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PERMBLEDHJE

Molekulat chaperone jané njé grup i madh
proteinash té kudondodhura né gelizé. Ato luaj-
né njé rol té réndésishém né ruajtjen e integritetit
gelizor né kushtet e stresit termik. Koncepti
chaperone pérdoret pér proteinat, gé lidhen me
proteina té tjera dhe i mbrojné ato nga krijimi i
lidhjeve té padéshiruara, g¢ mund té ¢ojné né
konformacione té gabuara ose agregime. Eshté
vértetuar se kéto proteina luajné njé rol té réndé-
sishém edhe né transportin pérmes mebranave té
léndeve té reja té sintetizuara né geliza. Proteinat
mé té studiuara té késaj familje me origjine nga
Escherichia coli jané GroEL (14-mer me nénnjesi
identike prej 60 kDA) dhe GroES (7-mer me nén-
njesi 10 kDa secila). Pér karakterizimin funksional
té GroEL si njé proteiné Chaperone qé ndihmon
né rinatyrimin e proteinave jonative né qelizé u
pérdor sistemi in vitro i CS (citrat sintetazés). U
arrit né pérfundimin se riaktivizimi maksimal
i CS pérftohet né vlerat e pérqendrimit 0,15uM
dhe provat e métejshme pér ndikimin e GroE u
béné né kéte vleré té pérgendrimit t& enzimés
né test. Ndikimit i GroE né sasiné e riaktivizimit
té enzimés sé denatyruar shihet qarté né rastin
e CS. Prania e GroE pothuaj e trefishon sasiné e
enzimés sé rinatyruar. Viskoziteti i mjedisit luan
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rol vendimtar né sasiné e enzimés sé rinatyruar
né mungesé té chaaperonit. Rinatyrimit spontan,
né prani vetém té glicerinés né testin e aktivitetit,
éshté dyfishuar. Maksimumi i aktivitetit (65%)
arrihet né prani té sistemit té ploté GroE dhe té
glicerinés me pérgendrim 20% .

Fjalét kyce: Proteina chaperone, GroEL,
GroES, CS (citrat sintetaza), rinatyrim.

ABSTRACT

Molecular chaperones are a group of proteins
that have shown to be implicated in the post-
translation folding and transport of newly syn-
thesized proteins within the cel. Chaperonins
play an important role in maintaining protein
integrity under physiological as well under heat
shock conditions. Forming tight complexes with
folding intermediates they prevent aggregation
and assist the folding of polypeptides. One of
the members of this family is the Escherichia coli
proteins GroEL (14-mer of 60 kDA subunits, also
termed cpn60) and GroES (7-mer of 10 kDA sub-
units, also termed cpn10). For further character-
ization of the activity and the work-mechanism
of this proteins it is interesting to investigate the
interaction of the GroE-proteins with a variety of
non-native polypeptide chains in detail with CS
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(citrate synthetase). Maximum yields of renatur-
ation were obtained at a concentration of 0,15 uM
CS. In refolding experiments in presence of the
complete GroE system the yield of correctly fold-
ed protein is increased up to 60% compared to
the 20% of the spontaneous reactivation. The re-
sults demonstrate that folding condition become
more permissive in presence of 20% glycerol.

HYRJE

Palosja e sakté e proteinave ndodh vetvetiu
népérmjet informacionit té radhitjes primare
té aminoacideve. Koncepti i vetorganizimit u
paraqit pér heré té paré nga Anfinsen [1] qé ek-
sperimentoi me ribonukleazén e denatyruar
duke e kthyer até né gjendje native “in vitro”
népérmjet hollimit me njé tretésiré tampone té
pérshtatshme. Pér arritjen e konformacionit nativ
proteina ka nevojé pér energji dhe informacion
hapésinor [12]. Struktura hapésinore pérfun-
dimtare e proteinés éshté e géndrueshme sepse
éshté gjendja me energjiné minimale [2, 13]. Nj&é
séré proteinash mund té luajné njé rol ndihmés
né ripalosjen e proteinave. Njé kategori e réndé-
sishme e tyre éshté grupi “chaperone”.

Lidhja e chaperoneve me substratin ndalon
reaksionet jospecifike duke rritur sasiné e protei-
nés native né qelizé té palosur korrektésisht. Ka
shembuj proteinash, gé¢ mund té palosen vetém
kur jané té lidhura né matrica té patretshme. Ba-
zuar né kéto té dhéna u hodh hipoteza gé té gjithé
chaperonet funksionojné né ményré té njgjte [1].

