluation of the impact that IDR deletion has on the functionality of the binary 
(Hsc70+DnaJ) and ternary (Hsc70+DnaJ+Apg2) chaperone mixtures’ functions: 
disaggregase and foldase functions. 
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4.3. Results. 


4.3.1. Class A DnaJA2 and class B DnaJB1 differ on their intrinsically disordered region (IDR) 


content and distribution. 


The cochaperones DnaJA2 and DnaJB1 were selected as the representatives of class A and class 


B Hsp40s, respectively, based on the following criteria: DnaJB1 is the most abundant member 


within its class, and DnaJA2 is a major cytosolic J-protein of class A whose overexpression has 


been related to substrate refolding stimulation (Hageman et al., 2011). They have also been 


shown to participate in the reactivation of protein aggregates together with Hsc70 (Nillegoda et 


al., 2015; Rauch & Gestwicki, 2014). To start with, both proteins were compared to identify 


characteristic regions through the alignment of their sequences (Figure 4.1).  


Unlike class C DnaJs, class A and class B Hsp40s have a quite similar domain composition and 


distribution so the alignment was done taking into account the different domains that both 


proteins own. This domain-based alignment showed that both proteins start with a highly 


conserved J-domain followed by the glycine-phenylalanine-rich (G/F) region, with different 


length in each protein. A characteristic feature of only class A cochaperones is that the C-


terminal domain (CTD), also present in these proteins, contains the zinc-finger domain (ZFD). 


The last domain is the dimerization domain (DD) that both proteins share. Additionally, only 


DnaJA2 has an extension on its C-terminal end that comprises 52 residues, from Val361 to 


Gln412. So taking the overall alignment, the mentioned last residues of the C-terminal end of 


DnaJA2 appeared as a differential feature between both cochaperones. 


 


Figure 4.1. DnaJA2 and DnaJB1 sequence alignment. These representatives of class A and class B DnaJ cochaperones 
were analysed by domain-based alignment using Clustal Omega and later edited in Jalview. The colour code 
represents the different domains that these proteins have: the J-domain (red), the glycine-phenylalanine-rich domain 
(blue), the C-terminal domain (yellow), the zinc-finger domain –only present in DnaJA2- (pink), the dimerization 
domain (green) and the C-terminal extension (not coloured). The bottom line corresponds to the secondary structure 
distribution showing the predicted α-helixes (boxes) and β-strands (arrows). 
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To further explore characteristic features between these J-domain proteins, the conformational 


preferences of their different regions were also analysed, focusing on the intrinsically disordered 


(ID) content of the proteins. IDRs do not fold into a unique three-dimensional structure; actually, 


they are characterized by their conformational flexibility. Interestingly, they are often involved 


in the interacting surface of protein-protein complexes (Uversky, 2019; Wallin, 2017) and hence 


suppose appealing regions to focus on.  


To predict the IDRs of these proteins, we used the DISOPRED2 program, which gives a probability 


estimate for each residue to be disordered in the sequence of a given protein (Figure 4.2) (Ward 


et al., 2004). The results for DnaJA2 (Figure 4.2A), showed that the protein has two main regions 


predicted to be intrinsically disordered. One of them is the G/F domain, the other is longer, 


around 33 amino acids, and is located at the C-terminal region of the protein. Concerning DnaJB1 


(Figure 4.2B), the predicted IDR, as aforementioned for DnaJA2, corresponds to the G/F domain. 


Therefore, predictions suggested that IDRs are linked to the G/F domain in both proteins, and 


that the C-terminal region of DnaJA2 may adopt an intrinsically disordered conformation as well. 


These data was further confirmed by the use of another server, called MobiDB, which compares 


a battery of various disordered region predictors and displays a consensus result (Piovesan et 


al., 2018). This is a more restrictive algorithm as the generated consensus result uses a stronger 


majority threshold, enforcing 20 consecutive disordered residues. As expected, MobiDB only 


predicted as IDR the C-terminal of DnaJA2, being in this case proposed to be longer (last 48 


residues) and excluded the G/F domains of both Hsp40s (Figure 4.2C-D). Taken the information 


provided by both algorithms together, we considered as potential IDRs the C-terminal region of 


DnaJA2 and also the G/F domains of both Hsp40s.  


 


Figure 4.2. Location of IDRs in DnaJA2 and DnaJB1, predicted by DISOPRED2 and MobiDB. Disorder profile of DnaJA2 
(A, C) and DnaJB1 (B, D). Plots show the position of the predicted IDRs in the protein sequence against their probability 
for being disordered, which has a threshold at 0.5 (indicated with a horizontal dashed line) for DISOPRED2 (A, B). The 
threshold for MobiDB (C, D) consists of a minimum of 20 consecutive residues with a probability of being disordered 
greater than 0.5. The last 48 residues of DnaJA2 are the only region that meets this criterion. Above the plots there is 
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a schematic representation of the domains in each protein: the J-domain (JD), the G/F domain (G/F), the C-terminal 
domain (CTD I and II), the zinc-finger domain (ZFD), and the dimerization domain (DD). 


IDRs are often related with specific functions of proteins, as they are involved in protein-protein 


interactions. In this particular case, intrinsically disordered proteins (IDPs) might mediate 


binding of the cochaperones to client proteins or tune complex formation with Hsc70. That is 


the reason why, it was considered intriguing to analyse the consequences that deleting these 


regions may have on the conformation and activity of the studied Hsp40s. With that purpose, 


two DnaJA2 and one DnaJB1 mutants lacking the predicted IDRs were designed (Figure 4.3). 


 


Figure 4.3. Schematic representation of the designed DnaJA2 and DnaJB1 variants. The domain content of each 
cochaperone is represented in coloured boxes: the J-domain (red), the glycine-phenylalanine-rich domain (blue), the 
C-terminal domain (yellow), the zinc-finger domain (pink), and the dimerization domain (green). The black lines below 
the boxes show the length of the wild type proteins, and further down the fragments that had been deleted to 
generate the different mutants are indicated. 


 


In the case of the A class protein, the mutants lacked either the G/F region (residues Ser78 to 


Met100), variant named as DnaJA2 ΔG/F, or the C-terminal end (residues Val361 to Gln412), 


DnaJA2 Δ361-412 mutant. When designing the latter it had to be considered that the 


dimerization domain was preserved to make sure that the dimer stability was not compromised, 


since the dimer has been found to be the functional oligomerization state (Kampinga & Craig, 


2010; Sha et al., 2000). The design of the mutant took into account studies dealing with this 


issue. In the yeast DnaJA2 homolog Ydj1, several amino acids have been pointed out as 


necessary for dimer formation. The residue Phe335, which would be Phe337 in the human 


counterpart, has been described to be involved in dimerization since its mutation monomerizes 


the protein in solution (Li et al., 2003). Many residues that form helixes A2, A3 and the loop 


before A3 have also been highlighted as essential for dimer formation: Leu274, Ile278, Pro336, 


Phe340, Leu346, Leu349, Ile352 and Leu353 (Wu et al., 2005), which in the human homolog 


would be Leu275, Leu279, Pro338, Trp342, Leu348, Leu351, Leu354 and Leu355, respectively. 


All these residues were preserved when designing the mutant that lacks the C-terminal region 


and DLS and cross-linking experiments demonstrated that the DnaJA2 Δ361-412 variant adopts 


a dimeric conformation (see section 4.3.3.). Regarding DnaJB1, a variant that lacks the G/F region 


(residues Ser75 to Phe146), as done for DnaJA2, was designed and named DnaJB1 ΔG/F. 


Hsp40 cochaperones display three different activities, namely holdase, foldase and disaggregase 


activities (Craig & Marszalek, 2017). The first one relies on their capacity to interact with protein 


(un)folding intermediates, protecting them from aggregation, and the other two activities 
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depend on their collaboration with Hsp70s. Therefore, we analyse herein the effect that the 


IDRs of these representatives of classes A and B Hsp40s have on these three functions. 


 


4.3.2. DnaJA2 displays a strong holdase activity, regulated by its C-terminal, intrinsically 


disordered region. 


The holdase activity of the different Hsp40s was analysed using as client protein the region of 


Tau involved in protein aggregation. Tau is a microtubule-associated protein that binds tubulin 


and is implicated in microtubule dynamics. Although it is normally soluble, it has the propensity 


to self-associate depending on several mutations, posttranslational modifications and stress 


conditions. In this scenario, the association of Tau molecules can lead to the formation of 


neurofibrillary tangles (NFTs) which are related to several neurodegenerative diseases (Young 


et al., 2018). Tau K18 is a truncated mutant that contains the four repeat domain responsible 


for protein aggregation. Chaperones interact with this domain thus preventing aggregation 


(Gorantla & Chinnathambi, 2018). Furthermore, the P301L mutant of Tau K18 has a missense 


mutation linked to familial frontotemporal dementia that favours aggregation (Ingram & 


Spillantini, 2002). This aggregation prone mutant was used to examine the competence of the 


different Hsp40s in delaying its aggregation, that is to say, to study the holdase activity of the 


cochaperones. 


With that purpose, the aggregation kinetics of Tau K18 P301L was monitored following the light 


scattering of samples containing equimolar amounts of this protein variant and heparin, a 


polyanion that accelerates Tau aggregation (Ramachandran & Udgaonkar, 2011), in the absence 


and presence of increasing concentrations of the different Hsp40s (Figure 4.4). The time 


evolution of Tau K18 P301L aggregation showed an initial lag phase in which monomers 


assemble into small oligomers and undergo a conformational transition to an aggregation-


competent state, followed by a growth phase evidenced by an increase in the scattering that 


finally reaches saturation and yields protein fibrils (Figure 4.4A). The fibrillar nature of the final 


products was corroborated by their ability to bind Thioflavin T (ThT) (Figure 4.4A inset) 


(Shammas et al., 2015). 


Addition of DnaJA2, DnaJB1 and DnaJA2 Δ361-412 altered Tau K18 P301L lag phase either 


increasing or reducing it. At every chaperone concentration tested (Figure 4.4B), DnaJA2 


produced a delay in Tau K18 P301L aggregation reaching a 10-h increase in the lag phase at 


equimolar (20 µM) concentration. The presence of DnaJB1 and DnaJA2 Δ361-412 resulted 


detrimental for Tau K18 P301L aggregation, as both cochaperones accelerated its aggregation. 


This data drew the attention of the holdase activity to the C-terminal end of DnaJA2 since its 


deletion completely supressed DnaJA2’s protective capacities down to values obtained for 


DnaJB1. With the aim of relating the holdase function of DnaJA2 to its intrinsically disordered C-


terminal end, the DnaJA2 ΔG/F mutant was also tested. This variant lacks the other main IDR in 


DnaJA2, the G/F domain, which has also been described to interact with client proteins in 


bacterial DnaJ (Perales-Calvo et al., 2010). DnaJA2 ΔG/F performed nearly as its full-length form 


(Figure 4.4B), meaning that contrary to the C-terminal end, this IDR is not essential for the 


holdase activity of the cochaperone.  
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Figure 4.4. The intrinsically disordered, C-terminal region of DnaJA2 regulates its ability to prevent aggregation of 
Tau K18 P301L. (A) Time-dependence of the light scattered at 350 nm by samples containing equimolar amounts (20 
µM) of Tau K18 P301L and heparin (red line). The same experiment performed in the presence of 5 µM DnaJA2 
(green), DnaJB1 (orange), DnaJA2 Δ361-412 (blue) or DnaJA2 ΔG/F (purple). The stability of the cochaperones at 5 
µM and 20 µM heparin in the absence of Tau K18 P301L was not altered in the described experimental conditions 
(data not shown). Inset shows the aggregation kinetics of 20 µM Tau K18 P301L in the presence of equimolar 
concentrations of heparin monitored by ThT fluorescence (see section 3.7.1.). (B) Change in the lag time of Tau 
aggregation in the presence of different Hsp40s. Data were obtained from experiments performed at different Hsp40 
concentrations. Experimental conditions as in (A). Increasing concentrations of DnaJ cochaperones showed that 
DnaJA2 (green) and DnaJA2 ΔG/F (purple) were able to increase the lag phase of Tau K18 P301L, in contrast to DnaJB1 
(orange) and DnaJA2 Δ361-412 (blue). Data correspond to mean ± SD of 7>n>3 independent experiments. 


 


4.3.3. The C-terminal region of DnaJA2 modulates cochaperone self-association. 


The dimer has been defined as the functional state of class A and class B DnaJs (Kampinga & 


Craig, 2010). However, different oligomeric assemblies have recently been described for 


prokaryotic (Celaya et al., 2016) and eukaryotic (Chen et al., 2017; Karamanos et al., 2019; 


Söderberg et al., 2018) Hsp40s. Therefore, J proteins might have alternative association 


equilibria that involve oligomers larger than dimers. We next explored if this were the case for 


the J proteins used in this study. The presence in DnaJA2 of flexible, conformationally adaptable 


IDRs in the G/F domain and in particular at its C-terminal end, might have an active role in 


complex formation with client proteins, as shown above for Tau K18 P301L, and in the regulation 


of its association equilibrium (Uversky, 2013).  


Different types of experiments were carried out to test the association equilibrium of DnaJA2 


and its mutants. The first one was crosslinking (Figure 4.5), which clearly indicated that the C-


terminal deletion mutant, DnaJA2 Δ361-412, was able to adopt a dimeric structure, the 


conformation that has been previously shown to be necessary for cochaperone function. 


Additionally, it was observed that in contrast to the truncated mutant, the full-length protein 


formed besides dimers, higher order complexes. It follows from this finding that the design of 


the deletion mutant maintains in the C-terminal domain of the protein the key residues essential 


for dimerization. To further characterize the formation of oligomeric assemblies larger than the 
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dimer, we studied the sensitivity of the association equilibrium of the cochaperones to different 


chemical and physical conditions.  


 


 


4.3.3.1. DnaJA2 forms oligomers sensitive to protein concentration, temperature, 1,6-


hexanediol and ionic strength. 


To get more insights into the nature of the DnaJA2 oligomeric assemblies, we used light 


scattering and dynamic light scattering (DLS), experimental methods with distinct sensitivity that 


allowed testing a wide range of protein concentrations under a variety of experimental 


conditions.  


First, we performed DLS experiments to follow the hydrodynamic diameter of DnaJA2 at 


different cochaperone concentrations (Figure 4.6A). The volume against size distribution at 100 


M cochaperone showed two populations at 20 °C, a large population with a diameter of 


approximately 22 nm, and a smaller one of around 50 nm, which is also observed at 60 M. A 


further decrease in concentration (30 M) induced the displacement of the volume distribution 


to smaller sizes which revealed a major population with a diameter of 17-18 nm and a minor 


one of higher size (43-44 nm). The latter was also visible at the lowest concentration that could 


be accurately studied by this technique (15 M), which contained a main population centred at 


15 nm.  


Figure 4.6B shows the scattering values obtained for the different DnaJ species (15 µM) used in 


this study under the same experimental conditions, which could be separated into two clear 


groups. On the one hand, both DnaJA2 and its G/F deletion mutant, DnaJA2 ΔG/F, gave high 


scattering values. Actually, the latter gave a 50 % increase in scattering compared to the wild 


type form. To discard the possibility of these assemblies being aggregates, 5 % 1,6-hexanediol, 


an aliphatic alcohol that disturbs weak hydrophobic interactions, was used (Patel et al., 2007; 


Ribbeck & Görlich, 2002). Incubation of DnaJA2 and DnaJA2 ΔG/F with 1,6-hexanediol 


significantly decreased the light scattered by these samples that gave similar values, suggesting 


that the self-association of these variants is driven by weak hydrophobic interactions. On the 


Figure 4.5. DnaJA2 oligomerization and 


DnaJA2 Δ361-412 dimerization revealed by 


cross-linking. Cochaperones (2 µM) were 


cross-linked with 0.01 % glutaraldehyde and 


samples were analysed by SDS-PAGE. 


Different association states are indicated as 


follows: monomers (M), dimers (D) (pointed 


with an arrow) and oligomers (O), being the 


latter only present in the full-length form. 


DnaJA2 contains a proteolytic fragment, as 


seen by mass spectrometry (data not 


shown), at around 37 kDa that was not 


possible to eliminate using our purification 


procedure (see section 3.3.2.) or that 


described in Nillegoda et al., (2015). 
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other hand, the scattering values of DnaJB1 and the deletion mutant DnaJA2 Δ361-412 were 


lower than those of 1,6-hexanediol-treated DnaJA2 and DnaJA2 ΔG/F, and addition of the 


alcohol had no effect, indicating that they might not be able to self-associate.  
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Figure 4.6. DnaJA2 and DnaJA2 ΔG/F self-associations are driven by weak hydrophobic and polar interactions. (A) 
Volume against size distribution of DnaJA2 at different protein concentrations: 100 (blue), 60 (purple), 30 (green) and 
15 µM (red). Particle size decreased at cochaperone concentrations lower than 60 µM, showing a concentration-
dependent self-association. (B) Light scattering values of different DnaJs at 15 µM in the absence (blue bars) or 
presence (red bars) of 5 % 1,6-hexanediol. The addition of the alcohol produced a decrease in the light scattered for 


DnaJA2 and DnaJA2 ΔG/F but not for DnaJB1 and DnaJA2 361-412. (C, D) Dynamic light scattering experiments with 
DnaJA2 (C) and DnaJA2 ΔG/F (D). Addition of 5 % 1,6-hexanediol (red lines) produced a change in the size distribution 
of both proteins, as compared with the non-treated samples (blue lines), compatible with the dissociation of their 
oligomeric assemblies. The same behaviour was observed upon addition of 500 mM KCl (grey line) for DnaJA2 (C). All 
measurements were performed in the same conditions: 20 °C, 20 mM potassium phosphate pH=7.6, 30 mM KCl and 
2 mM DTT. Values are shown as means ± SD (B) of at least three independent experiments. 


