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1. UVOD

Proteini su makromolekule s nizom funkcija u stanici. Uglavhom obavljaju jednu
funkciju u stanici, ali se otkriva sve viSe multifunkcionalnih proteina [1]. Razli¢iti mehanizmi
su zasluzni za to da protein moZe obavljati vise funkcija: moze do¢i do fuzije gena, postoje
porodice homolognih proteina, razli¢ite varijante proteina nakon prekrajanja molekule RNA,
a nedavno je otkrivena jo$ jedna skupina multifunkcionalnih proteina, a to su stari proteini s
novim funkcijama ili engleski moonlighting proteini [2]. Osobitost ovih multifunkcionalnih
proteina se pronalazi u tome da se obje funkcije, koje odredeni protein obavlja, nalaze na
istom polipeptidnom lancu [1,3]. Ovakva definicija moonlighting proteina iskljucuje proteine
koji su rezultat fuzije gena te proteine koji su translacijski rezultat razlicitih varijanti istog
gena nakon prekrajanja molekule RNA. JoS jedan vazan kriterij za moonligting proteine je
neovisnost obaju funkcija (funkcije su Cesto i nepovezane), Sto znaci da inaktivacija jedne ne

bi trebala utjecati na drugu i obratno.

Moonligting proteini prisutni su na svim razinama zivog svijeta, u prokariotima,
kvascima, biljakama i Zivotinjama. NajviSe primjera je vezano za kvasce jer je upravo u njima

ovaj fenomen najvise i istrazen [1,4].

Proteini koji se ponaSaju kao moonlighting proteini uklju¢eni Su u niz stani¢nih funkcija
I biokemijskih puteva poput transmembranskog prijenosa, sinteze te popravka molekule
DNA, ukljuceni su u kromatinske strukture i citoskelet te metabolizam razli¢itih stani¢nih
makromolekula: proteina, aminokiselina, Secera i lipida [3]. Tako se za 7 od 10 enzima
glikolitickog puta zna da se ponaSaju kao moonlighting proteini te za 7 od 8 enzima ciklusa
limunske kiseline [1]. Kako se radi o velikoj skupini medusobno razli¢itih proteina te zbog
toga Sto su ukljuceni u cijeli niz puteva u stanici, istraZivanja i nove spoznaje o moonlighting

proteinima su vazni i za otkrivanje nastanka razli¢itih bolesti, ali i njihovo sprjecavanje.



2. STARI PROTEINI S NOVIM FUNKCIJAMA

2.1. Op¢enito o starim proteinima s novim funkcijama

Fenomen moonlighting proteina otkriven je 1980-ih kada je primije¢eno da odredeni
strukturni proteini lece oka iz kraljeznjaka obavljaju viSe od jedne funkcije [1]. Otkriveno je
da pacji &-kristalin obavlja i funkciju laktat dehidrogenaze, dok u kornjaca t-kristalin djeluje i

kao glikoliti¢ki enzim a-enolaza [1,5,6].

Kada su otkriveni, za njih je koristen naziv gene sharing proteins [1], dok se danas za
oznacavanje ove posebne skupine proteina, Koji provode visestruke autonomne funkcije bez
da se one podijele unutar domena istog proteina, ¢esce koristi pojam moonlighting proteins
[4,7]. Mnogi od poznatih moonlighting proteina su visoko konzervirani enzimi, ali danas jo$
nema to¢nog objadnjenja ovog fenomena. Smatra se da je to zbog toga jer se takvi proteini
pojavljuju u razli¢itim vrstama te je zbog toga veca vjerojatnost da su vremenom razvili i
dodatnu funkciju tj. funkcije [1]. Takoder, zanimljiva je ¢injenica da se neovisna sekundarna
funkcija ¢esto pojavljuje u proteinima koji su u stanici konstitutivno eksprimirani u visokim

koncentracijama [1,8].