Chaperonet nxisin arritjen né konfiguracionin
nativ té proteinés, por nuk jané pjesé e strukturés
sé saj. Chaperonet nuk pérmbajné asnjé informa-
cion hapésinor pér palosjen, por vetém shmangin
bashkéveprimet e padéshiruara té pakthyeshme
[12]. Proteina GroE éshté njé nga molekulat chap-
erone mé té studiuara. Mekanizmi i sakté i krijimit
té kompleksit hapésinor proteinik nuk éshté ako-
ma i qarté. Nga studimet e deritanishme mendo-
het se, proteinat chaperone luajné rol né palosjen
proteinike né gelizé si né fazén ko-translacionale
dhe né até post-translacionale.

Qeéllimi yné éshté vértetimi i rolit t&¢ GroE né
realizimin e palosjes sé proteinave. Si “substrat”

pér GroE pérdorém CS. Duke e denatyruar fi-
llimisht, pamé shpejtésiné dhe sasiné e proteinés
sé rinatyruar né ményré té vetévetishme dhe me
ndihmén e GroE. Meqé CS éshté enzimé, sasia e
proteinés sé ripérftuar mund t& matet me njé test
aktiviteti.

MATERIALI DHE METODA

Pérftimi i GroEL dhe GroES u bé nga shtami
E.coli JM109TZ136 sipas [15] duke ndjekur dhe
modifikime t& vonéshme [8]. Matriksi proteinik
u kalua né kolloné kromatografike gelfiltruese
(Sephacryl S300) pér seleksionimin e paré dhe
disa heré né njé kolloné jonshkémbyese (Q-Se-
pharose). Izolimi pérfundimtar u bé me elektro-
forezé. (silver-staint SDS-gel) [10], [15]. Pas fluo-
reshencés spektroskopike (Merck Hitachi, 1000)
kishte akoma papastérti. Pér té larguar mbetjet
e triptofanit, proteina u inkubua pér 30 minuta
né 42°C né tretésiré 10mM ATP, 10mM MgClL, dhe
10mM KCL. Pér shképutjen e vargjeve t& ADN-sé
dhe ARN-sé, tretésira trajtohet me ADN-azé dhe
ARN-azé (0,2mg/ml) dhe me MgCl, 5mM, né in-
kubim 2 oré né temperaturén e dhomés.

Testi i aktivitetit pér CS u bé sipas [17]. CS
éshté njé enzimé e matriksit mitokondrial gé
katalizon reaksionin e paré té ciklit t& Krebsit.
Oksalacetati, i sapodalé nga cikli, rigjenerohet
népérmjet acetilimit, ku dhurues i grupin acetil
éshté acetilCoA.

Enzima eukariotike CS éshté njé dimer. Masa
molare e nénnjésive éshté 43500 D. Né testin e
aktivitetit me metodén e absorbimit, vérehet li-
dhja e grupit té liré -SH me CoA mbas acetilimit
té oksalacetatit. Lidhja béhet e dukshme népér-
mjet njé reaksioni me ngjyré nga DTNB (ditio
metil benzoat). Pér eksperimentin u pérdorén
kéta reagjenté.

Véllimet  Substancat Pérqendrimi Pérqendrimi
(ul) (mM) né test (mM)
930 Tampon 50 Tris/HCL, pH 8
10 Oksalacetat 10 0,1
30 AcetilCoA 5 0,15
10 DTNB 10 0,1
20 CS E ndryshme
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Reaksioni fillon me shtimin e CS. Testi i aktivitetit
u krye me ané t€ njé fotometri né 412nm. U pérdorén
kyveta lcm dhe temperatura e eksperimentit ishte
25°C. Aktiviteti specifik u llogarit sipas formulgs:

B AE /mineV

A=
e *VenzeC

AE/min: madhésia e absorbimit né minuté

€:34 (M'xcm?)

V,,,: véllimi i enzimés (ml)

C: pérgendrimi i enzimés (mg/ml)

Pér enzimén aktive aktiviteti specifik ka vlerén
150 U/mg [17]

Denatyrimi i CS béhet me ané té tretjes sé enz-
imés native né tretésiré té pérbéré: klorur guani-
dine 6,6M, TRIS/HCl 1mM, EDTA 2mM, DTE
20mM né pH 8. Pas inkubimit pér njé oré né tem-
peraturén e dhomés denatyrimi konsiderohet i
arritur.

Rinatyrimi béhet népérmjet hollimit té tretési-
rave té denatyruara né raportet 1:100 me treté-
sirén tampone Tris/HCl 0,05M né pH 8. Pér t&é
studiuar ndikimin e Gro-E né rinatyrimin e en-
zimés jané pérdorur kushte dhe gjendje té ndry-
shme, té paraqitura tek rezultateve. Pér t& mini-
mizuar agregimin e enzimés dhe Gro-E pipetimet
jané béré duke pérzieré tretésirén me shpejtési.