 
The effect of 1,6-hexanediol on the DnaJA2 species that gave high scattering values, namely wild 


type DnaJA2 and DnaJA2 ΔG/F, was also analysed by DLS (Figure 4.6C-D). In line with the results 
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obtained in the light scattering experiments, a clear displacement of the size distribution 


towards smaller and similar sizes occurred for both samples upon incubation with 5 % 1,6-


hexanediol, and compatible with protein populations with a diameter of 15-16 nm. Interestingly, 


in the absence of the aliphatic alcohol, the higher abundance of the population of larger 


diameter in the deletion mutant was in accordance with its higher scattering value (Figure 4.6B). 


Despite the difference in size distribution between these proteins, it is important to note that 


they showed populations of the same diameter with different relative abundance suggesting 


that deletion of the G/F domain shifts the association equilibrium towards the larger oligomer. 


Experiments with 5% 1,6-hexanediol proved that DnaJA2 self-associations are driven by weak 


hydrophobic interactions. However, it was considered of interest to check whether there was 


also an electrostatic component in the formation of DnaJA2 assemblies. If that were the case, 


an increase in salt concentration would shield such interactions leading to the dissociation of 


the oligomers (Cole & Ralston, 1992). With that purpose, DLS experiments were performed with 


DnaJA2 in the presence and absence of 500 mM KCl (Figure 4.6C). Data showed a clear decrease 


in the particle size of the high ionic strength sample, with a diameter of around 12 nm, meaning 


that both hydrophobic and polar interactions are involved in the formation of DnaJA2 oligomers. 


The smaller size of this sample, e.g. 12 vs. 15 nm, might be due to compaction of the protein 


dimer at high salt concentrations. 


Taken together, these results strongly suggest that DnaJA2 and its G/F deletion mutant associate 


into assemblies larger than the dimer. However, it could also be debated that both the wild type 


and the G/F deletion variant might aggregate in an amorphous manner that could not be 


distinguished with these experimental methods (Kroschwald et al., 2017). Temperature is an 


environmental factor that has been extensively studied as a protein aggregation enhancer and 


promoter, and also functions as a specific trigger that shifts the oligomeric distribution of some 


sHsps (Haslbeck et al., 2019). It could be expected that if the assemblies observed were small 


amorphous aggregates, temperature increase would cause the formation of larger ones.  


Figure 4.7 shows the effect of temperature on the size of the different DnaJ proteins studied. 


DLS experiments (Figure 4.7A-D) indicated that increasing temperatures from 10 to 50 °C 


induced the aggregation of DnaJB1 and DnaJA2 Δ361-412, as the size distribution of both 


proteins after heating revealed particles with a diameter around or larger than 1 m. The same 


experiment gave a different outcome in the case of DnaJA2 and DnaJA2 ΔG/F; an identical 


heating procedure displaced the size distribution of both samples towards smaller values, an 


effect more evident for the wild type protein. Interestingly, the size distributions upon heating 


to 50 °C, addition of 5 % 1,6-hexanediol or protein dilution were almost identical, showing for 


full length DnaJA2 a major population with a diameter of 15nm (Figure 4.6C). 


Insets in Figure 4.7 show the temperature dependence of the light scattered at 500 nm by the 


same samples analysed by DLS when heated from 10 to 90 °C. Consistent with DLS experiments, 


thermal denaturation of DnaJB1 and DnaJA2 Δ361-412 was translated into higher scattering 


values compared to the initial temperatures. The Tm values of the thermal denaturation 


transitions were 49 and 53°C for the class B and mutant class A proteins, respectively. This 


temperature-induced behaviour is explained by the aggregation of thermally unfolded protein 


molecules, which expose hydrophobic patches to the aqueous, polar solvent. The decay of the 


scattering values of DnaJB1 detected above 70 °C most likely came from sedimentation of the 


large aggregates formed under these conditions, which resulted in a loss of signal.  
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In contrast to what it was observed for DnaJB1 and DnaJA2 Δ361-412 and in good agreement 


with DLS data, measurements with DnaJA2 and DnaJA2 ΔG/F showed that heating these samples 


up to 50 °C promoted a decrease in light scattering. The drop in the scattered light started 


between 20 and 30 °C and reached a minimum at around 47 and 52 °C for the wild type and 


mutant protein, respectively, in accordance with the smaller sizes obtained at this temperature 


in DLS. Higher temperatures increased the scattering of the samples, probably because of the 


unfolding and aggregation of the denatured proteins.  
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Figure 4.7. Temperature dependence on the size distribution of the different Hsp40s. (A-D) DLS experiments done 
at 10 (black line) or 50 °C (grey line). Heating up of the samples to 50 °C produced a decrease in particle size for 
DnaJA2 (A) and DnaJA2 ΔG/F (B), while it promoted DnaJA2 Δ361-412 (C) and DnaJB1 (D) aggregation. Cochaperone 
concentration was 60 µM. Insets in (A-D) show the temperature dependence of the light scattered by the different 
Hsp40s at 500 nm from 10 to 90 °C under the same experimental conditions used for DLS. DnaJA2 (A) and the DnaJA2 
ΔG/F (B) variant underwent a decrease in the scattered light, which reached a minimum value at around 50 °C; higher 
temperatures increased the scattering, most likely due to protein aggregation. Scattering of DnaJA2 Δ361-412 (C) and 
DnaJB1 (D) was constant below 43 °C. Above this temperature, scattering values for both proteins increased 
suggesting protein aggregation. The loss of signal observed above 70 °C in the case of DnaJB1 might be a consequence 
of sedimentation of protein aggregates. Values are shown as mean of 3 independent experiments. 
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The data obtained so far indicate that DnaJA2, but not DnaJB1, forms oligomers through 


interactions that are not hampered in the DnaJA2 ΔG/F variant and involve its C-terminal end, 


as deletion of this protein region impairs the protein´s ability to self-associate. 


 


4.3.3.2. DnaJA2 temperature-induced oligomer dissociation is associated with a functionally 


reversible conformational rearrangement. 


To gain further insight into the conformational change associated with the temperature-induced 


(dis)assembly of DnaJA2, we analysed it by circular dichroism (CD), as this technique provides 


information on the thermal stability and secondary structure of proteins. The temperature 


dependence of the ellipticy at 222 nm is commonly used to follow the thermal unfolding of a 


protein with α-helical content (Greenfield, 2006). Thus, changes in the ellipticity values at 222 


nm were measured from 20 to 80 °C for the different Hsp40s (Figure 4.8).First, the unfolding 


curves of the two full-length proteins were monitored (Figure 4.8A). DnaJB1 gave a thermal 


stability curve characterized by two unfolding transitions: the first between 45-55 °C and the 


second from 55-75 °C. During the former transition most of the ellipticity was lost within a 


narrow temperature range (10 °C), indicating a cooperative partial unfolding event (Malhotra & 


Udgaonkar, 2016). The second transition would probably be related to the unfolding of more 


stable residual regions/domains, which unfortunately are not straightforward to identify. The 


thermal unfolding of DnaJA2 was more complex and included several events: i) an initial loss of 


ellipticity in a temperature interval between 20-43 °C; ii) a gain in the 222 nm signal between 43 


and 63 °C; and iii) a third event above 63 °C in which the partial loss in ellipticity proceeded up 


to 80 °C. Interestingly, the ellipticity value at 222 nm in the 20-43 °C interval was significantly 


lower compared to DnaJB1 (Figure 4.8A-B), indicating a less ordered conformation for the class 


A representative. Regarding the second thermal event, 43-63 °C, the gain in ellipticity values was 


probably due to the rearrangement of regions in the protein enriched in β-sheet content or IDRs 


(Knapp et al., 1998; Ashutosh Kumar et al., 2007; Schaub et al., 2012). The far-UV CD spectra 


recorded at 20, 42, 60 and 80 °C (Figure 4.8C) further confirmed the information provided by 


the unfolding curves. 


Since opposed to DnaJB1, no aggregation was observed after heating DnaJA2, the class A 


cochaperone was subjected to consecutive heating runs to check the reversibility of the 


unfolding events. Cooling down the sample after the first complete heating (20-80 °C), showed 


that the partially denatured cochaperone recovered a conformation with higher ellipticity values 


compared to the native protein (Figure 4.8D). The ellipticity value of this DnaJA2 conformation 


was similar to that of the unfolding intermediate observed at 60 °C during the first heating. This 


conformation remained stable until 60 °C, showing that the ellipticity changes recorded in the 


first heating event below this temperature were not reversible. Above 60 °C, the unfolding curve 


looked similar to that recorded during the first heating run. 


Deletion of the C-terminal region of DnaJA2 had a profound effect on the thermal unfolding of 


the cochaperone, as the initial change in ellipticity was not observed for the DnaJA2 Δ361-412 


mutant (Figure 4.8A). Denaturation of this variant started at 45 °C and showed two consecutive 


transitions centred at 51 and 63 °C. Intriguingly, the ellipticity value at low temperatures was 


closer to that of DnaJB1, suggesting that the C-terminal region of the protein is responsible for 


the less ordered conformation that the full-length protein adopts in its native state (Figure 4.8B). 


Therefore, the C-terminal region of DnaJA2 regulates cochaperone’s conformation and stability 


and, as shown above, its self-association properties. 
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Figure 4.8. CD studies of the secondary structure and thermal stability of the different DnaJs. (A) Ellipticity values 
at 222 nm monitored as a function of temperature from 20 to 80 °C at 1 °C/min for DnaJA2 (purple), DnaJB1 (green) 
and DnaJA2 Δ361-412 (orange) samples. (B) Far-UV CD spectra of DnaJA2 (purple), DnaJB1 (green) and DnaJA2 Δ361-
412 (orange) at 20 °C. (C) Far-UV CD spectra of DnaJA2 at 20 (red), 42 (purple), 60 (blue), 80 (green), and 20 °C 
(orange) after a 20-80 °C heating run. (D) Reversibility of the thermal unfolding of DnaJA2. The cochaperone was 
heated up to 80 °C (purple), cooled down to 20 °C and incubated during 1 h before starting the second heating run 
(grey). All measurements were performed at 15 µM protein in 10 mM potassium phosphate buffer pH=7.6. 


 


The structural rearrangement observed up to 60 °C (Figure 4.8D) upon heating DnaJA2 was not 


conserved after cooling down the sample back to 20°C. This observation guided the attention to 


the functionality that this reorganised form may have. Heating up the protein to 80 °C yielded a 


protein conformation that was unable to assist Hsc70 in the refolding of aggregated substrates 


(data not shown). However, the question that was considered appealing to address was whether 


thermal treatment up to 42 or 60 °C (maximum value of ellipticity) inactivated the sample. To 


this aim, assays were performed to check the functional reversibility of the conformational 


changes observed upon heating DnaJA2 to these two temperatures. 


The reversibility of the temperature-induced conformational rearrangement depended on the 


highest temperature value reached in the scan (Figure 4.9A-B). Whereas heating DnaJA2 up to 


42 °C had no effect in the capacity of the cochaperone to stimulate the ATPase activity of Hsc70 


in the presence of Apg2, the 60 °C-heated sample showed a 10-30% reduction, as compared 


with the control protein (Figure 4.9C). Regarding the collaboration with Hsc70 in the reactivation 


of luciferase aggregates, the efficiency of DnaJA2 heated up to 42 °C was not compromised, 


while it shown a 25-50% reduction upon reaching 60 °C (Figure 4.9D). These data indicate that 
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the temperature-induced conformational rearrangement that occurs during (dis)assembly of 


DnaJA2 oligomers is functionally reversible. 
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Figure 4.9. Reversibility of the different thermal events observed for DnaJA2. The cochaperone was submitted to 
increasing temperatures within the 20-42 °C (green) (A) or 20-60 °C interval (purple) (B) and the ellipticity was 
recorded at 222 nm by CD. In both cases, samples were cooled down to the initial temperature and a second thermal 
heating (grey) or different activity assays were performed (C and D). (C) ATPase activity measurements at different 
DnaJA2 concentrations, in the presence of Apg2. Samples containing control DnaJA2 (red bars) were compared with 
those heated to 42 °C (green bars) or 60 °C (purple bars). (D) Refolding of aggregated luciferase was analysed at 
increasing DnaJA2 concentrations with Apg2. Control (red bars) and heated DnaJA2 to either 42 °C (green bars) or 60 
°C (purple bars) were measured. Chaperone concentrations were 2 µM Hsc70 and 0.4 µM Apg2. Results in (C-D) are 
means ± SD of three independent experiments. 


 


 


 


 


 







Chapter 4: DnaJA2 and DnaJB1 drive Hsc70 functionality 


 
85 


 


4.3.4. The IDRs of DnaJA2 and DnaJB1 contribute differently to the Hsc70-based system’s 


functionality. 


4.3.4.1. Stimulation of the ATPase activity of the Hsc70 chaperone. 


Hsp40s are capable of stimulating Hsp70s’ ATPase activity through their J-domain (Kampinga & 


Craig, 2010). We wanted first to analyse the effectiveness of the full-length cochaperones and 


their aforementioned variants on the activation of ATP hydrolysis by Hsc70, the constitutive 


form of Hsp70, by themselves and in the presence of Apg2, a member of the Hsp110 family that 


acts as a NEF (Figure 4.10). Apg2 accelerates the replacement of Hsc70-bound ADP to ATP after 


Hsp40-driven ATP hydrolysis stimulation so that another ATPase cycle can begin (Raviol, Sadlish, 


et al., 2006). 


Both full-length forms were capable of stimulating the hydrolysis rate of ATP, especially in the 


presence of Apg2, up to 5 µM. Higher DnaJB1 concentrations induced a second activation step 


that could indicate the presence of a lower-affinity process that DnaJA2 apparently lacks. The 


involvement of the G/F region in this low affinity interaction is suggested by the finding that it 


was hardly detected upon its deletion (Figure 4.10B). 


Both G/F deletion mutants, DnaJA2 ΔG/F and DnaJB1 ΔG/F, failed to be as effective as the full-


length proteins, in spite of having intact J-domains. This implies that the stimulation of Hsc70’s 


ATPase activity involves more than the sole interaction of the J-domain and that surrounding 


sequences, as the G/F domain, may be necessary to perform properly its function as found for 


E. coli DnaJ (Karzai & McMacken, 1996; Szabo et al., 1996) and previously suggested (Craig & 


Marszalek, 2017). Furthermore, the fact that the ATPase rate values decreased to a more extent 


in the case of the DnaJB1 ΔG/F deletion mutant could be related to the removed sequence being 


longer (71 residues in DnaJB1 ΔG/F) than that of DnaJA2 ΔG/F (22 residues). 


The analysis of the DnaJA2 mutant lacking the C-terminal end (Figure 4.10A), DnaJA2 Δ361-412, 


indicated that the truncation did not impair its ability to collaborate with Hsc70 alone or in the 


presence of Apg2. The ATPase rate values were similar to those of full-length DnaJA2, consistent 


with the fact that the C-terminal region is not implicated in the stimulation of the ATPase activity 


of Hsc70 (Langer et al., 1992).  
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Figure 4.10. Hsc70 ATPase activity stimulation by increasing concentrations of DnaJ cochaperones. (A) ATPase 
activity of samples containing Hsc70 (2 µM) and DnaJA2 (empty symbols) or its mutant forms DnaJA2 ΔG/F (black) 
and DnaJA2 Δ361-412 (grey) in the absence (circles) and presence of Apg2 (0.4 µM) (squares). (B) Stimulation of the 
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ATPase activity of 2 µM Hsc70 by DnaJB1 (empty symbols) and DnaJB1 ΔG/F (black) in the absence (circles) or 
presence (squares) of 0.4 µM Apg2. Values are means ± SD of at least 3 independent experiments. 


 


4.3.4.2. Cooperation with Hsc70 in the reactivation of unfolded and aggregated client proteins: 


the foldase and disaggregase activities. 


4.3.4.2.1. Foldase activity. 


When protein unfolding proceeds in the presence of a chaperone with holdase activity, the 


denatured client protein is bound by the chaperone, which keeps it in a (partially) unfolded 


conformation under harsh conditions and prevents its aggregation. Once the stress source 


disappears, the unstable substrate can be refolded to attain its functional conformation. 


Recovery of the activity of the chaperone-bound, denatured client protein requires the 


collaboration of Hsp40s, Hsp70s, and specific nucleotide exchange factors that favour 


productive folding (Hartl et al., 2011). Therefore, it is amenable to explore whether after the 


stress event and with the aid of the other protein components required for productive refolding, 


the different Hsp40s can cooperate with Hsc70 in substrate remodelling, i.e., foldase activity 


(Figure 4.11A). When unfolding occurs in the absence of a holdase, client proteins often 


aggregate in an attempt to hide hydrophobic patches from the solvent through intermolecular 


interactions.  