2.2 Zamjena i autonomija funkcija

Protein na razli¢ite naCine moze obavljati i mijenjati funkcije unutar jednog
polipeptidnog lanca [1-3] (Slika 1.). Moguce je da se isti protein eksprimira u razliitim
tipovima stanica. Neki proteini imaju jednu funkciju kada se nalaze u citosolu, a do promjene
funkcije dolazi ako se protein iz citosola premjesti u neki od organela ili ako dode do njegove
sekrecije u medustani¢ni prostor. Takoder signal za promjenu funkcije moze biti vezivanje
liganda, neke male molekule ili drugog proteina za moonligting protein ili interakcija s
molekulama DNA ili RNA. Neki moonlighting proteini koriste razli¢ite povrsine za primarnu
i sekundarnu funkciju, jedna funkcija se moze izvoditi na povrsini s hidrofobnim skupinama,
dok se druga izvodi na hidrofilnoj, otapalu okrenutoj povrsini. Takoder promjene uvjeta u
stanici, poput promjene temperature ili promjena u redoks stanju stanice, mogu dovesti do

promjene funkcije proteina. Naravno postoje i proteini koji kombiniraju ove nacine prelaska



iz jedne funkcije u drugu. Medu dosad poznatim moonligting proteinima postoje oni za koje

se zna nacin promjene funkcije, ali postoje mnogi za koje to jo$ treba odrediti.
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Slika 1. Protein moze imati razli¢ite funkcije: kad je izvan stanice, unutar organela ili u
razli¢itim stani¢nim tipovima. Do promjene moZze do¢i zbog interakcije s malim molekulama
ili drugim proteinima te stupanjem u komplekse, ako protein ima dodatno kataliticko mjesto.
Preuzeto i prilagodeno iz Molecular mechanisms for multitasking: recent crystal structures of

moonlighting proteins, C. J. Jeffery [2].

Amelogenin je protein mineralizirane zubne cakline, ali je takoder pronaden u mozgu i
drugim mekim tkivima [3]. Njegova primarna uloga je u oblikovanju kristala minerala u
mineraliziranoj zubnoj caklini. Jasno je da takva funkcija nije potrebna u stanicama mozga i
stanicama mekih tkiva pa se eksprimiranost ovog proteina u takvim tkivima moZze pripisati
odredenoj sekundarnoj funkciji te se s obzirom na to ovaj protein moze okarakterizirati kao
moonlighting protein. Tako je ovaj protein dobar primjer za to da promjena funkcije moze biti
posljedica eksprimiranosti u razli¢itim tipovima stanica. JoS jedan primjer ove skupine
proteina je 1 citokrom c, protein koji kada je smjeSten u medumembranskom prostoru

mitohondrija sudjeluje u lancu prijenosa elektrona, a prelaskom u citosol mijenja svoju



funkciju te postaje dio kaskada apoptoze formirajuc¢i kompleks s aktiviraju¢im faktorom
apoptoskih proteaza ili Apaf-1 [1,9]. Ovaj protein je primjer za promjenu funkcije prelaskom
iz organela, u ovom slucaju mitohondrija, u citosol. Kod bakterijskog Saperona, proteina Deg
P (HtrA), okolisni uvjeti utjecu na odabir funkcije; izmedu proteazne i Saperonske funkcije se
bira s obzirom na temperaturu u okolini te povecanjem temperature prevladava proteazna

aktivnost [2,10-12].

Vazno je joS jednom naglasiti da su primarne i sekundarne funkcije ovih proteina
medusobno neovisne, $to je dokazano nizom pokusa, koriste¢i kristalografiju x-zraka i pokuse
koji uklju¢uju uvodenje mutacija. Pokusi uvodenja mutacija su pokazali neovisnost funkcija
citokroma c; ako se citokrom ¢ mutira na naéin da nema funkcionalni redoks kapacitet,
prelaskom u citosol i dalje uspjeSno vezuje Apaf-1 te ostaje funkcionalni dio kaskada
apoptoze [1,13,14]. S druge strane, moguce je protein mutirati tako da ostane funkcionalni dio
lanca prijenosa elektrona, ali da ne moze vezati Apaf-1 i obavljati svoju sekundarnu funkciju.
Zanimljiv primjer neovisnosti funkcija je i presenilin iz vrste Physcomitrella patens gdje je
neovisnost funkcija, one Kkataliticke u kompleksu vy-sekretaze i morfoloske uloge u
citoskeletnoj mrezi, dokazana unoSenjem Kkataliti¢ki neaktivnhog humanog presenilina u

stanicu te je uoceno kako je morfologija o¢uvana [1].