Pér analizimin e géndrueshmérisé sé Gro-EL
ndaj agjentéve denatyrues pérdoret spektrosko-
pia CD (dikroizmit rrethor), (Jasco DP500N
Data Procesor). DC éshté dukuria e pérthithjes
né ményré specifike té drités té polarizuar rre-
thore nga molekula optikisht aktive. Proteinat
paragesin dikroizém rrethor sepse pérmbajné
aminoacide, qé jané optikisht aktivé. Karakteris-
tikat e spektrave CD né zonén e largét (170-250
nm), pércaktohen nga konformacioni i vargjeve
polipeptidike, kryesisht nga alfa helikat, qé kané
njé formé specifike né spektér [3].

REZULTATE DHE DISKUTIME

1. Pércaktimi i qéndrueshmérisé sé protei-
nés ndaj agjentéve denatyrues

Kjo éshté e réndésishme, meqé synimi yné
éshté té vértetojmé rolin e GroEL né rinatyrimin
e proteinave té denatyruara. Ne duam té dimé
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deri né cilat pérgendrime té léndés denatyruese
mund té kemi siguri pér vete GroEL.

Njé sasi e denatyruesit mbetet ende né tretésirén
pérfundimtare me gjithé hollimin qé i béhet asaj.
Pér té studiuar ndikimin e denatyruesit u inkubua
proteina né pérgendrime né rritje t& guanidinés.

Denatyrimi u vlerésua nga studimi i spek-
trave CD né 222 nm duke vérejtur zvoggélimin e
sasisé sé strukturave sekondare (alfa helikave),
gé jané masé e denatyrimit duke e krahasuar me
strukturén native t& konsideruar si vleré 100%.

Nga spektrat CD del se pika kritike mes
gjendjes sé denatyruar dhe native géndron né
vlerén e pérqendrimit té klorurit té guanidinés
1,1M (Figura 1).
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Perqendrimi ne Guanidine (M)

Figura 1. Rinatyrimit i CD i ndjekur me spektér DC

Meqé né testet e aktivitetit pér citrat sinte-
tazén, pérqendrimi mbetés i léndéve denatyruese
pér shkak té hollimit nuk do ta kalojé asnjéheré
vlerén 0,6M, mund té themi se kjo e fundit nuk
do té luajé rol né strukturén dhe rolin e GroE.

2. Ndikimi i GroE né aktivizimin e citrat sin-
tetazés

Pér kéte u pérdor testi i aktivitetit né raportet
e pérshkruara né pjesén e metodikés. Pérgen-
drimi i CS né testin pérfundimtar ishte 0,15pM,
ndérsa ai i GroEL dhe GroES 4,2uM. Absorbimi
u mat né 412nm né 20°C.

Nga paraqitja grafike (Figura 2), shihet se
aktivizimi spontan i enzimés me pérgendrimin
0,15uM, né tretésirén rinatyruese 0,1M Tris/HCl,
10mM MgCl,, 10mM KCI né pH 8, arrin deri né
vlerén 20%. Aktivizimi né t&é njéjtin tampon me
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Figura 2. Aktiviteti i CS né mungesé dhe prani
té GroE

praniné e GroEL dhe GroES né pérgendrimin
4,2uM dhe 2mM ATP e rrit shkallén e riaktivizi-
mit deri né 60%.

Ndikimi i proteinés kujdestare né sasiné e ri-
aktivizimit t& enzimés sé denatyruar éshté mjaft
i qarté. Kjo éshté vlera mé e larta nga pesé prova
té béra pér kété eksperiment.

3. Ndikimi i viskozitetit t¢ mjedisit né riakti-
vizimin e CS

Eksperimenti u pérsérit duke pérdorur pér-
gendrime té ndryshme té glicerinés nga 2% né
20% né tretésirén rinatyruese me pérbérje 0,1M
Tris/HCI, 10mM MgCL, 10mM KCl né pH 8. Vi-
skoziteti i mjedisit éshté njé faktor stabilizues pér
palosjen spontane [13, 15].

Rezultatet e paraqitura né grafik (Figura 3),
tregojné qé kushtet béhen mé té pérshtatshme
né prani té glicerinés né tretésirén rinatyruese né
nivele mbi 10%. Sasia e riaktivizimit rritet deri ne
45%. I njgjti eksperiment u zhvilluar duke shtuar
GroE pér té vlerésuar efektin e njékohshém té
faktoréve (Figura 4). Né praniné e sistemit té
ploté chaperon dhe glicerinés 20% maksimumi i
proteinés sé rinatyruar éshté né nivelin 65%.