Luciferase can be denatured at 42 °C in the presence of different chaperones that could interact 


with the mentioned client molecules avoiding their aggregation. This holdase activity can be 


experimentally measured monitoring their effect on aggregate formation by light scattering 


(Figure 4.11B). As expected from previous studies, our data showed that both Hsc70 and Hsp110 


avoided luciferase aggregation (Finka et al., 2015), whereas the holdase activity of the Hsp40 


variants were different. DnaJA2 displayed a potent holdase activity that was clearly dependent 


on its C-terminal region and not on its G/F domain, and DnaJB1 was unable to protect the client 


protein from aggregation, in good agreement with data obtained with Tau (Figure 4.4). It should 


be noted that incubation of the different Hsp40 cochaperones at 42 °C for 40 min under these 


experimental conditions did not induce their aggregation or compromise their functionality 


(data not shown). 


Intriguingly, refolding of Hsc70- and Hsp110-bound, denatured luciferase was different for the 


distinct DnaJ proteins (Figure 4.11C). The efficiency of DnaJA2 was significantly lower than that 


of DnaJB1 and the deletion DnaJA2 Δ361-412 variant. In fact, the refolding values when DnaJA2 


was added to Hsc70- and Hsp110-bound denatured luciferase complexes were similar or slightly 


higher to those of controls in which denaturation proceeded in the absence of chaperones. In 


these control samples, luciferase was thermally denatured and aggregated and then different 


chaperone combinations were added to recover the aggregated substrate but in no case more 


than 6 % of the initially denatured substrate was reactivated. On the contrary, samples 


containing DnaJB1 and DnaJA2 Δ361-412 succeeded in refolding luciferase up to values around 


40-60 % in the presence of Apg2, which significantly improves the performance of these 


chaperone mixtures.  
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Figure 4.11. Protection against aggregation and refolding of luciferase denatured in the presence of different 
chaperones. (A) Schematic representation of the procedure followed in the experiments shown in panels (B-C). (B) 
Holdase activity of the different chaperones. Luciferase (0.125 µM) was denatured at 42 °C for 40 min in the presence 
of different Hsp40s, Hsc70 or Apg2, and substrate aggregation was followed measuring the light scattered by the 
samples at 400 nm. (C) Samples obtained in (B) were supplied with different chaperone combinations and the 
recovery of the unfolded substrate (0.1 µM) was measured after 120 min. In control samples, luciferase was 
denatured in the absence of chaperones and then either the binary (Hsc70 and Hsp40) or the ternary (Hsc70, Hsp40 
and Apg2) chaperone combinations were added to proceed with substrate refolding at 30 °C. Data are mean ± SD of 
n > 3 independent experiments. 
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Refolding data obtained when the protection was done with the different Hsp40 cochaperones 


are depicted in Figure 4.11C. While luciferase recovered completely its activity after being 


protected by DnaJA2, with a small dependence on Apg2, both DnaJB1 and DnaJA2 Δ361-412 


poorly prevented aggregation of denatured luciferase, and therefore substrate recovery 


percentages were similar to those obtained when the substrate was denatured in the absence 


of chaperones (control samples). These results indicate that whereas DnaJA2 displays a potent 


holdase activity, the member of class B is unable to protect denatured luciferase against 


aggregation under our experimental conditions. In addition, data show that deletion of the C-


terminal region of DnaJA2 abolishes its holdase activity, the behaviour of this mutant resembling 


that of DnaJB1. Therefore, the C-terminal region of the class A full-length protein appears to 


modulate in an opposite manner its holdase and foldase activities. Regarding DnaJA2 ΔG/F, 


contrary to the holdase activity that was indistinguishable from the full-length protein, it was 


unable to cooperate with Hsc70 in substrate refolding. These data will be further explained in 


the following section. 


It is also worth mentioning the significantly higher refolding efficiency of the complete 


chaperone system (Hsc70/Hsp40/Hsp110) when denaturation took place in the presence of 


DnaJA2 (approximately 100 %) as compared with Hsc70 (50%) or Apg2 (60%) (Figure 4.11C). This 


comparison suggests that the chaperone-bound conformation of unfolded luciferase might be 


different depending on which protein acts as the holdase, explaining why the remodelling 


efficiency by the same chaperone mixtures results in significantly distinct refolding yields.  


 


4.3.4.2.2. Disaggregase activity. 


Chaperone-mediated reactivation of protein aggregates proceeds in at least two steps: first, 


chaperones pull monomers out of the aggregate and second, they assist the subsequent 


refolding of client proteins into their native conformation (Hartl et al., 2011). The productive 


interaction of Hsc70 with aggregated substrates is brought about by DnaJ cochaperones, which 


concomitantly activate its ATPase activity. Addition of the NEF Apg2 further increases the ATP 


hydrolysis rate of Hsc70, which translates into a stronger reactivation capacity (Shorter, 2011).  


With the purpose of measuring the efficiency of the collaboration of class A DnaJA2, class B 


DnaJB1 and their deletion mutants with Hsc70 in aggregate reactivation, two extensively studied 


model substrates were used: luciferase (Figure 4.12) and glucose-6-phosphate dehydrogenase 


(G6PDH) (Figure 4.13). 
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Figure 4.12. Reactivation of luciferase aggregates at increasing concentrations of full-length DnaJs and the DnaJA2 
Δ361-412 variant. Reactivation experiments (20 nM luciferase) were performed with 2 µM Hsc70 in the absence (A-
C-E) or presence (B-D-F) of 0.4 µM Apg2. The efficiency of DnaJB1 (black) was significantly higher than that of DnaJA2 
(grey), regardless of the addition of Apg2. Deletion of the C-terminal region of DnaJA2, DnaJA2 Δ361-412 variant 
(empty circles), improved the reactivation ability of the cochaperone both in the absence and presence of Apg2. 
Different parameters of the reactivation experiments are presented: (A-B) Refolding percentages obtained after 2 h, 
(C-D) representative reactivation kinetics at 0.5 µM Hsp40 from which refolding rates (E-F) are calculated for every 
DnaJ concentration. Results are means ± SD of at least 3 independent experiments. 
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Figure 4.13. Reactivation of G6PDH aggregates by DnaJA2, DnaJB1 and their deletion mutants. Thermally 
aggregated (50 °C) G6PDH (0.4 µM) was reactivated by the binary (A-C-E) or ternary (B-D-F) chaperone mixture (2 µM 
Hsc70 and 0.4 µM Apg2 when added). In both cases, as shown above for luciferase, the most effective mixture was 
the one containing DnaJB1 (black) followed by the deletion mutant DnaJA2 Δ361-412 (empty circles) and DnaJA2 
(grey), which gave the lowest efficiency. (A-B) Refolding percentages after 2 h. (C-D) Representative reactivation 
kinetics at 1 µM Hsp40 from which refolding rates (E-F) were calculated for every DnaJ concentration. Inset in (F): 
Both G/F deletion mutants displayed significantly reduced (two-three times) reactivation activity in the presence of 
Apg2, as compared with their full-length forms. Values are means ± SD of at least 3 independent experiments. 
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Experiments with both substrates were complementary and brought up similar qualitative 


results, confirming that the differences observed between DnaJs were not substrate-dependent. 


In spite of this similarity, the refolding values were higher for luciferase for all the Hsp40s and 


concentrations tested. The reason behind this difference is difficult to analyse, as it may arise 


from distinct factors. Among others, the number of intermolecular interactions that the 


unfolded substrate molecules establish within the aggregate and have to be disrupted by the 


chaperones to extract unfolded molecules. Another aspect to consider is the number of binding 


sites accessible for the chaperones at the aggregate surface.  


DnaJB1-containing samples gave higher aggregate reactivation activities than those including 


DnaJA2, regardless of the addition of Apg2. The effect of the NEF was to augment the difference 


between these two chaperones. Consistent with these results, it has previously been described 


that DnaJB1 is more efficient than DnaJA2 solubilizing and remodelling luciferase aggregates 


(Nillegoda et al., 2015). Both with the binary (Hsc70 and Hsp40) and ternary (Hsc70, Hsp40 and 


Apg2) mixtures, DnaJ titration curves showed that high DnaJ concentrations resulted 


detrimental, indicating that an adequate concentration of all components is a determining factor 


for optimal aggregated substrate reactivation. Unbalancing one of the components, as it is seen 


when DnaJ concentration is increased, turns out to reduce twice the refolding efficiency in a 


concentration range that goes from 0.25 to 2 µM for the binary mixtures and from 1 to 3 µM in 


the case of the samples containing the NEF. The difference in the inhibitory concentration range 


between the two types of samples suggests that Apg2 competes with Hsp40 to bind Hsp70 and 


therefore relieves the inhibitory action of the cochaperone.  


The reactivation activity of the ΔG/F variants was negligible for luciferase aggregates (data not 


shown) and was severely inhibited for aggregates of G6PDH (Figure 4.13F inset). These results 


go in line with previous reports showing that the G/F domain is necessary for a competent 


substrate transfer from Hsp40 to Hsc70 (Wall et al., 1995; Yan & Craig, 1999) as well as with the 


data shown previously (Figure 4.11C) regarding the absent collaboration of the DnaJA2 ΔG/F 


mutant with Hsc70 ± Hsp110 to refold heat-denatured, chaperone-bound luciferase. 


Interestingly, deletion of the C-terminal region of DnaJA2 improved the otherwise poor ability 


of this cochaperone to reactivate aggregates of both client proteins (Figure 4.12 and Figure 


4.13).  


As found for the bacterial disaggregase machinery (Acebrón et al., 2008), association of the 


components of the human Hsc70 system is determined by the Hsp40-driven recruitment of 


Hsc70 to the aggregate surface. Hsp40s are key in the association of Hsc70 to the aggregates by 


coordinating the binding of the substrate and ATP hydrolysis (Cabrera et al., 2019). This process 


precedes the extraction of unfolded monomers from the aggregate for their subsequent 


refolding. A plausible explanation for the differences in the reactivation efficiency observed for 


the two Hsp40 members and the deletion variant of DnaJA2 is that they do not recruit equally 


Hsc70. To get more insights into this possibility, the recruitment of Hsc70 to G6PDH aggregates 


by DnaJA2 was analysed in the absence and presence of Apg2 and compared with that described 


for DnaJB1 (Figure 4.14) (Cabrera et al., 2019). To this aim, aggregated or native G6PDH was 


added to samples containing ATP and different combinations of chaperones, and after a 10-min 


incubation, they were centrifuged to obtain pellets that contained aggregate-bound proteins. 


Pellets were analysed by SDS-PAGE as shown in Figure 4.14 (panels A and B), and the bands 


corresponding to the different proteins quantified as described in section 3.5.7. (Figure 4.14C). 


Similarly to what was found for DnaJB1 (Cabrera et al., 2019), DnaJA2 recruited Hsc70 to 


aggregates and the value obtained was almost doubled in the presence of Apg2. In spite of 
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showing the same dependence on the two DnaJ proteins, the amount of Hsc70 recruited by 


DnaJA2, as compared with DnaJB1, was approximately two times lower. 
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Figure 4.14. DnaJB1 recruits Hsc70 to G6PDH aggregates more efficiently than DnaJA2. SDS-PAGE gels of (A) DnaJA2 


and (B) DnaJB1 (1 M) mediated Hsc70 (2 M) recruitment to G6PDH (0.4 µM) aggregates in the presence and 


absence of Apg2 (0.4 M). As controls, reference lanes (R) with 1 µg of each chaperone tested and native G6PDH 
were loaded. Molecular weight markers appear on the left (M). (C) Quantification of Hsc70 bands in panels (A-B) for 
different chaperone mixtures indicated as chaperone/G6PDH molar ratio (MR). Data correspond to mean ± SD of 
6<n<10 independent experiments (*P ≤ 0.05; ***P ≤ 0.001). 
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As Hsc70 association to the aggregate is driven by Hsp40, this finding could be explained if the 


class A cochaperone were less effective in binding and/or transferring Hsc70 to the aggregate 


surface. To find out which of these alternatives was occurring, we analysed aggregate binding 


of the different DnaJs in the presence of Hsc70 and Apg2. Data revealed that DnaJB1 binds to 


the aggregate two-fold better than DnaJA2, and that deletion of the C-terminal region of DnaJA2 


restored binding to levels of the class B cochaperone (Figure 4.15). Hsc70 recruitment to the 


aggregate surface followed the same trend for the full-length proteins, suggesting that the main 


reason for their distinct Hsc70 recruiting efficiencies relied on the first, limiting step of the 


association reaction, namely Hsp40 binding to the aggregate. (Figure 4.15). Even though DnaJA2 


Δ361-412 binds aggregates like DnaJB1, the amount of Hsc70 recruited by this protein variant 


was between those seen for the full-length proteins, suggesting that the C-terminal region of 


the class A cochaperone might also modulate the interaction of Hsc70 with aggregate-bound 


cochaperone.  
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Figure 4.15. Binding of Hsp40 to protein aggregates modulates Hsc70 recruiting. (A) Interaction of 2 µM Hsc70 with 
native or aggregated G6PDH (0.4 µM) in the presence of different DnaJs (1 µM) and Apg2 (0.4 µM). 1 µg of each 
protein was loaded as control (reference lanes) and molecular weight markers were also indicated (M). (B) 
Hsc70/G6PDH and Hsp40/G6PDH molar ratios estimated in the pellets obtained for each DnaJ samples. The 
estimation was carried out quantifying band intensities from panel (A). Data are shown as mean ± SD of n ≥ 5 
independent experiments (*P ≤ 0.05; **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001). 
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As mentioned before, the extraction of unfolded polypeptide chains or aggregate solubilisation, 


should depend on the amount of Hsc70 bound to the aggregate. Solubilisation can be 


experimentally monitored by SDS-PAGE as a time-dependent decrease in the aggregate band 


intensity (Figure 4.16). As a consequence of the chaperone-mediated extraction of protein 


molecules, the amount of aggregate that sediments decreases. The time evolution of the G6PDH 


aggregate band intensity (Figure 4.16 upper panels) showed that the solubilisation rate parallels 


reasonably well with the amount of Hsc70 recruited by the different Hsp40s (Figure 4.16 middle 


panels). Thus, the solubilisation efficiency varied in the following order for the different Hsp40s: 


DnaJB1 > DnaJA2 Δ361-412 > DnaJA2. As it has been described for DnaJB1 (Cabrera et al., 2019), 


refolding of the extracted unfolded polypeptides also correlates with aggregate solubilisation, 


and therefore under our experimental conditions solubilisation seems to be the rate-limiting 


step. It is worth mentioning that the percentages reached for solubilisation are higher than those 


of the recovered activity (Figure 4.16 lower panels). This finding might come from the failure of 


all extracted unfolded monomers to refold into the native, active structure, and from the use of 


different methods to analyse aggregate solubilisation and activity recovery. Nonetheless, it is 


clear that both the kinetics of solubilisation and reactivation highly resemble each other.  
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Figure 4.16. Effect of the Hsp40 component on the solubilisation and reactivation of G6PDH aggregates by the 
Hsc70 system. (A) Kinetics of Hsc70-based solubilisation in the presence of DnaJA2 (left), DnaJB1 (middle) and DnaJA2 


361-412 (right). Mixtures of aggregated protein and the different chaperone combinations were centrifuged and 


the corresponding pellets analysed by SDS-PAGE. Lane R contains 1 g of the proteins used in these assay. (B-C) 
Quantification of the (B) solubilisation and (C) reactivation of G6PDH aggregates as a function of time for the different 
Hsp40 samples. Solubilisation data was obtained from the G6PDH aggregate band intensity of gels shown in (A). 
Recovery of active protein was simultaneously characterised for the same samples by following the G6PDH activity of 
the supernatants. Samples contained 2 µM Hsc70, 1 µM Hsp40, 0.4 µM Apg2 and 0.4 µM G6PDH. Results are means 
± SD of at least 3 independent experiments. 
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4.3.5. The effect of the C-terminal region of DnaJA2 on the self-association and function of 


DnaJA2 depends on the structural context. 


Taken together, data presented so far suggest that the C-terminal end of DnaJA2 modulates its 


self-assembly, holdase activity and interaction with Hsc70. We next asked whether this protein 


region could also modulate the same properties of DnaJB1. With that purpose, we characterised 


a chimeric protein, named DnaJB1-JA2, which besides having the complete sequence of DnaJB1 


(except the last residue, Ile340) it was extended on its C-terminus with the last 56 residues of 


DnaJA2 (Figure 4.17). 


 


 


Figure 4.17. Schematic representation of the DnaJB1-JA2 variant design. The mutant DnaJB1-JA2 was designed by 
adding the last 56 residues of DnaJA2 to the C-terminus of DnaJB1. Boxes represent the different domains that 
compose both DnaJA2 (red) and DnaJB1 (green): the J-domain (JD), the glycine-phenylalanine-rich domain (G/F), the 
C-terminal domain (CTD) divided into two subdomains, the zinc-finger domain (ZFD), the dimerization domain (DD) 
and the intrinsically disordered C-terminal region (IDR-C). 