2.3 Evolucija starih proteina s novim funkcijama

Postoji viSe teorija koje pokuSavaju objasniti nastanak moonlighting proteina [1].
Odredeni znanstvenici smatraju da su moonlightnig proteini nastali kako bi se prosirio
funkcionalni kapacitet organizma bez tereta povecanja genoma [7]. Ipak ta ideja je u
kontradikciji s ¢injenicom da postoji veliki broj organizama s velikim dijelovima genoma bez
funkcije, pa s obzirom na to i ne postoji pritisak za ogranicenje veli¢ine genoma. Druga ideja
o0 razlogu evolucijskog nastanka ove skupine multifunkcionalnih proteina predlozena je u radu
Ganceda i suradnika [4] na ovoj skupini proteina u kvascima. Ta ideja je u skladu s tako
zvanom tinkerer evolucijom [1], teorijom da u evoluciji postoji niz dogadaja gdje su na
razlicite nacine rijeSeni sli¢ni problemi te da tijekom evolucije nove funkcije nastaju jedino
prilagodbom postojecih. Autor smatra da ne postoji krajnji cilj u evoluciji, pa tako ni u
evoluciji moonlighting proteina, te da nove funkcije nastaju prilagodbom onih starih. U radu

na kvascima je uoceno da je primarna funkcija vjerojatno bila ona kataliticka i da su dijelovi



proteina Koji nisu bili nuzno potrebni za enzimsku aktivnost bili skloniji promjeni. Takoder
smatra se da je stjecanje moonligting obiljezja kod razlicitih proteina bio niz razli¢itih
dogadaja u evoluciji. Ocigledno je i da su kroz evoluciju oni proteini koji su konzerviraniji i
stariji te koji imaju vec¢u konstitutivnu ekspresiju u stanici bili ti koji su ¢eScée ,,0dabirani za
poprimanje sekundarne uloge. U konac¢nici ako ta sekundarna funkcija rezultira prednos$éu za
organizam, ona ¢e se evolucijski zadrzati [1]. Smatra se da ipak nisu svi proteini mogli
evoluirati tako da postanu moonligting nego su morali postojati odredeni preduvjeti za to, te
su se pritom morale dogoditi odredene mutacije koje nec¢e negativno utjecati na primarnu
funkciju. Jasno je da je mali broj mutacija koje ¢e omoguciti funkcionalnu sekundarnu
funkciju, a da pritom ne utjeCu na aktivnost primarne. Radi se 0 mutacijama koje bi imale
jako mali utjecaj na prirodnu funkciju proteina, ali jako znac¢ajan utjecaj na onu sekundarnu
[15].

2.4 Kiristalne strukture starih proteina s novim funkcijama

Moguénost proteina da biraju izmedu dviju funkcija je od velike koristi stanici odnosno
organizmu; promjena funkcije moze znaliti promjenu u odredenom signalnom ili
biokemijskom putu te tako omoguciti stanici odgovor na okoliSne uvjete [2]. Otkrivene
kristalne strukture su omogucile veée razumijevanje kako proteini ,,kombiniraju” dvije

funkcije i mehanizam promjene funkcije.

Ve¢ spomenuti bakterijski Saperon Deg P [2] je ponovno zanimljiv primjer; njegova
kristalna struktura je otkrila da se radi 0 heksamernom proteinu ¢ije su podjedinice
rasporedene ili kao dimeri ili kao trimeri te da se u srediStu nalazi Supljina u koju se smjestaju
denaturirani polipeptidni lanci (Slika 2.). Svaka podjedinica uz proteaznu domenu sadrzi jos
dvije domene. Proteazno aktivno mjesto se nalazi u centralnoj domeni te pri 4 °C, kada se
protein ponaSa poput Saperona, proteazna domena je =zatvorena omcama koje tvore
podjedinice te je tako sprijecen ulazak proteina u proteazno aktivno mjesto. Pomicanje omci

je klju¢ u promjeni funkcije ovog proteina.
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Slika 2. Tercijarna struktura bakterijskog proteina Deg P. Slike a) i b) pokazuju otvorenu
proteinsku konformaciju, slike ¢) i d) zatvorenu. Preuzeto iz Molecular mechanisms for
multitasking: recent crystal structures of moonlighting proteins, C. J. Jeffery [2].