4. Ndikimi i pérqendrimit t& NaCl né rina-
tyrimin e citrat sintetazés.

Pér té studiuar si lidhet substrati i denatyruar
me GroE, u béné disa matje né pérgendrime té
ndryshme té kripés NaCl, né prani dhe né mun-
gesé t& kompleksit GroE.
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Figura 3. Aktiviteti i CS né pérgendrime né rritje
té glicerinés
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Figura 4. Aktiviteti i CS né glicerinés 20% dhe GroE

Nése bashkéveprimi proteinik do té kishte
njé natyré elektrostatike atéheré lidhja e citrat
sintetazés jo native me GroE do té ndikohej nga
ndryshimi forcés jonike t& mjedisit. Me rritjen e
pérgendrimit té kripés, sasia e citrat sintetazés sé
rinatyruar do té zvogélohej sepse do té mbizo-
téronin forcat e bashkéveprimit me jonet e kripés,
né krahasim me forcat e bashkéveprimit brenda
dhe ndérmolekulare. Testet u béné né pérgendri-
met né rritje t& NaCl nga 0 M deriné 1 M.

U pa ndikimi i pérgendrimit té kripés si né
rastin e rinatyrimit spontan edhe né rastin e rina-
tyrimit né prani té kompleksit GroE.

Rezultatet jané paraqitur né Tabelen 1.

Kéto rezultate shprehin qarté se rritja e pér-
gendrimit t&¢ NaCl nuk ka asnjé ndikim né sasiné
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Pérqendrimi CS né (%) CS né (%)
iNaCl (M) erinatyruar | e rinatyruar
sp i + GroE
0 19 52
0,05 22 55
0.1 17 58
0,5 27 59
1 22 52

Tabela 1. Ndikimi i pérqendrimit té NaCl né
rinatyrimin e citrat sintetazés.

e proteinés sé ripérftuar, si né rastin e rinatyrimit
spontan ashtu dhe né rastin e rinatyrimit né pra-
ni té GroE.

PERFUNDIME

1. Ndikimit i GroE né sasiné e riaktivizimit
té enzimés sé denatyruar shihet qarté né rastin
e CS. Prania e GroE pothuaj e trefishon sasiné e
enzimés sé rinatyruar (Figura 1).

2. Viskoziteti i mjedisit luan rol t& réndési-
shém né sasiné e enzimés sé rinatyruar kur GroE
nuk éshté e pranishme. Kjo éshté mése e qarté né
rastin kur rinatyrimi ndodh né ményré spontane
né njé mjedis me viskozitet né rritje. Né kété rast
(Figura 2) sasia e proteinés sé riaktivizuar arrin
mé shumeé se dyfish (20-45%). Né rastin kur kemi
né mjedis edhe praniné e chaperonit, efekti i vi-
skozitetit nuk éshté me aq thelbésor. Né kété rast
efekti chaperon “mbulon” rolin stabilizues té gli-
cerinés pér lidhjet e padéshiruara qé shogérohen
me agregime. Kjo ka té b&jé me mekanizmin spe-
cifik té veprimit té chaperonit. Lidhja e zinxhirit
proteinik té GroEL ndodh né ményré spontane,
pérkundrazi léshimi i tij kérkon praniné e GroES
dhe ATP. Pér njohjen e sakté né nivel molekular
té kétij bashkéveprimi punohet akoma. Deri tani
dihet se procesi chaperon, kalon népér tre faza,
kapja, palosja dhe léshimi i proteinés. GroEL
éshté njé tetradekamer i organizuar né dy unaza
shtatéshe mbi njéra tjetrén dhe GroES njé hepta-
mer né formé té njé unaze.

Maksimumi i aktivitetit (65%) arrihet né pra-
niné e glicerinés né nivelet mbi 10% dhe té siste-
mit té GroE (Figura 3).

3. Mosndikimi i pérgendrimit t& NaCl né sa-
siné e proteinés sé rinatyruar jep té dhéna pér

Abktet e Takimit Vjetor, Vell. II, Nv. 3

natyrén jo elektrostatike té bashkéveprimit

Pérfundimisht mund té themi se roli i kom-
pleksit GroE si njé proteiné chaperone, qé ndih-
mon né rinatyrimin e proteinave jonative né
qelizé u rivértetua né sistemin in vitro té CS né
kushtet specifike té pérdorura nga ne.
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