 


First, we analysed the oligomerization state under different experimental conditions and 


thermal stability of the chimera. (Figure 4.18). Data indicated that the C-terminal region of 


DnaJA2 did not trigger the formation of protein assemblies when fused to DnaJB1. DLS 


experiments indicated that, in contrast to DnaJA2, at low temperatures the chimeric protein did 


not form oligomeric assemblies, the volume-size distribution showing one population with a 


diameter of 10 nm (Figure 4.18A). Temperature increase up to 50 °C shifted DnaJB1-JA2 


population to higher particle sizes presumably due to intermolecular interactions between 


exposed hydrophobic patches of denatured protein monomers (Figure 4.18A). The chimeric 


variant was then submitted to a wider temperature range (10-90 °C) and the changes in the 


scattered light were recorded at 500 nm (Figure 4.18B upper panel). Temperature caused an 


increase in the measured signal, suggesting aggregation of the thermally denatured protein 


molecules, in agreement with DLS results. Furthermore, the corresponding curve did not show 


any decrease of the scattered light at temperatures below 50 °C, as seen for DnaJA2 (Figure 


4.7A). The unfolding curve of the chimera obtained by CD showed properties of DnaJB1, i.e., a 


similar ellipticity value below 50 °C, and of DnaJA2, i.e., the thermal transitions between 45-55 


°C and above 55°C but interestingly, it lacked the conformational rearrangement observed for 


DnaJA2 below 45 °C (Figure 4.18B lower panel). In agreement with DLS and light scattering data, 


the first transition observed in the 20-45°C range for DnaJA2, which was assigned to oligomer 


dissociation, was not detected for the fusion protein. 
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Figure 4.18. Thermal stability and functional characterization of the DnaJB1-JA2 variant. (A) DLS experiment 
performed with DnaJB1-JA2 at two different temperatures: 10 °C (solid line) and 50 °C (dashed line). (B upper panel) 
Light scattered by DnaJB1-JA2 measured at 500 nm as a function of temperature from 10 to 90°C. (B lower panel) 
Unfolding curve monitored at 222 nm by CD from 20 to 80 °C for DnaJB1-JA2 (cyan), and the controls DnaJA2 (grey) 
and DnaJB1 (black). The colour code extends to graphs (C-H). (C) ATPase activity of 2 µM Hs70 in the presence of 
increasing concentrations of DnaJB1 (black), DnaJA2 (grey) and DnaJB1-JA2 (cyan). (D). Ability of DnaJB1-JA2 to delay 
the aggregation of Tau K18 P301L (20 µM) in the presence of equimolar amounts of heparin as compared to the wild 
type cochaperones, DnaJB1 and DnaJA2, analysed by the increase of the scattering at 350 nm. (E) Molar ratios of 
G6PDH aggregate-bound Hsc70 and Hsp40 quantified from band intensities in SDS-PAGE gels (not shown) of the 
pellets obtained after ultracentrifugation. Data are shown as mean ± SD of n ≥ 3 independent experiments (*P ≤ 0.05; 
**P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001). (F-G) Refolding rates of luciferase (F) and G6PDH (G) aggregates at increasing 
concentrations of DnaJ in the presence of 2 µM Hsc70 and 0.4 µM Apg2. (H) Refolding of luciferase (0.1 µM) denatured 
at 42 °C in the presence of Hsc70 (2 µM) or Hsp110 (0.4 µM) by samples supplied with the rest of the chaperone 
components and DnaJB1 or the chimera DnaJB1-JA2 as Hsp40s (1 µM). (C-D-F-G-H) Values are means ± SD of at least 
three independent experiments. 


 


We next characterized the functional properties of this protein starting from its capacity to 


stimulate the ATPase activity of Hsc70. The addition of the C-terminal to DnaJB1 induced the 


appearance of a second activation process above 1 µM cochaperone, similar to that observed 


for DnaJA2 but not for DnaJB1, suggesting that the C-terminal region of DnaJA2 could be 


recognized as a substrate by Hsc70 regardless of the structural context in which is inserted 


(Figure 4.18C). This difference was no longer observed in the presence of Apg2 (data not shown). 


Afterwards, the holdase, foldase and disaggregase activities were analysed. Regarding the 


holdase activity, the chimera was able to prevent, albeit less efficiently than DnaJA2, Tau K18 


P301L aggregation (Figure 4.18D) and, however, as found for DnaJB1, it could not avoid 


aggregation of a larger substrate as luciferase (not shown). It associated to aggregates like 


DnaJA2 (Figure 4.18E), further indicating that the C-terminal domain regulates cochaperone-


aggregate interaction, and recruited Hsc70 to the aggregate in a similar manner to DnaJB1, albeit 


to a less extent (Figure 4.18E). This last finding, and data from DnaJA2 Δ361-412, suggest that 


Hsc70 interaction with aggregate-bound Hsp40 also depends on regions different from the C-


terminal such as the J-domain and adjacent domains. Hsc70 recruitment paralleled reasonably 


well its ability to resolve aggregates of luciferase and G6PDH below 1 µM DnaJ (Figure 4.18F-G). 


Above this concentration, the chimera was nearly as effective as DnaJB1 in reactivating 


luciferase aggregates and performed better with G6PDH aggregates. It also showed the same 


efficiency as DnaJB1 to assist refolding of Hsc70- or Hsp110-bound luciferase, i.e., foldase 


activity (Figure 4.18H). 


Taken together, these data indicate that the C-terminal region of DnaJA2 requires the proper 


structural context, e.g., other cochaperone domains, to exert most of its functional effects. The 


C-terminal region of DnaJA2 cannot confer to DnaJB1 the capacity to form oligomers that could 


protect unfolded large clients, as luciferase, from aggregation, although it could prevent to a 


limited extent intermolecular interactions of smaller substrates, such as Tau K18 P301L. In fact, 


its ability to reduce DnaJB1 binding to protein aggregates suggests that it also modulates the 


interaction of the cochaperones with aggregated substrates. Despite this effect, it is more 


efficient in recruiting Hsc70 to the aggregate than the other three cochaperone variants, an 


effect that might be due to the recognition of the added C-terminal region as a pseudosubstrate 


by the chaperone. 
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4.4. Discussion. 


The abundance of DnaJ proteins compared to Hsp70s, recently estimated as 47 and 13, 


respectively, has been considered an advantage for the multifunctionality of the Hsp70 system 


(Rosenzweig et al., 2019). Hsp70 proteins act as central hubs, their function being fine-tuned by 


the interaction with specific Hsp40s and nucleotide exchange factors. The distinct client binding 


specificity of Hsp40s will diversify the tasks in which Hsp70s are involved and direct the 


chaperones to specific functions (Kampinga et al., 2019). Driven by the interest on Hsp40s’ 


function and their role in the determination of the functional fate of Hsp70 proteins, a 


systematic characterization of the most abundant class A (DnaJA2) and class B (DnaJB1) 


(Hageman et al., 2011) Hsp40 proteins has been carried out. 


Throughout the present work, different assays have been employed to analyse the function of 


DnaJA2 and DnaJB1 individually and together with Hsc70, the constitutive member of the Hsp70 


family. In particular, we wanted to decipher the functional role of the characteristic, intrinsically 


disordered regions (IDRs) of these DnaJ proteins, including the G/F domain of both 


cochaperones and the distinctive C-terminal end of DnaJA2. 


DnaJ proteins are implicated in different processes, as they can prevent protein aggregation and 


assist Hsc70/Hsp70 in the folding of distinct protein substrates and in the reactivation of both 


amorphous and amyloidogenic aggregates (Mogk et al., 2018). Therefore, they display several 


activities that are related to the processes they are engaged in: holdase, foldase and 


disaggregase. The goal of this work is to analyse the role that the predicted IDRs of DnaJA2 and 


DnaJB1 have on these activities, as they are considered functionality-driving regions common in 


promiscuous proteins like chaperones (Bardwell & Jakob, 2012). These regions do not adopt a 


unique secondary structure but an ensemble of different conformations (Wallin, 2017), this 


feature giving them the capacity to have multiple binding partners. That is the reason why, the 


predicted IDRs of the studied DnaJs were deleted and the corresponding mutants analysed. As 


mentioned, one of the IDRs was the G/F domain, which is unstructured and present in both DnaJ 


proteins (Szyperski et al., 1994), and the other was the C-terminal end of DnaJA2, which in other 


members of the Hsp40 family have also been described as intrinsically disordered (Uversky, 


2011). In the designed C-terminal deletion mutant of DnaJA2, DnaJA2 Δ361-412, all the residues 


predicted as unstructured where deleted. Actually, the last 52 residues (Val 361 to Gln412) were 


eliminated so that the C-terminal extension that differentiates DnaJA2 from DnaJB1 was 


completely removed.  


We shall first analyse the effect of the IDRs of both J proteins on their holdase activity, which 


describes the ability of these cochaperones to interact with (partially) unfolded client proteins 


that are prone to aggregation, thus preventing their intermolecular interaction (Goloubinoff et 


al., 1989; Voth & Jakob, 2017). The scarce holdase activity of DnaJB1 has been previously 


reported (Deshayes et al., 2019; Gillis et al., 2013; Hageman et al., 2010). Unlike other members 


of the B class J-proteins such as DnaJB2, DnaJB6 and DnaJB8, DnaJB1 is not specialised in 


preventing the aggregation of amyloidogenic proteins. The C-terminal region of DnaJB2, DnaJB6 


and DnaJB8 confer the cochaperones the capacity to act as holdases while it has been proposed 


that the lack of this region impedes DnaJB1 to do so (Gillis et al., 2013; Hageman et al., 2010; 


Labbadia et al., 2012). This comparison highlights the importance of the cochaperone’s C-


terminal region in the regulation of its holdase activity. In the present work, we find that the C-


terminal region of DnaJA2 is responsible for its interaction with unfolded substrates, as removal 


of this region abolishes the strong holdase activity of the protein.  
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Results obtained from aggregation prevention experiments with Tau K18 and luciferase went in 


line with the stronger holdase capacity observed for DnaJA2, as compared to DnaJB1. DnaJB1 


was unable to increase the lag phase of Tau K18; on the contrary, DnaJA2 could delay 


aggregation of this substrate in a concentration-dependent manner. The different behaviour of 


the cochaperones may be related to the number of contacts each DnaJ can establish with the 


client protein. As seen by Mogk et al., (2018), DnaJA2 is a strong inhibitor of Tau aggregation 


and is able to interact with the MBRs-containing Tau K18 fragment, and in particular with both 


hexapeptide motifs, while DnaJB1 does not and hence is unable to protect it from aggregation. 


Our work further links DnaJA2 to Tau aggregation, as the cochaperone significantly increases the 


lag time of the aggregation reaction of a pathogenic version of Tau, Tau K18 P301L, that has a 


missense mutation linked to familial frontotemporal dementia that favours aggregation (Ingram 


& Spillantini, 2002). Data presented herein demonstrate that the differences in the holdase 


activity between DnaJB1 and DnaJA2 are also observed with a four-times larger client protein, 


namely luciferase. As seen for this substrate, DnaJA2 but not DnaJB1 was able to prevent its 


aggregation. 


The distinct substrate binding modes of class A and B Hsp40s might also be behind the different 


holdase activities of human DnaJB1 and DnaJA2 observed in this study. Whereas class B Hsp40s 


from yeast, Sis1, and human DnaJB1 use only one of the two available client binding domains 


(CBDs), the CBD1, to bind unfolded proteins, yeast type A Hsp40, Ydj1, employs both -barrel, 


substrate binding domains (CBD1 and CBD2) and the zinc-finger domain to complex clients (Jiang 


et al., 2019; Summers et al., 2009). Thus, type A Hsp40s, may feature more client binding sites 


(as many as six in the dimer) than type B Hsp40s (as few as two). This difference might explain 


the stronger holdase activity of human DnaJA2 as compared to DnaJB1, when their aggregation-


preventing ability of two different substrates, luciferase and Tau, is analysed. In addition, DnaJA2 


and DnaJB1 efficacies to act as holdases could also depend upon the nature of the interactions 


between the cochaperones and the substrates. As described, DnaJB1 may establish more 


transient interactions with client proteins compared to the tight binding of type A cochaperones 


(Cintron & Toft, 2006). 


We also show that the C-terminal domain regulates the interaction of DnaJA2 binding sites with 


the substrate protein, as its deletion hampers the holdase activity of the cochaperone. At the 


same time, removal of this DnaJA2 IDR prevents the formation of larger oligomeric assemblies 


without altering the capacity of the protein to form dimers, as demonstrated by cross-linking 


experiments. Intriguingly, addition of the C-terminal end of DnaJA2 to DnaJB1, represented in 


the DnaJB1-JA2 mutant, begins to unravel the implication that both the oligomeric state and the 


C-terminal end of DnaJA2 may have in the holdase activity. While similarly to DnaJB1 the mutant 


form is unable to protect thermally denatured luciferase against aggregation, it can prevent Tau 


K18 aggregation albeit to a lower extent than DnaJA2. Beyond the fact that they are different 


substrates, Tau K18 and luciferase differ in their molecular weight; being 13.8 kDa and 62 kDa, 


respectively. Considering that although dimeric, DnaJB1-JA2 is capable of delaying the 


aggregation of the former but not the latter, it could be hypothesised that whereas the C-


terminal end of DnaJA2 could confer the capacity of holding small client proteins, it is not 


sufficient in the DnaJB1 context to avoid aggregation of larger substrate proteins. These 


oligomers could provide the concerted action of several binding sites that might be required to 


bind specially large clients. It is of interest to mention that in a recent NMR structure of the yeast 


class A protein, Ydj1, this IDR establishes an intra-subunit interaction with the client binding 


domain CBD2, which could be released by competition with large substrate proteins (Jiang et 
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al., 2019). Although DnaJA2 was not characterized in the study, a similar interaction between 


different protein dimers could aid in oligomer formation. The fact that the association 


equilibrium of these oligomeric assemblies is sensitive to protein concentration, ionic strength 


and temperature, indicates that DnaJA2 oligomers are dynamic entities, as also found for DnaJB6 


(Söderberg et al., 2018). Oligomers seem to be stabilized by hydrophobic as well as polar 


interactions, as suggested by the effect of 1,6-hexanediol, a weak hydrophobic interaction 


disruptor (Kroschwald et al., 2017), and salt concentration on their dissociation. The DLS-derived 


size distribution of DnaJA2 shows peaks centred at around 22 and 50 nm at 60 M protein. The 


dimension of the dimer estimated from a model built using structures of DnaJA2 homologues 


(DnaJ from Thermus thermophilus (PDB ID: 4J80) and Ydj1 from yeast (PDB IDs: 1NLT and 1XAO)), 


of around 14 nm, is similar to the lowest experimental value obtained in solution, 15 nm. The 


difference could be explained considering that conformational fluctuations in solution could 


slightly enlarge the size of the dimer, and the limitations of the model taking into account the 


sequence extensions of DnaJA2 compared to its homologues. This size, 15 nm, also corresponds 


to that of the main population observed at low DnaJA2 concentrations (15 µM), suggesting that 


it could be attributed to the dimer whereas those with an average diameter of 22 and 50 nm 


would correspond to larger oligomers formed upon self-association. An accurate description of 


these oligomeric states awaits a further structural characterization. The relative proportion of 


the larger assemblies remains constant upon increasing the protein concentration from 60 to 


100 µM, suggesting that besides the dimer, the protein preferentially tends to adopt discrete 


oligomerization states. The presence of these DnaJA2 assemblies under the experimental 


conditions used in the functional studies is supported by crosslinking experiments performed at 


lower protein concentrations (2 M), which also suggest that deletion of the C-terminal domain 


abrogates oligomer formation. In contrast, class B, dimeric DnaJB1, shows as expected from its 


7 kDa lower molecular mass, a smaller size by DLS, around 8 nm, compatible with the dimensions 


estimated from a recent NMR structure (Jiang et al., 2019). 


Similar polydisperse, oligomeric structures have been described for other Hsp40s, such as 


DnaJB6 and DnaJB8 that were identified as the two most potent suppressors of aggregation and 


related toxicity of expanded polyglutamine (polyQ) proteins (Gillis et al., 2013; Månsson et al., 


2014). This holdase activity was related to the C-terminal, serine-rich region of these proteins 


that is absent in DnaJB1 (Gillis et al., 2013), as its deletion severely affects their ability to reduce 


polyQ peptide aggregation and to form polydisperse, oligomeric complexes (Hageman et al., 


2010; Kakkar et al., 2016). Analogously, we find that deletion of the C-terminal region of DnaJA2, 


which is also enriched in serine residues, prevents oligomer formation and completely inhibits 


its holdase activity. The protein regions involved in the formation of oligomeric assemblies in 


prokaryotic (Celaya et al., 2016) and eukaryotic DnaJs (Chen et al., 2017; Karamanos et al., 2019; 


Söderberg et al., 2018) are flexible from a conformational viewpoint, as is predicted for the C-


terminal end of DnaJA2. Due to their competence to get involved in multivalent interactions, 


these regions could also mediate formation of oligomeric assemblies. Moreover, sHsps are also 


a suitable example of how IDRs drive protein self-associations. These molecular chaperones 


possess a short intrinsically disordered C-terminal and a long N-terminal domain, which is also 


an IDR that are responsible for the multivalent interactions they establish (Fu et al., 2013; Jaya 


et al., 2009). The N-terminal regions interact with each other and mediate the formation of large 


oligomers with molecular mass ranging from 13 to 43 kDa (Sudnitsyna et al., 2012), the dynamics 


of the oligomeric state being a fine-tuned property necessary for function (Giese & Vierling, 


2002). A recent study of HspB1 suggested that its N-terminal, disordered domain can adopt at 


least two different conformations: one interacting with its central alpha-crystalline domain that 
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displays a low holdase activity, and a second one in which this interaction is disrupted and the 


N-terminal domain is released resulting in an activation of the holdase function (Baughman et 


al., 2020). It is worth noting that the interaction that regulates the accessibility of the N-terminal 


domain can be established both intra and intermolecularly, as it could also happen with DnaJA2 


(Clouser et al., 2019). This whole description of the holdase activity of DnaJB6, DnaJB8 and sHsps 


could very much resemble the specific function that DnaJA2 oligomers may have. 


There are still questions that remain unanswered and should be explored. Such aspects would 


be the location of the C-terminal region of DnaJA2 within the oligomer, the interactions that this 


region establishes with other protein domains that could regulate its holdase and foldase – 


collaboration with Hsc70- activities, and the implication of its oligomerization-state in the 


holdase function. In spite of the need to address specifically the biological relevance of these 


oligomers in each case, common features of these assemblies could lead to specific advantages: 


i) an increase in the protein local concentration, ii) enhanced number of client protein binding 


sites within a larger interaction surface, and iii) higher avidity for client proteins (Chen et al., 


2017; Uversky, 2017).  


In contrast to the C-terminal region, the G/F domain of DnaJA2 is not involved in the regulation 


of its holdase activity. This activity and the protein´s ability to associate into large oligomers are 


similar for DnaJA2 ΔG/F and the full-length protein, thus indicating that both properties are 


tightly linked to the C-terminal domain. The G/F domain of bacterial DnaJ has been pointed out 


as necessary for the binding of native and partially (un)folded peptides (Perales-Calvo et al., 


2010). In the case of the human A class protein DnaJA2, the contribution of the mentioned 


region appears not to be critical to prevent Tau K18 and luciferase aggregation, the protein 


relying to a great extent on the C-terminal domain to do so. However, refolding of 


unfolded/aggregated substrates showed otherwise (see below). These data indicate that the 


G/F domain of this DnaJ protein is not necessary for binding these (partially) unfolded substrates 


but rather implicated in mediating a productive collaboration with Hsc70. 


DnaJ proteins also collaborate with the foldase Hsc70 to recover unfolded substrate proteins. 


Unlike the holdase activity discussed above, productive regulation of the foldase function 


requires a proper interaction between DnaJ proteins and Hsc70 (Hipp et al., 2019). The refolding 


of unfolded luciferase is a suitable assay to measure at the same time these characteristic 


chaperone functions. It is worth mentioning here that the foldase activity that will be discussed 


below is different from the disaggregase activity, as the former refers to the folding of unfolded 


clients that are not aggregated. The presence of chaperones during substrate unfolding can 


prevent its aggregation, keeping the unfolded substrate molecules bound to the chaperones in 


a non-aggregated state. Recovery of chaperone-protected or aggregated, thermally unfolded 


luciferase (42°C, 40 min) can be differentiated as the refolding yield of the aggregated substrate 


is negligible, < 6 %. As expected, luciferase was protected from aggregation by either Hsc70 


(Mayer & Bukau, 2005; Mogk et al., 1999) or Apg2 (Oh et al., 1997, Oh et al., 1999). Assistance 


of Hsc70-protected luciferase refolding by DnaJA2 Δ361-412 and DnaJB1 was 2-3 fold higher, 


respectively, compared to full-length DnaJA2 when done in the presence of Apg2. In the absence 


of the Hsp110 member, none of the DnaJ proteins significantly assisted Hsc70 in luciferase 


refolding. The fact that DnaJA2 Δ361-412 collaborates with Hsc70 better than wild type DnaJA2 


indicates that the C-terminal region not only modulates the holdase activity but also the 


interaction of the cochaperone with Hsc70. 
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The picture was considerably different when luciferase denaturation was performed in the 


presence of the different DnaJs. While recovery of DnaJA2-protected luciferase by Hsc70 alone 


or in the presence of Apg2 was above 80 %, the fraction of active luciferase hardly increased (< 


15 %) in the presence of DnaJB1 or DnaJA2 Δ361-412, regardless of the addition of Apg2. This 


result is compatible with the observed aggregation of thermally unfolded luciferase as a 


consequence of the poor holdase activity of DnaJB1 or DnaJA2 Δ361-412. The comparison of the 


foldase and holdase activities of full-length DnaJA2 and DnaJA2 Δ361-412 indicates that the C-


terminal region of DnaJA2 oppositely modulates both functions, impairing the former and 


enhancing the latter. It is also interesting to compare the refolding of unfolded luciferase 


protected by Hsc70/Apg2 or DnaJA2. Despite being the three chaperones considered good 


holdases, when denaturation was carried out in the presence of DnaJA2 the amount of 


recovered substrate was 12- and 6-fold higher compared to Hsc70-protected luciferase in the 


absence and presence of Apg2, respectively and 12 fold higher as compared to the Apg2-


protected substrate. This indicates that besides preventing aggregation, DnaJA2 holds the 


substrate in a conformation that is easily refolded by Hsc70 and therefore ensures an efficient 


recovery of the client protein. 


Regarding the G/F domain, deletion of the IDR in both Hsp40s has a similar effect on the 


stimulation of the ATPase activity of Hsc70, as both variants, and specially the DnaJB1 deletion 


mutant, show a diminished ability to activate the chaperone. Functional studies of the G/F 


truncated mutants clearly support previous data obtained from bacterial and yeast DnaJ 


proteins that brought up the implication of this region in both the stimulation of the ATPase 


activity of Hsc70 and the ability to cooperate with the chaperone in substrate remodelling (Wall 


et al., 1995; Yan & Craig, 1999). Mutations in the G/F domain of DnaJB1 result in a loss of yeast 


viability, most likely due to its inability to handle essential substrates with Hsp70 (Stein et al., 


2014). In particular, the DnaJA2 ΔG/F variant avoids aggregation of luciferase but its capacity to 


cooperate with Hsc70 in substrate refolding (foldase activity) is severely reduced, being in the 


best case 2-3 times worse than the full length form as shown in Figure 4.11, thus suggesting an 


impaired interaction with the chaperone. 


The effect of the IDRs of DnaJB1 and DnaJA2 on the disaggregase activity of the Hsc70 system 


has also been analysed. As previously mentioned, the association state of the substrate aids to 


distinguish the disaggregase and foldase activities. The disaggregase activity requires the 


chaperone-mediated disruption of non-native interactions that stabilize the aggregate during 


the extraction step, prior to the refolding of the unfolded molecules. Aggregate reactivation is a 


sequential process in which bacterial DnaJ (Acebrón et al., 2008) and human DnaJB1 (Cabrera et 


al., 2019) bind first to the aggregate surface and recruit Hsc70, which is further promoted in the 


presence of the nucleotide exchange factor Apg2. The same Hsp40-dependent association of 


Hsc70 to the aggregate is observed herein for DnaJA2, suggesting that Hsc70 interaction with 


aggregated substrates is similarly driven by different Hsp40s. If Hsc70 binding to the aggregate 


does not occur, there is no aggregate solubilisation, and therefore Hsp40-mediated association 


of Hsc70 is the limiting step in aggregate remodelling.  


Our results indicate that in contrast to what it is observed for unfolded protein monomers, 


DnaJB1 binds two-fold better than DnaJA2 to the aggregate surface, which in turn results in a 


similar improvement in the recruitment of Hsc70 and the disaggregase activity. This finding 


points to the ability of the cochaperones to distinguish the aggregation state of the substrate, 


DnaJB1 interacting better with aggregates and DnaJA2 with unfolded, non-aggregated client 


proteins. This interpretation agrees with the observed preference of DnaJA2 to resolve small 
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protein aggregates, while it barely remodels large ones, in contrast to DnaJB1 (Nillegoda et al., 


2015). As expected, removal of the C-terminal region of DnaJA2 reverts the ability of the protein 


to bind to the aggregate surface, with the concomitant enhancement in Hsc70 recruitment and 


aggregate reactivation. As expected, the C-terminal region in the structural context of DnaJB1 


reduces cochaperone binding to protein aggregates, although the chimeric variant recruits 


Hsc70 to the aggregate surface better than DnaJA2. This indicates that most of the effects that 


can be attributed to the C-terminal region of DnaJA2 depend on the structural context: when 


attached to DnaJB1, other domains different from this one also contribute to self-association 


and to the holdase, foldase and disaggregase activities. 


The different requirements for cochaperone binding to unfolded or aggregated substrates might 


help to understand the unequal intrinsic holdase, and Hsc70-based foldase or disaggregase 


functions of class A and class B cochaperones. Aggregation prevention of unfolded monomers 


needs shielding of hydrophobic amino acid patches spread along the substrate sequence. 


Therefore, collaboration between different client binding sites of several cochaperone 


molecules that could be organized in oligomeric assemblies would be an advantage when 


avoiding aggregation of large client proteins. Cochaperone association with aggregates, in 


contrast, could be achieved through the interaction with discrete and accessible binding sites 


that protrude from the stable aggregate structure. Thus, oligomers of DnaJA2 would perform 


better preventing aggregation through the collaborative action of nearby client binding sites, 


whereas DnaJB1 and DnaJA2 Δ361-412 dimers could better interact with discrete binding sites 


at the aggregate surface, and transfer them to Hsc70.  


The findings described in this work can be summarized as follows (Figure 4.19). The dimeric form 


of DnaJA2, opposed to DnaJB1, can self-associate into higher order oligomeric states, adding the 


cochaperone to the list of Hsp40 proteins that undergo self-association, and display a robust 


holdase activity. This ability depends on the C-terminal, intrinsically disordered region, which 


also controls DnaJA2’s holdase, foldase and disaggregase activities. Its presence confers the 


cochaperone the ability to hold unfolded protein monomers in a conformation competent for 


further processing by Hsc70 whereas it impairs aggregate binding and productive interaction 


with Hsc70. Therefore, the Hsp40s analysed in this study might have evolved to resolve different 


steps of the protein aggregation reaction. DnaJA2 is remarkably efficient avoiding the first step 


of this reaction, as it prevents intermolecular interactions between unfolded monomers, a 


capacity that might be related to the formation of oligomeric assemblies. DnaJB1, in contrast, 


cannot avoid this step but performs better than DnaJA2 in the refolding of substrates bound to 


Hsc70 or Apg2 and in the recruitment of the chaperone to the aggregate surface, that ensures 


disaggregation and reactivation. 
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Figure 4.19. Overview of the interactions of class A DnaJA2 and class B DnaJB1 with denatured and aggregated 


substrates. Intrinsic (mutations, post-translational modifications…) or extrinsic (heat, oxidative, acid stress…) may 


promote the loss of the native conformation of a certain protein to a (partially) unfolded state. DnaJA2 oligomers, 


formed by C-terminal-driven intermolecular interactions, are able to protect such states from aggregation (holdase 


activity) keeping the substrate in a conformation that Hsc70-ATP can efficiently process to restore the native-state of 


the substrate (foldase activity). In contrast, DnaJB1 fails to prevent substrate aggregation although it binds to and 


recruits Hsc70 to the aggregate surface two-fold better than DnaJA2. This might be due to DnaJB1 being dimeric, as 


it may interact better with discrete binding sites projected from the aggregate surface, which is ultimately translated 


into a more efficient aggregate reactivation (disaggregase activity). 
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CHAPTER 5. INHIBITION OF THE HUMAN DISAGGREGASE SYSTEM BY SMALL LIGANDS AS A 


POTENTIAL ANTICANCER APPROACH 


5.1. Introduction. 


The medical need for novel options in disease treatment is undeniable, and efforts to discover 


and develop new drugs for the treatment of neurodegenerative disorders and cancer should be 


intensified. Modern drug discovery and development, however, is a lengthy and arduous 


process that inevitably struggles to deliver new therapies in a timely manner. This situation is 


due to the long intervals and high costs associated with research and development of new drugs 


that most often culminate in high failure rates due to safety and toxicity issues (Hughes & Karlén, 


2014), among many other sources of attrition (Waring et al., 2015). Thus, strategies to improve 


the efficiency of drug development are urgently needed to enable effective drugs to enter the 


clinic. One strategy for the identification of novel compounds active against these diseases is 


that of drug repurposing, repositioning or redirecting, which are terms that describe the process 


of generating novel clinical opportunities for known approved drugs, either through new 


indications or new commercial opportunities for already marketed drugs (Langedijk et al., 2015). 


Data from both pre-clinical and clinical trials have clearly demonstrated antitumor efficacy of 


well-known and well-characterized compounds within a wide range of drug classes beyond 


anticancer compounds. Although some of them induce cancer cell death or suppress various 


aspects of cancer cell behaviour in established tumours, others may significantly prevent cancer 


recurrence and progression (Sleire et al., 2017). In general, the promise of drug repurposing 


comes from two very different principles. The first is that many drugs have cryptic biological 


activities (Paolini et al., 2006), a phenomenon that is made evident by their many side effects; 


the second is that different diseases often share common molecular pathways (Glicksberg et al., 


2015). The latter notion has been frequently leveraged in anticancer therapy, where drug 


repurposing has been validated with the successful application of a number of originally non-


cancer drugs for disease treatment (Moroney et al., 2012; Moroney et al., 2011). 


Drug repurposing primarily allows for an accelerated drug development process as compared to 


the typical route for de novo drug development (Figure 5.1) (Chong & Sullivan Jr., 2007). As the 


repurposed drugs have been in clinical use, key advantages are related to their known 


mechanism of biological action, as well as identified molecular targets and pharmacological 


properties, such as pharmacokinetics, pharmacodynamics, posology (the appropriate doses of 


drugs) and toxicity (Verbaanderd et al., 2017). Of note is that many of the repurposable drug 


candidates may be taken orally with good tolerance, and are generic medicines, which 


guarantees lower price when compared to that of the newly patented ones (Verbaanderd et al., 


2017). Thus, the lead candidate can typically forgo extensive Phase I studies for safety and enter 


clinical trials at Phase IIa, where safety is evaluated with considerably less cost (Hernandez et 


al., 2017). Nevertheless, the use of repurposed drugs for a new therapeutic indication may be 


accompanied by some novel side effects that have not been previously identified and described, 


and thus they still require precise validation in new clinical trials. Reviews in the field indicate 


that at least 46 approved drugs have already been repurposed for new therapeutic uses (Farha 


& Brown, 2019). 
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Figure 5.1. Comparison of de novo drug discovery and drug repurposing processes. (A) The traditional de novo drug 
discovery is an arduous process that takes in average between 10-17 years to get to market (Farha & Brown, 2019). 
(B) Drug repurposing offers an opportunity to bypass several steps of drug discovery because candidates are already 
used drugs, are characterized or have been chemically developed. Thus, repurposing processes usually reduce time 
and risks. ADMET, administration, distribution, metabolism, excretion and toxicity; FDA, Food and Drug 
Administration; EMEA, European Medicines Agency; MHRA, Medicines and Healthcare Products Regulatory Agency. 


 


While repurposing involves lower risks and costs compared to de novo development of novel 


agents, it also has several limitations. First, the process is only feasible if effective concentrations 


for the new usage are in a similar range as those of the original drug (Oprea & Overington, 2015). 


Dosing and, in turn, potential toxicity of a drug are arguably the most complex and unpredictable 


areas to overcome in drug repurposing efforts. Similarly, limitations in the pharmacokinetic 


profiles of existing drugs, which were optimized for their original target, can also hamper 


repurposing efforts where a new target is sought. Half-life requirements, tissue distribution and 


plasma protein binding, for example, may be unsuitable for the new purpose (Oprea & 


Overington, 2015). Some strategies to circumvent the limitations of insufficient drug 


concentrations in human plasma could include combinatorial therapies. Further, in the case that 


higher doses are required and adverse effects may take place, combinations may have an 


advantage due to the dose-sparing impact of synergy (Sun et al., 2016). 


In recent years, advancements in screening techniques and ready access to appropriate libraries 


have positioned researchers for success when it comes to drug repurposing, which relies on 


testing compounds that have either been approved for clinical use or for which clinical data is 


available. Reaching to such chemical libraries is easier nowadays and researchers are able to 


work with a range of assets available off the shelf from commercial vendors and pharma 


partners, or through libraries compiled by an increasing number of institutions. Compound 


library vendors such as MicroSource LLC, Prestwick Chemical Inc. and Sigma-Aldrich Corp. offer 


collections of already approved drugs that have especially high potential for drug repurposing. 


These libraries contain drugs approved by regulatory agencies such as the FDA, the European 


Medicines Agency (EMA) and the Medicines and Healthcare Products Regulatory Agency 


(MHRA), among others, for new indications. 


The aim of this part of the Thesis was to take advantage of drug repurposing to look for potential 


drugs for cancer treatment following the strategy of using Hsps as anti-cancer therapeutic 
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targets (Yun et al., 2019). Cancer cells have an elevated amount of mutant proteins, rapid cell 


proliferation and grow in harsh conditions, directly affecting protein homeostasis (Calderwood 


& Gong, 2016). The proteostasis unbalances derived from such stresses upraise the cell-


dependence on Hsps, which in turn are overexpressed in many cancers and respond to the 


increased metabolic needs of transformed cells (Yun et al., 2019). Thus, Hsps aid in the acquired 


cellular intrinsic and extrinsic properties that confer malignancy being key players in promoting 


proliferation, evasion of apoptosis, invasion and tumour immunity, among others (Lang et al., 


2019). As other Hsp families, Hsp110 and Hsp70 have been related to poor prognosis and 


malignancy in different types of cancer. Hsp110 overexpression has been linked to the inhibition 


of apoptosis of transformed cells (Hatayama et al., 2001; Hosaka et al., 2006; Yamagishi et al., 


2006) and it is an indicator of malignancy in several cancers (Duval et al., 2011; Kim et al., 2014; 


Kimura et al., 2016). Similarly, Hsp70 expression is closely related to tumour initiation, 


progression and survival in a variety of cancer types (Murphy, 2013; Wu et al., 2017). Moreover, 


Hsp70 and Hsp110 are integrated in the chaperome network termed “epichaperome”, a protein 


network that bridges the chaperome to different cellular pathways, and is vital for tumour 


survival (Rodina et al., 2016). 


The work presented here specifically looks for small molecules that could act as modulators of 


the Hsp110, Apg2. Although this chaperone shares the modular structure with Hsp70, e.g., an 


N-terminal, highly conserved nucleotide binding domain (NBD) connected through a conserved 


linker to the more divergent substrate binding domain (SBD), it has two unique backbone 


elongations in the SBD: an acidic subdomain inserted in the β subdomain and a C-terminal 


extension at the α subdomain (Easton et al., 2000). Despite the fact that Apg2 has been less 


studied than Hsc70, it has been assigned with several activities: functions as a nucleotide 


exchange factor (NEF) for Hsp70, prevents protein aggregation due to its holdase activity, and 


assists Hsp70 in protein folding, among others (Mattoo et al., 2013). Moreover, it has been 


described to interact with protein partners such as SOD-1 and CFTR, which are closely related 


with human disorders (Saxena et al., 2012; Song et al., 2013), besides its implication in the 


development and bad prognosis of an increasing number of different cancers as previously 


mentioned. Taken together Apg2 was considered an appealing target to be modulated by small 


molecules. 


Our results show that Apg2 binders included in the Prestwick Chemical Library® target structural 


regions of the protein shared with Hsc70, as they also inhibit this chaperone. Among the 6 


molecules that hamper the substrate remodelling activity of the Hsc70 system, one (PB) also 


selectively induces cell-death in melanoma cancer cells, having no effect on control cell lines. 
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5.2. Objectives. 


Dysregulation of chaperone expression levels that cause either deficiency or overexpression of 


these proteins is related to disorders like neurodegenerative diseases or cancer, respectively. 


Consequently, the activation or inhibition of chaperones may be a suitable strategy to overcome 


such conditions.  


Accordingly, the specific aims of this work are as follows: 


1. Discovery of Apg2 ligands by a high throughput screening with the Prestwick Chemical 


Library®. 


 


2. To analyse the effect of the selected hits in the human disaggregase system’s 


functionality. 


 


3. To study the cytotoxic effect of the selected hits with melanoma cancer cell lines. 
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5.3. Results. 


5.3.1. High-throughput screening (HTS) and validation of modulators of Apg2. 


The search for potential Apg2 modulators was carried out by differential scanning fluorimetry 


(DSF). This technique has been used to identify protein binders as it is based on the shift in 


midpoint denaturation temperature (Tm) that the protein of interest undergoes upon binding a 


ligand (Niesen et al., 2007). Potential binders in this study were molecules included in the 


Prestwick Chemical Library®, which is composed of 1.280, 100 %-approved drugs (FDA, EMEA 


and other agencies) selected for their high chemical and pharmacological diversity, and for the 


prospective of finding drugs that can be repurposed (Pushpakom et al., 2018). 


Since all the compounds from the library are dissolved in DMSO, first it was necessary to address 


whether this solvent would modify the Tm of Apg2. With that purpose, the thermal stability of 


the protein was studied by DSF between 30 and 90 °C with a final concentration of 4 % DMSO 


(Figure 5.2). The fluorescent label used was Sypro Orange which is an indicator of protein 


unfolding, as it interacts with hydrophobic patches that the protein exposes during thermal 


denaturation (Niesen et al., 2007). Data obtained from the DSF experiment (Figure 5.2A) showed 


an initial low fluorescence value (normalized to zero) that increased within a temperature 


interval, reaching a maximum fluorescence signal (normalized to 1) upon protein unfolding. At 


post-denaturation temperatures, the fluorescence signal decreased probably due to 


aggregation of the unfolded protein. 


The maximum from the first derivative of the temperature profile gave different Tm values of 


52.38 ± 0.03 °C and 51.76 ± 0.25 °C, in the absence and presence of 4% DMSO, respectively 


(Figure 5.2B). Thus, the addition of the solvent induced a very small destabilizing effect in the 


protein (ΔT= 0.62 °C). The Tm value obtained in the absence of DMSO was consistent with 


previously published work that registered similar midpoint temperatures by circular dichroism 


for Apg2 (Cabrera et al., 2019; Raviol, Bukau, et al., 2006). 
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Figure 5.2. Thermal stability of Apg2 measured by DSF. (A) Fluorescence intensity of Sypro Orange upon heating 
Apg2 (0.1 mg/ml) within the 30-90 °C temperature interval in the absence (black line) or presence (grey line) of 4 % 
DMSO. (B) First derivative of the temperature profiles in (A). The Tm is defined as the maximum of the first derivative 
of the denaturation curve and it was determined as 52.38 ± 0.03 °C without and 51.76 ± 0.25 °C with 4 % DMSO. 
Data was normalized for the sake of comparison, initial fluorescence signal was given the value of 0 and maximum 
fluorescence was given the value of 1. All the DSF assays were performed at 0.1 mg/ml protein. 
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The aim of the HTS was to identify Apg2 binders that could modify the stability of the protein. 


For each molecule, the ΔTm was calculated subtracting the Tm obtained in the presence of a 


certain compound to the reference Tm, estimated in the absence of compound, so that the ΔTm 


values would be negative for destabilizers and positive for stabilizers.  


After the analysis of the DSF curves obtained for every compound of the library, those inducing 


the largest up- or down-shifts in ΔTm were selected for further analysis. Figure 5.3 shows 


representative curves for both stabilizers and destabilizers. The ΔTm values were larger (between 


13.6 and 1.2 °C) for the destabilizers (11 compounds) than for the stabilizers (the largest ΔTm 


was 1.1 °C) (see section 3.7.2.1. for hit selection criteria). 


Besides the small thermal shifts of the stabilizers, all of them were selected together with the 


destabilizers to continue with the functional analysis, as the magnitude of the Tm shifts does not 


necessarily reflect binding affinities or the functional consequences of the interaction. (Lo et al., 


2004; Niesen et al., 2007; Wan et al., 2009; Xiong et al., 2018). 


To validate the data obtained from the screening, the concentration dependence - using eight 


different concentrations ranging from 3.125 to 400 µM - of the thermal shift was analysed for 


each compound. A concentration-dependent ΔTm change would corroborate that compounds 


are real binders of Apg2 and yield an estimation of the relative affinity of the compounds for 


Apg2 (Matulis et al., 2005). None of the stabilizers showed a significant concentration 


dependent effect in the validation, indicating that the results obtained for these compounds 


were most probably false positives. In the case of the destabilizers however, six out of eleven 


displayed a concentration-dependent destabilization (Figure 5.4). They affected differently the 


stability of Apg2, with ΔTm values ranging from -1.2 °C to -13.6 °C at 400 µM. These compounds 


were selected to test their effect on the chaperone functionality. The name and structure of 


these compounds are shown in Table 5.1 and Figure 5.5, respectively. 


 


 


 


 


 


 


(See figure on next page) 


Figure 5.3. Representative thermal denaturation curves of stabilizing and destabilizing ligands obtained by DSF. (A, 
B, E, F) Original profile and (C, D, G, H) first derivative of two stabilizing compounds (ΔTm= 1.1 °C and 1 °C, from left 
to right) and two destabilizing compounds (ΔTm= -3.7 °C and -13.6 °C, from left to right). Curves obtained in the 
absence (reference; black line) and presence of 400 µM of the corresponding compound (grey line). Data were 
normalized for the sake of comparison as described in Figure 5.2. 
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Figure 5.4. Effect of increasing ligand concentration on the thermal stability of Apg2. (A-F) Among the 11 
destabilizers selected, compounds 1-6 induced a concentration-dependent shift of the thermal stability of Apg2 in 
the concentration range 3.125-400 µM. The name, chemical structure and molecular weight of these compounds are 
shown in Table 5.1 and Figure 5.5. 
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Table 5.1. Name, molecular weight and therapeutic effect of the selected compounds. 


 
1: Silvestri & McEnery-Stonelake, 2013. 2: Christen, 1990. 3: Lee et al., 2008. 4: Yu & Su, 2013. 5: Schlagenhauf et al., 2010. 6: Cohen-


Lehman et al., 2011. 


 


 


 


Figure 5.5. Chemical structure of the compounds validated as Apg2 binders. Names are shown in Table 5.1. 
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5.3.2. Apg2 binders also interact with Hsc70. 


As aforementioned, Apg2 harbours two regions that distinguish it from Hsc70, namely an acidic 


subdomain of 65 residues inserted in the β subdomain of the SBD, and an extension of 141 amino 


acids at the C-terminus. Both regions are predicted to fold mainly into an intrinsically disordered 


structure (Liu & Hendrickson, 2007; Polier et al., 2008) (Figure 5.6).  


 


Figure 5.6. Apg2 has two intrinsically disordered backbone elongations compared to Hsc70. (A) Schematic 
representation of Hsc70 and Apg2. Both proteins have the same domain distribution: an amino terminal nucleotide 
binding domain (NBD) and a substrate binging domain split into β (SBDβ) and α (SBDα) subdomains. Apg2 has two 
extensions in the SBD compared to Hsc70: an acidic subdomain inserted in the SBDβ (green) and an extended C-
terminal end (purple). (B) Apg2 intrinsically disordered region prediction by MobiDB. Residues are given a value 
between 0 and 1 as a prediction of disorder. The acidic subdomain and the C-terminal end are coloured in green and 
purple, respectively, and correspond to the residues eliminated in each deletion mutant, Apg2 ΔAS and Apg2 ΔC. Both 
regions are predicted to be disordered. 


 


To find out whether some of the selected compounds target these IDRs, their interaction with 


two variants of Apg2 that lack one of these characteristic regions of Apg2, namely Apg2 ΔAS and 


Apg2 ΔC, was studied by DSF (Figure 5.7). The results showed that although the thermal shifts 


observed for these deletion mutants were in some cases different, they displayed a similar 


concentration dependence as the full-length protein, suggesting that these compounds did not 


target specifically the acidic subdomain and the C-terminal extension of Apg2. It thus appear 


that the compounds interacted with protein regions that might well be shared by Hsc70. If this 


were the case, they could also bind to Hsc70, an interaction that can also be explored by DSF. In 


contrast to Apg2, Hsc70 undergoes a functional cycle driven by ATP hydrolysis at the NBD, which 


involves the allosteric rearrangement of its two domains (English et al., 2017; Mayer & Bukau, 


2005). Therefore, the effect of the selected compounds on the thermal stability of Hsc70 was 


analysed in the presence of saturating nucleotide concentrations (ADP- and ATP-states) and in 


the absence of nucleotide (apo-form). Data showed that the six compounds induced a significant 


destabilization of Hsc70, especially of its apo-form, in a concentration dependent manner 


(Figure 5.8). This finding strongly indicates that they target common regions of the chaperones, 
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and therefore that none of them interacts with the IDRs unique to Apg2. This is not surprising, 


as it has been proven difficult to identify or design small chemical molecules that specifically 


bind to IDPs (Martinelli et al., 2019; Tsafou et al., 2018). 


 


 


Figure 5.7. Thermal stability of the Apg2 mutants Apg2 ΔAS and Apg2 ΔC in the presence of increasing 
concentrations of compounds 1-6. (A-F) Apg2 ΔAS (black) and Apg2 ΔC (grey) thermal stability in the presence of 
compounds 1-6 at a concentration range of 3.125-400 µM. The name, chemical structure and molecular weight of 
these compounds are shown in Table 5.1 and Figure 5.5. 
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Figure 5.8. Compound effect on the thermal stability of free and nucleotide-bound Hsc70. (A-F) Titrations of 
compounds 1-6 from 3.125 to 400 µM against apo-Hsc70 (black), Hsc70-ADP (light grey) and Hsc70-ATP (dark grey). 
The name, chemical structure and molecular weight of these compounds are shown in Table 5.1 and Figure 5.5. 


 


 


 


 


 







Chapter 5: Hsc70 and Apg2 inhibition as an anticancer approach 


 
119 


 


5.3.3. Effect of the compounds on the chaperone activity of Hsc70 and Apg2. 


The Hsc70/DnaJB1 system has the ability to rescue unfolded and aggregated client proteins and 


refold them into their native, active conformation (Gao et al., 2015; Nillegoda et al., 2017). This 


activity is stimulated by Apg2, which further activates Hsc70 (Rampelt et al., 2012; Shorter, 


2011). G6PDH was used as a model client protein to follow the chaperone activity of the binary 


(Hsc70/DnaJB1) and ternary (Hsc70/DnaJB1/Apg2) mixtures (Figure 5.9 and Figure 5.10), as 


none of the compounds affected the activity of the native substrate (not shown). It should be 


noted that the addition of up to 2 % DMSO (v/v) did not affect the functionality of the 


chaperones (data not shown), and therefore this was the highest solvent concentration used in 


these type of experiments. 


Compounds were added to the binary and ternary chaperone mixtures and in all cases, a 


concentration-dependent inhibition of the refolding was observed after a 2-h assay (Figure 


5.10). As expected, the samples that did not contain Apg2 were also inhibited, supporting the 


DSF data that showed that the compounds also interacted with Hsc70. As a result, compounds 


provoked an inhibition of its chaperone activity. The effect of the compounds differed on the 


minimum concentration necessary to supress reactivation of G6PDH aggregates and hence, on 


their half maximal inhibitory concentration (IC50) values as shown in Table 5.2. The IC50 values 


estimated for the binary chaperone mixture were slightly lower than those obtained for the 


ternary combination, suggesting that at these inhibitory compound concentrations Apg2 is still 


able to modulate the conformation of Hsc70, stimulating its ATP hydrolysing ability –see below- 


and therefore its chaperone activity. 


 


Table 5.2. IC50 values estimated for the inhibition of the aggregate reactivation ability of binary and ternary 
chaperones mixtures by the selected compounds. 


 


 


 


(See figure on next page) 


Figure 5.9. Effect of compounds 1-6 on the reactivation of G6PDH aggregates. Reactivation kinetics of G6PDH 


aggregates by Hsc70 (2 µM) and DnaJB1 (0.5 µM) in the absence (A,C,E,G,I,K) or presence (B,D,F,H,J,L) of Apg2 (0.4 


µM). Chaperones were incubated with increasing concentrations of compounds 1-6 for 30 min before initiating the 


reaction by the addition of ATP (2 mM) and aggregated G6PDH (0.4 µM). Values are shown as the means ± SD of 3 


independent experiments. 
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Figure 5.10. Chaperone-mediated reactivation of G6PDH aggregates in the presence of the selected compounds. 
(A-F) The effect of compounds 1-6 on the Hsp70-based disaggregase system was analysed by following their 
effectiveness to reactivate G6PDH aggregates (0.4 µM) obtained after denaturing and aggregating the client protein 
at 50 °C during 30 min. Samples contained 2 µM Hsc70 and 0.5 µM DnaJB1 either without (light grey bars) or with 0.4 
µM Apg2 (dark grey bars). Values are shown as the means ± SD of 3 independent experiments. 
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5.3.3.1. Compounds inhibit the ATPase activity of Hsc70 and Apg2, and DnaJB1 releases the 


inhibitory effect of the former. 


The inhibitory effect that these compounds exert in the chaperone activity of the Hsc70 system 


could be due to a reduction of its ATP hydrolysis capacity. To explore if this were the case, the 


ATPase activity of Hsc70 and Apg2 was measured in the presence of increasing concentrations 


of the compounds (Figure 5.11). As mentioned before, the amount of DMSO (1-2%) used in these 


experiments had no effect on the ATPase activity of these proteins (data not shown). Data 


indicated that the compounds reduced the ATPase activity of Hsc70 and to a greater extent of 


Apg2. Thus, the results were in line with the refolding experiments in which the compounds 


affected the refolding capacity of Hsc70/DnaJB1 chaperone mixture regardless of the presence 


of the Hsp110 representative.  
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Figure 5.11. Effect of the selected compounds on the ATPase activity of Apg2 and Hsc70. (A-F) Compounds 1-6 were 
added to 2 µM Apg2 (grey) or 6 µM Hsc70 (black) to see whether they altered the ATP-hydrolysing activity of the 
chaperones. Values were obtained as described in Figure 5.5. 
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We next considered interesting to find out if the same inhibition would also apply to the active 


binary and ternary chaperone mixtures that made the complete Hsc70 system. With this aim, 


the ATPase activity of these mixtures was measured under the same conditions used for the 


isolated components (Figure 5.12). Surprisingly, none of the compounds had a significant effect 


over neither the binary nor the ternary mixtures assayed. The ATPase activity remained the 


same or with small variations that were not considered significant in the titrations of the 


different compounds. The concentration range chosen for the ATPase activity measurements 


was based on the inhibition of the capacity to reactivate G6PDH aggregates, which was almost 


completely abolished at the highest concentration tested regardless of the addition of Apg2. 
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Figure 5.12. ATPase activity of the binary and ternary chaperone mixtures in the presence of the selected 
compounds. (A-F) Effect of compounds 1-6 in the ATPase activity of Hsc70 (2 µM) and DnaJB1 (0.5 µM) in the absence 
(light grey bars) or presence (dark grey bars) of Apg2 (0.4 µM). Values were obtained as described in Figure 5.10. 
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5.3.4. Toxicity of the inhibitors in human melanoma cell lines. 


Compounds 1-6 inhibited, although with different effectiveness, substrate remodelling by the 


Hsc70 system in a concentration dependent manner, regardless of the presence of Apg2. Due 


to the remarkable role of Hsps in the regulation of cancer development (Yun et al., 2019), we 


next analysed whether the effects observed for these compounds affected the growth of cancer 


cells. With that purpose, their toxicity was assayed using the tumorigenic melanoma cell lines 


A2058 and MeWo (Fogh et al., 1977; Todaro et al., 1980). Among many other types of cancer, 


melanoma shows a direct relation between Hsp overexpression and disease malignancy (Shipp 


et al., 2013). 


A2058 and MeWo cells were treated with increasing concentrations of these compounds and 


cell viability assays with XTT or Presto Blue (see section 3.8.3.) were carried out at different 


incubation times (Figure 5.14 and Figure 5.15). Cell viability decreased with compounds 1, 2, 4 


and 5, whereas no toxicity was observed for compounds 3 and 6 even at concentrations that 


exceeded 4 times the IC50 values determined in the studies with the isolated chaperone system 


(data not shown). The expected time-dependent toxicity occurred for compounds 1, 2 and 5, 


with a general difference in their effectiveness between the two melanoma cell lines, being 


more toxic for A2058 as compared to MeWo cells. Among them, compound 1 had the highest 


inhibitory effect but it was discarded from the study based on published work that reported its 


toxicity in several non-transformed cell lines (Faria et al., 2009; Giannelli et al., 2008; Weinstein 


et al., 2008). In the case of compound 4, a decreased potency over time was observed, which 


could be attributed to compound chemical instability, compound efflux or drug inactivation, 


among others (Housman et al., 2014).  


The viability results were confirmed by cell culture images after a 4.5 h treatment (Figure 5.13), 


which showed increased presence of cell shrinkage and membrane blebbing, indicative 


morphology of cell death (D’Arcy, 2019), as compared to non-treated cells (Cichorek et al., 


2013). Images of treated cell cultures were not taken at longer incubation times because as cell 


death occurred, they were detached from the flask surface. 


 


Figure 5.13. Cell culture images of controls or compound-treated melanoma cells. (A) A2058 and (B) MeWo cell 
morphology after treatment for 4.5 h with compounds 2, 4, and 5 at the concentrations indicated. Controls show the 
appearance of the culture in the absence of compounds. Images were taken with a light microscope. Bar 20 µm. 
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Figure 5.14. Cytotoxic effect of the studied compounds on A2058. (A-D) Dose and time-dependent effect of compounds 1, 2, 4 and 5 on the viability of A2058 cells. Cells were treated with the 
concentrations indicated at 4.5, 8 and 12 h. Following treatment either XTT or Presto Blue were added and samples were measured in a spectrophotometer after 4 or 2 h, respectively. The 
values are expressed as mean ± SD obtained from 3 independent experiments. 
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Figure 5.15. Viability of MeWo cells in the presence of increasing concentrations of the selected compounds. (A-D) Cells were subjected to increasing concentrations of compounds 1, 2, 4 and 
5 and cell viability was analysed after the indicated incubation times. Viability results were measured in a spectrophotometer after a 4-h incubation with XTT or 2-h incubation with Presto Blue. 
The values are expressed as mean ± SD obtained from 3 independent experiments. 
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5.3.4.1. Melanoma cell-specific inhibition by compounds 2 and 5. 


Once confirmed that the compounds tested were toxic for the melanoma cell lines A2058 and 


MeWo, it was necessary to address whether their effect was cancer cell-specific. Based on the 


initial hypothesis, transformed cells rely on a greater extent on Hsps than normal cells do and 


hence, inhibition of the target proteins would result more detrimental to the former. With the 


purpose of determining the specificity of the studied compounds, two control human cell lines 


were selected (Figure 5.16): melanocytes (HEMn-LP non-malignant skin cells) and fibroblasts 


(MRC-5). While melanocytes were primary culture cells from skin, fibroblasts were an 


immortalized cell line.  


 


Figure 5.16. Cultured control cell lines. (A) Melanocytes HEMn-LP and (B) fibroblasts MRC-5 were selected as control 
cell lines to study the toxicity of the selected compounds. Images were taken with a light microscope. Bar 20 µm. 


 


Toxicity assays with control cell lines were carried out for 4.5 h at a single concentration. From 


the three compounds assayed, 2 (40 µM) and 5 (20 µM) did not cause cell death in the studied 


time-period. However, compound 4 (40 µM) was toxic for control cell lines as much as for 


melanoma cells (Figure 5.17A). Controls were then treated for 8 and 12 h with compounds 2 and 


5, similarly to the cancer cells, and no toxicity was observed in either case indicating that 


melanocytes and fibroblasts were resistant to these molecules while they caused cell death in 


A2058 and MeWo cells in the conditions tested (Figure 5.17B-C). 


Results obtained with compound 5 showed that the toxicity with the melanoma cell lines was 


observed at concentrations remarkably lower as compared to the IC50 values determined for the 


isolated chaperone system. This fact directed the attention to the alternative that this 


compound might have additional targets (see discussion). Such case would make considerably 


more difficult to characterize the action of the potential drug and control the emergence of side 


effects. That is the reason why, compound 5 was taken away from the study and research 


continued with compound 2 (Pinaverium bromide, PB). 
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Figure 5.17. Compounds 2 and 5 do not compromise the viability of melanocytes and fibroblasts whereas they are 
cytotoxic on melanoma cell lines. (A) Viability measurements with control and melanoma cell lines after a 4.5-h 
treatment with compounds 2 (40 µM), 4 (40 µM) and 5 (20 µM). Time-dependence of the viability of the four cell lines 
after treatment with compounds 2 (B) and (C) 5 at the concentrations indicated in (A). While melanoma cell viability 
decreased with time, neither fibroblasts nor melanocytes reduced their viability after 12 h. Following treatment, 
either XTT or Presto Blue were added and the absorbance of samples was measured in a spectrophotometer after 4 
or 2 h, respectively. Values are expressed as mean ± SD obtained from 3 independent experiments. 


 


5.3.4.2. PB causes melanoma cell death by inducing apoptosis. 


We next wanted to analyse if after treatment with PB, melanoma cells died by apoptosis or 


necrosis. Apoptosis consists on a programmed and physiological cell death that occurs in an 


orchestrated manner as opposed to necrosis, which is a pathologic cell death that induces 


inflammation (D’Arcy, 2019). The potential use of this compound as an anti-tumour drug relies 


largely on the kind of cell death it triggers. Besides producing an external injury, necrotic cells 


release intracellular components to the extracellular matrix, which promote angiogenesis and 


hypoxia, factors related to cancer progression (Bredholt et al., 2015; Karsch-Bluman et al., 2019).  


Immunofluorescence assays were carried out to detect activated caspase-3 in treated cells, one 


of the apoptosis effector/executioner caspases (Slee et al., 2001). Results showed that 40 µM 


PB induced caspase-3-dependent apoptosis after 3.5- and 7.5-h treatment with A2058 and 


MeWo cells, respectively (Figure 5.18). Shorter incubation times were used with A2058 cells, 


due to its higher sensitivity to PB, as longer ones caused loss of viability and cell detachment 


from the culture flask. Additionally, 40 µM PB-treated melanoma cell cultures were recorded for 


8 (A2058) and 24 h (MeWo) to monitor compound-induced morphological changes prior to cell 


death (Supplementary Videos S1 and S2). 


(Macro)autophagy has been described as an alternative route to cell death upon apoptotic 


stimuli as well as an adaptation mechanism to overcome environmental stress (Russell et al., 


2014; Tait et al., 2014) that is interconnected to apoptosis at different levels (Galluzzi et al., 


2008; Song et al., 2017). That is why, accumulation of LC3B, a structural protein of 


autophagosomes (Bai et al., 2012), was also analysed in the same conditions as caspase-3 (Figure 


5.19). Immunofluorescence results with LC3B were different depending on the cell type. While 


increased LC3B punctuate was apparent in both cell lines after treatment with 40 µM PB, non-


treated MeWo cells showed a significant level of LC3B as opposed to A2058 cells, where no basal 


autophagy signal was observed. 
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Figure 5.18. Detection of activated caspase-3 in A2058 and MeWo cells as an indicator of apoptosis. A2058 (A) and 


MeWo (B) cells in the absence (control panels) and presence of PB (40 µM). Samples were stained for activated 


caspase-3 (red) and cell nuclei (blue) were detected with 4’,6-diamidino-2-phenylindole. Images were taken with a 


confocal microscope. 


 


Figure 5.19. LC3B localization study in A2058 and MeWo. (A) A2058 and (B) MeWo control and treated cells with 40 
µM of PB. Nuclei are stained in blue with 4’,6-diamidino-2-phenylindole and LC3B is stained in red. Images were taken 
with a confocal microscope. 
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With the aim to further study the cytotoxicity of PB, flow cytometry measurements were done 


using propidium iodide (PI) to quantify the cell DNA content. Data obtained allowed to 


determine if there was a change in the cell distribution among the different cell-cycle phases 


upon treatment and to identify the presence of apoptotic bodies (Xu et al., 2019). A2058 and 


MeWo cells were treated with PB (40 µM) and analysed at the indicated times (Table 5.3, Figure 


5.20), which, as abovementioned, were shorter with A2058 due to its higher sensitivity to the 


compound. The presence of apoptotic bodies (hypodiploid cells) was almost negligible for the 


control samples of the two melanoma cell lines. Treatment with PB produced a 24- and 9-fold 


increase in the sub-G0/G1 fraction (DNA content lower than 2n) in the first time point measured 


for A2058 and MeWo, respectively. However, while the sub-G0/G1 fraction augmented in A2058 


cells with time, it remained constant for MeWo. Longer incubations provoked a general shift 


from the G0/G1 phase to the hyperploid cells (aberrant high DNA content characteristic of cancer 


cells (Sen, 2000; Weaver & Cleveland, 2008)) especially for MeWo. Nevertheless, it should be 


noted that MeWo cells presented a population distribution with more hyperploid cell-content, 


even without the addition of treatment, than A2058 cells, in line with the fact that this cell line 


has one of the highest mutational burden in melanoma (Luebker et al., 2017). For A2058 cells, a 


general decrease of cell content in each phase was observed at expense of the increased sub-


G0/G1 and hyperploid cell fractions (Table 5.3, Figure 5.20). 


 


Table 5.3. Flow cytometry analysis of cell cycle distribution of two melanoma cell lines treated with PB. 


 


 


Taken together, the results shown throughout this chapter present an inhibitor of the human 


Hsc70-system that induces apoptosis in the tumorigenic melanoma cell lines A2058 and MeWo 


and is not cytotoxic for non-malignant skin cells, melanocytes, and fibroblasts. 
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Figure 5.20. Propidium iodide fluorescence profiles of melanoma A2058 and MeWo cells treated with PB as seen by flow cytometry. (A-D) Cell cycle histograms of control (A-B) and A2058 
cells treated with 40 µM PB (C-D) for 4.5 or 8 h, respectively. (E-H) Same experiments performed with MeWo cells. DNA content distribution of control (E-F) and 40 µM PB-treated melanoma 
cells (G-H) at 8 (E-G) or 12 h (F-H). Percentages of each cell cycle phase are indicated in Table 5.3. 
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5.4. Discussion. 


Drug repurposing or repositioning aims to find new therapeutic uses to approved drugs beyond 


the original medical indication they were given (Ashburn & Thor, 2004). Besides being 


serendipitous historically, nowadays drug repurposing is an attractive and realistic strategy. The 


tremendous cost of new drug discovery together with the slow pace of its development 


favoured the emergence of this field that takes the advantage of dealing with compounds that 


can be safely used to a certain extent depending on the pre/clinical trials completed (Pushpakom 


et al., 2018). Moreover, it largely avoids most Pan Assay Interference Compounds (PAINS), a 


term that includes compounds that are unstable, reactive, induce aggregation, cause 


experimental interferences or have intrinsic redox activity, among others. PAINS are usually 


identified as false positives when using diversity compound libraries because they interfere with 


the monitored signal, often fluorimetry-based (Baell & Holloway, 2010). Furthermore, this field 


has allowed the development of polypharmacology, which is based in the fact that a certain 


molecule can target more than one protein belonging to a particular pathway or network that is 


responsible for multifactorial diseases (Anighoro et al., 2014). 


The initial election of Apg2, a representative of the Hsp110 chaperone family, as target for 


screening was based on the finding that overexpression of this protein has been related to 


different types of cancer (Boudesco et al., 2018; Gozzi et al., 2020; Kim et al., 2017). In particular, 


patients expressing an inactive Hsp110 mutant show extraordinary disease-free survival rates in 


colorectal cancer (Collura et al., 2014). Despite the importance of this finding, there is only one 


reported molecule targeting Hsp110, which interacts with a cleft within the ATP binding pocket 


of the chaperone as suggested by molecular docking. This compound blocks the holdase activity 


of the protein and Hsp110 association with important client proteins (Gozzi et al., 2020). It has 


been reported that this interaction inhibits colorectal cancer cell growth (Gozzi et al., 2020). The 


existence of only one previously discovered molecule acting as a modulator of this chaperone 


witnesses the difficulty in designing and identifying small chemical molecules that target this 


chaperone.  


We first aimed to describe compounds that could specifically target Hsp110 without interacting 


with Hsc70. The peculiarities of Apg2 compared to Hsp70, namely an insertion in the SBD and 


an extension at its C-terminus (Liu & Hendrickson, 2007), were considered appealing enough to 


try to find modulators that would bind to the mentioned regions and hence be specific for Apg2. 


However, the 6 compounds selected as hits for analysis after the screening and validation of the 


Apg2 modulators do not interact with this Apg2-specific IDRs. This is supported by the finding 


that they bind to deletion variants of the protein that lack the specific regions that differentiate 


it from Hsc70. Thus, not surprisingly, these compounds also interact with Hsc70 as revealed by 


DSF and their inhibitory effect on the refolding activity of both the ternary (Hsc70/DnaJB1/Apg2) 


and binary (Hsc70/DnaJB1) chaperone complexes. Therefore, they most probably bind to 


structural regions shared by the two proteins, being Hsp110 binders also capable of associating 


to Hsc70. Despite the ability of these compounds to inhibit the ATPase activity of Hsc70 and 


Apg2 individually, in no case did they hamper the ATP-hydrolysing activity of the binary and 


ternary chaperone mixtures, within the concentration range that abolished their G6PDH 


refolding ability. Addition of DnaJB1 eliminates the inhibitory effect of compounds, as the 


cochaperone stimulates the ATPase activity of Hsc70 as it does in their absence. In the ternary 


mixtures, compounds neither affect the additional stimulation by Apg2, whose NEF effect does 


not rely on its ATPase activity (Rampelt et al., 2012). Nevertheless, as compounds hamper 


substrate refolding without altering the ATPase of the chaperone mixtures, they must affect the 
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functional cycle of the chaperone that includes proper interaction with accessory proteins and 


the substrate. These aspects still need to be unravelled.  


Among the different Hsp families, Hsp70 is considered the hub that connects the different 


branches involved in maintaining protein homeostasis (proteostasis): folding, trafficking and 


degradation (Fernández-Fernández & Valpuesta, 2018). This protein family has been implicated 


in the bad prognosis of cancer as its overexpression has been linked to anticancer drug 


resistance, inhibition of cell apoptosis and increasing survival rates under otherwise adverse 


conditions (Albakova et al., 2020; Carmen Garrido et al., 2006; Murphy, 2013). Hsp70 has also 


been selected as a potential drug target in neurodegenerative diseases because of the relation 


between the deficient expression/activity of the chaperone and the accumulation of misfolded 


or aggregated proteins (Pratt et al., 2015; Repalli & Meruelo, 2015). Apart from clinical purposes, 


the components of the human disaggregase system are considered appealing screening targets 


to study the complexity of biological systems and the functional aspects of protein-protein 


interactions (Gestwicki & Shao, 2019; Ran & Gestwicki, 2018; Taylor et al., 2018). 


Melanoma is the most aggressive form among the different skin cancers (Perera et al., 2014). 


The incidence and mortality rate of malignant melanoma has been increasing worldwide. Its 


treatment mainly depends on the time of diagnosis, as it becomes refractory to conventional 


therapies in the metastatic stage (Fedorenko et al., 2015). Therefore, it is necessary to develop 


new drugs, which by themselves or in combination with existing medications can overcome the 


resistance against chemotherapy and induce cell death, this approach includes the possible 


repositioning of old drugs for new treatments. 


Several studies have shown that Hsp110 and Hsp70 are overexpressed in melanoma, as in other 


cancers (Lang et al., 2019; Park et al., 2009), playing a key role in cancer progression/prognosis 


and drug resistance (Budina-Kolomets et al., 2016). Cancer cells with higher metabolic needs 


and hyperactivated signalling pathways, exhibit a stronger demand for chaperone machineries 


to survive (Chatterjee & Burns, 2017). It has been suggested that in melanoma cells, their 


tumorigenic potential seems to correlate with the ability to disable apoptosis, a process in which 


Hsp70 is a key regulator (Budina-Kolomets et al., 2016; Roufayel & Kadry, 2019). Hsp70 binds 


and inactivates a number of pro-apoptotic molecules, i.e., caspase 3/7 and thereby delays cell 


death (Calderwood & Gong, 2016; Gamerdinger et al., 2009; Komarova et al., 2004). Elevated 


chaperone levels block the apoptotic pathway at different stages. Therefore, Hsp70 inhibitors 


show tumour-selective cytotoxicity, with limited toxicity in normal cells (Budina-Kolomets et al., 


2016). Hsp70 is an obligate cochaperone for Hsp90, and targeting the latter has shown a key 


role in the treatment of melanoma (Mielczarek-Lewandowska et al., 2020). It has been 


hypothesised that combining Hsp70 and Hsp90 inhibitors might lead to enhanced activity 


(Goloudina et al., 2012; Mielczarek-Lewandowska et al., 2020; Murphy, 2013). But, interestingly, 


it has also been demonstrated that inhibition of just Hsp70 considerably modifies and severely 


damages the Hsp90 chaperone system, pointing to Hsp70 as a new therapeutic objective for 


melanoma (Goloudina et al., 2012; Murphy, 2013). 


Cell viability experiments showed that among the six compounds that bind Apg2 and Hsc70, only 


PB induced cell death at concentrations close to those described in the refolding assays, thus 


suggesting that inhibition of the Hsc70 system might be behind the observed toxic effect. As 


desired, toxicity was only detected in the two cancer cell lines and not in fibroblasts or 


melanocytes, indicating that it could be related to their strict dependence on the chaperones 


for proliferation. Inhibition of the Hsc70 system was therefore expected to cause cell death in 
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the metabolically demanding melanoma cell lines. Loss of cell viability at compound 5 


(Mefloquine Hydrochloride, MH) concentrations around seven-fold lower than those observed 


in the aggregate refolding assays, most likely indicates that the effect of this drug could be due 


to a mechanism different from chaperone inhibition. Indeed, it has been reported that similar 


MH concentrations exert antiproliferative effects through an increased lysosomal biogenesis 


and activation, followed by oxidative stress, lysosomal lipid damage and functional impairment 


(Mereddy & Ronayne, 2018). 


The possibility of repurposing PB as an inhibitor of Hsc70 for cancer treatment has not been 


considered so far. This compound is a spasmolytic agent used for functional gastrointestinal 


disorders. It acts as an atypical calcium antagonist that interacts with the 1,4-dihydropyridine 


binding sites on voltage dependent L-type calcium channels, located on gastro intestinal smooth 


muscle cells, in a competitive manner (Feron et al., 1992). PB action restores normal bowel 


function, relieving spasm and pain, transit disturbances and other symptoms related to motility 


disorders and may be considered as effective first-line therapy for patients with irritable bowel 


syndrome (IBS) (Camilleri & Ford, 2017). Our results show that this compound displays a marked 


toxicity against two melanoma cell lines without compromising the viability of fibroblasts and 


primary melanocytes. 


The comparison of the PB-induced toxicity in the two melanoma cell lines also suggests that 


A2058, which has a doubling time significantly shorter than that of MeWo, 30 and 40 h, 


respectively, is more sensitive to the compound. This result is expected, as the accelerated 


metabolism needed to proliferate faster depends to a higher extent on the chaperone 


machinery (Wu et al., 2017). A2058, in contrast to MeWo cells harbour a point mutation (V600E) 


in the BRAF gene (Davies et al., 2002), which is considered a proto-oncogene that codes for a 


serine/threonine kinase. In line with the doubling time differences between A2058 and MeWo 


cells, mutations in BRAF are related to an accelerated proliferation (Davis et al., 2018).  


PB induces cell death by activating apoptosis in the two melanoma cell lines as determined by 


the detection of active caspase-3 in treated-cells (Slee et al., 2001). This is further confirmed by 


flow cytometry experiments, which show an increase in the fraction corresponding to the sub-


Go/G1 population. A distinctive morphological change of apoptotic cells is the appearance of 


apoptotic bodies (Elmore, 2007), small vesicles that may contain among others cell components, 


nuclear content such as fragmented chromatin which is detected in flow cytometry as cells with 


hypodiploid DNA content (Xu et al., 2019). Although this is a characteristic feature of apoptosis, 


programmed cell death is not inevitably linked to the formation of apoptotic bodies as their 


abundance and appearance depends on the cell type (Atkin-Smith & Poon, 2017). This explains 


why PB toxicity determined by viability assays is significantly higher as compared to the fraction 


of apoptotic cells determined by flow cytometry. Although both measurements do not 


quantitatively correlate, they do it in a qualitative manner indicating that not all the cells that 


undergo apoptosis end up disassembling. Blebbing, another apoptotic hallmark was identified 


both in A2058 and MeWo cells as determined by time-lapse cell culture analysis. However, as 


described, blebbing alone is not sufficient to trigger cell disassembly in particular cell types 


including neuronal and epithelial cells, as observed in vitro (Atkin-Smith et al., 2015). The 


fraction corresponding to apoptotic bodies increased with time in the case of A2058 cells as 


opposed to MeWo, in which the population of hypodiploid cells remained constant. The latter 


cell line was enriched in the population with aberrant DNA content that besides dying via 


apoptosis tend not to disassemble and underwent secondary necrosis (Vanden Berghe et al., 


2013) as observed in the time-lapse cell culture measurements (Supplementary videos S1 and 
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S2). It is unclear whether the absence of predicted apoptotic body formation is an inherent 


characteristic of the melanoma cell lines or if it is compound-induced as observed upon 


treatment with other drugs that may block or promote apoptotic cell disassembly (Poon et al., 


2014). 


Another indicator related with apoptosis is (macro)autophagy, which is monitored by LC3B 


detection, a structural protein of autophagosome membranes (Bai et al., 2012). Autophagy is a 


lysosome-dependent process that degrades a wide variety of cargoes from molecules to 


organelles (Yim & Mizushima, 2020). Besides its essential role in aging and immunity 


development, autophagy constitutes a pro-survival stress response and it is interconnected to 


apoptosis at several levels (Tait et al., 2014). An increased LC3B signal was detected in the two 


melanoma cell lines when subjected to treatment; more remarkably in A2058 cells. The 


presence of autophagy could be related to type II cell death, where autophagy itself is required 


to accomplish apoptosis (Das et al., 2012) and/or to a survival response to starvation (Russell et 


al., 2014; Tait et al., 2014), which could be triggered by the low content of FBS (1% instead of 10 


%), desirable condition to reduce possible interactions between compounds and serum proteins. 


The latter case suits particularly well for MeWo cells, where autophagy was detected even 


without the addition of 40 µM PB. Nevertheless, further research is needed to address the 


precise role of the observed autophagy in A2058 and MeWo cells. Since both of them differ in 


their mutational burden and hence on their nature (Hodis et al., 2012), the presence of LC3B 


could respond to different cellular mechanisms in each cell line. 


The work presented herein has identified an inhibitor of the human Hsc70 system that binds to 


both Hsc70 and Apg2, and is capable of inducing cell death via apoptosis in the melanoma cell 


lines A2058 and MeWo. Taking advantage of the higher Hsp requirement of cancer cells, it was 


possible to specifically induce the death of A2058 and MeWo cells but not that of melanocytes 


and fibroblasts. It is now generally accepted that Hsps play a pivotal role in tumour progression 


and resistance to current therapies and thus, they appear as potential targets in the 


development of new cancer treatments (Lang et al., 2019). However, and due to their 


involvement in essential cellular processes, the inhibitors of Hsp90 and Hsp70 established so far 


have shown limited clinical efficacy caused by their undesired toxicity when used as a 


monotherapy (Shevtsov et al., 2019). It has been recently put forward that a combination of the 


inhibitors with standard chemotherapeutic agents or targeted therapies could overcome this 


limitation and enhance their anti-tumour potency (Spiegelberg et al., 2020). A second 


alternative considers the combinations of several Hsp inhibitors, which might avoid the 


compensatory effect that inhibiting a specific Hsp could have in the augmented expression of 


other Hsps in cancer cells (Wu et al., 2017). Novel approaches using different Hsp inhibitors in 


combination with conventional therapies might provide promising strategies to improve the 


clinical outcome of therapy-resistant cancers. PB could be included into these two strategies of 


combinatorial therapies to combat cancer.
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CHAPTER 6. CONCLUSIONS 


The conclusions of this Thesis can be grouped according to the different strategies followed to 


modulate the human disaggregase system. 


Regarding the work about the implication of the IDRs of class A DnaJA2 and class B DnaJB1 on 


the cochaperones’ association-state, holdase function and collaboration with Hsc70, the 


following conclusions are drawn: 


1. The intrinsically disordered C-terminal end of DnaJA2 (in its structural context) regulates 


the capacity of the protein to self-associate into discrete oligomeric species driven by 


hydrophobic and electrostatic interactions that are functionally reversible under heat 


stress. These oligomeric assemblies confer the cochaperone the ability to act as a strong 


holdase and to keep protein substrates in a conformation that Hsc70 can easily refold. 
 


2. Beyond the structural context, the C-terminal end of DnaJA2 acts autonomously 


preventing the aggregation of small substrates and impairing cochaperone binding to 


the aggregate surface; that is, the first step of the disaggregation process. The next steps 


of this reaction are defective for the A class cochaperone as compared to DnaJB1 


presumably due to unproductive interactions with Hsc70 that involve regions other than 


the C-terminal end. 
 


3. The DnaJ proteins studied have evolved to respond to different cellular needs related 


with protein aggregation. Oligomeric DnaJA2 has the ability to prevent protein 


aggregation, a capacity attributed to its C-terminal IDR, and Hsc70-DnaJB1 combinations 


resolve protein aggregates and refold chaperone-bound substrates more efficiently 


than those containing the A class cochaperone. 


With reference to the second part of the Thesis, which is focused on the modulation of the 


human disaggregase system by small molecules, these are the main conclusions: 


4. After using the Prestwick Chemical Library® in a DSF-based high throughput screening 


(HTS) against Apg2, 6 compounds were identified as destabilizers of the protein. Such 


binders are not specific for Apg2 as they also bind Hsc70 in regions shared by these two 


homologous proteins. Apg2 has been proven a proper target for screening although the 


initial purpose of aiming the IDR regions of Apg2 could not be achieved, highlighting the 


difficulty of targeting these flexible regions. 
 


5. The identified hits affect both Hsc70 and Apg2 functionally, inhibiting the basal ATPase 


activity of each chaperone and their capacity to reactivate G6PDH aggregates. DnaJB1 


eliminates the inhibitory effect of the compounds over Hsc70’s ATP hydrolysing activity 


but it does not overcome compounds’ effect during disaggregation, which involves 


complex interactions between the chaperone, its accessory proteins and the aggregate. 
 


6. Pinaverium bromide, one of the validated hits, is cytotoxic for the melanoma cell lines 


MeWo and A2058 but not for primary melanocytes or fibroblasts. In this work, we have 


found that this Hsp inhibitor induces cell-death through apoptosis, in agreement with 


the described Hsp-dependence of transformed cells. Consequently, it might be 


considered a promising compound for potential anti-cancer treatment. 
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ONDORIOAK. 


Tesi honetan jasotzen diren ondorioak bitan sailkatzen dira, giza desagregazio sistema 


modulatzeko erabilitako estrategia ezberdinen arabera. 


Berezko atal moldagarriek (BAM) A klaseko DnaJA2 eta B klaseko DnaJB1 txaperoi-kideen 


asoziazio egoeran, substratuen agregazioa saihesteko ahalmenean eta Hsc70arekin elkarlanean 


aritzeko gaitasunean duten eragina aztertu duen atalari, hurrengo ondorioak dagozkio: 


1. Berezko atal moldagarria den DnaJA2ren karboxilo muturreko luzapenak (bere 


egiturazko testuinguruan) txaperoi-kideak bere buruarekin asoziazioak ezartzeko duen 


gaitasuna erregulatzen du. DnaJA2 proteinak sortzen dituen oligomeroak, diskretuak 


dira eta interakzio elektrostatiko eta hidrofobikoek bultzatuta sortzen dira. DnaJA2 


proteinen arteko elkarrekintzek, txaperoi-kideari izaera ezberdineko substratuen 


agregazioa ekiditeko eta hauek Hsc70ak erraz bertolestu ditzakeen konformazioan 


mantentzeko gaitasuna ematen diote. DnaJA2 oligomeroak bero-estresarekiko 


funtzionalki itzulgarriak dira. 


 


2. Egiturazko testuinguruaz haratago, karboxilo muturreko DnaJA2ren BAMak funtzio 


autonomoak ditu; tamaina txikiko substratuak agregaziotik babestu eta txaperoi-kidea 


agregatuen gainazalera batzea eragozten du (desagregazio erreakzioaren lehen 


pausua). Desagregazio prozesuko gainontzeko urratsak A klaseko txaperoi-kidearekiko 


akasdunak dira DnaJB1ekin alderatuz gero. Seguruenik, Hsc70arekin karboxilo 


muturreko BAMaz gain beste domeinu batzuekin ere burutzen dituen elkarrekintza ez-


produktiboengatik.  


 


3. Aztertutako DnaJ txaperoi-kideak proteinen agregazioarekin erlazionatutako zelularen 


behar ezberdinei erantzuteko garatu dira. DnaJA2 oligomerikoak proteina-agregatuen 


sorrera ekiditen du, karboxilo muturreko BAMak baimenduta, eta Hsc70-DnaJB1 


konbinazioek gaitasun handiagoa dute proteina-agregatuak ezabatzeko eta txaperoiek 


lotutako substratuak bertolesteko . 


 


Tesiaren bigarren atalari dagokionez, non giza desagregazio sistema molekula txikien bidez 


modulatu den, hauek dira ondorio nagusiak: 


4. Ekorketa-fluoreszentzia diferentzial (DSF) bidez eta Prestwick Chemical Libary® 


konposatu bilduma erabiliz, errendimendu altuko baheketan (HTS) Apg2ren 6 lotugai 


ezegonkortzaile aurkitu dira. Konposatu hauek ez dira Apg2 txaperoiarekiko 


espezifikoak, Hsc70 ere lotzen baitute bi proteina homologoek komunean dituzten 


ataletan zehar. Apg2 HTSko itu bezala erabili daitekela frogatu da, nahiz eta hasiera 


batean txaperoiaren BAMak baheketaren helburu ziren eta hauek lotzen dituzten 


konposaturik ez den aurkitu (saiakera honek dituen zailtasunak nabarmenduz). 


 


5. Identifikatutako konposatuek Apg2 eta Hsc70aren funtzioan eragiten dutela zehaztu da; 


txaperoien ATPasa aktibitatea eta G6PDH agregatuen berraktibazioa inhibitzen 


dituztelarik. DnaJB1 txaperoi-kideak, Hsc70aren ATPa hidrolizatzeko gaitasunean 


konposatuek duten efektua ezabatzen du, baina ez du desagregazioko inhibizioa 


gainditzen. Izan ere, desagregazio prozesua konplexuagoa da eta txaperoien, txaperoi-


kideen eta agregatuaren arteko elkarrekintza ugari barne hartzen ditu. 
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6. Pinaberio bromuroa (PB), baliozkotutako konposatuetako bat, MeWo eta A2058 


melanoma zelula lerroekiko zitotoxikoa da baina ez ordea kontrol zelula lerro gisa 


erabilitako melanozito primario edo fibroblastoekiko. Hsp-ekiko inhibitzaile den 


konposatu honek, apoptosi bidezko melanoma zelulen heriotza eragiten duela ikusi da; 


minbizi zelulek Hsp-ekiko duten menpekotasunarekin bat etorriz. Hortaz, PB 


minbiziaren aurkako tratamenduetan erabilpen potentziala duen konposatua izan 


daiteke. 
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