RazjaSnjena kristalna struktura je omogucila i vece razumijevanje djelovanja akonitaze
(Slika 3.). Primarna funkcija ovog proteina je kataliza pretvorbe citrata u izocitrat u ciklusu
limunske kiseline i za tu reakciju enzim treba klaster Zeljezo-sumpor (4Fe-4S); promjenom
dostupnosti Zeljeza u stanici mijenja se i uloga proteina i bez klastera protein se ponaSa poput
MRNA-vezujuceg proteina koji ima ulogu u transkripciji [3]. Kristalna struktura je takoder
pokazala da se enzim nalazi u otvorenijoj konformaciji kada je vezan za molekulu RNA.
Promjena funkcije zahtjeva velike promjene u samoj strukturi proteina te aminokiseline koje
su bile smjeStene u unutradnjosti strukture promjenom funkcije stupaju u interakcije s
molekulom RNA. Takoder aminokiseline koje tvore aktivno mjesto i one koje ¢ine RNA-

vezno mjesto se preklapaju.



Slika 3. Velike strukturne promjene u akonitazi se dogadaju prilikom prelaska iz kataliticke u
RNA-veznu konformaciju. Preuzeto iz Moonlighting proteins-an update, C. J. Jeffery [3].

Novootkrivene kristalne strukture su pokazale da medu moonligting proteinima postoje i
oni kojima nedostaje dobro definirana trodimenzionalna struktura te spadaju u grupu
intrizi¢no nestrukturiranih proteina (intrinsically unstructured proteins, IUP) [3]. Interakcija
ovih proteina s razli¢itim proteinskim partnerima moze ukljucivati istu povrsinu ili povrsine
koje se preklapaju. Takoder ovaj tip proteina moze vezati istog partnera u dvije razlicite

konformacije i preko dva razli¢ita vezna mjesta.

S obzirom da se radi o raznolikoj skupini proteina u koju spadaju proteini s razli¢itom
ulogom, smjeStajem u stanici ili strukturom teSko je na osnovi nekoliko primjera objasniti
kako funkcionira pojedini proteinski ¢lan ove skupine, ali to ipak olak3ava razumijevanje

ovog fenomena.

3. BIOLOSKI I MEDICINSKI ZNACAJ STARIH PROTEINA S NOVIM
FUNKCIJAMA

Od kada su otkriveni moonlighting proteini pa do danas identificirano je nekoliko stotina
predstavnika ove skupine, a broj novootkrivenih je sve veci. S obzirom na to pokazuje se i sve
veca vaznost ove skupine proteina, osobito jer su otkriveni brojni proteini ukljuceni u vazne
stani¢ne procese koji pokazuju karakteristike ove skupine. Poznati primjeri moonlighting
proteina su gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, Hsp 60 i tRNA sintetaza [16], proteini koji

su dio vaznih stani¢nih procesa u eukariotskim stanicama. Prvi enzim je dio glikolitickog puta
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te katalizira nastajanje 1,3-bisfosfoglicerata, Hsp 60 je Saperonin koji u stanici stupa u
interakciju s nizom nesmotanih ili pogreSno smotanih proteina te pomaze njihovo pravilno
smatanje, a bez funkcionalne tRNA sintetaze ne bi bio mogu¢ jedan od najvaznijih procesa u
stanici, translacija. Jasno je da poremecaj u funkciji ovih proteina moze imati velike
posljedice za stanicu, ali i za Citav organizam. Jedan od takvih primjera je i poremecaj
aktivnosti dihidrolipoamid dehidrogenaze (DLD) [1,17]. Ovaj protein je komponenta niza
multienzimskih kompleksa te je kljucan za redoks ravnotezu i metabolizam energije u stanici.
Ako dode do poremecaja aktivnosti ovog enzima U novorodencadi javlja se slabi miSi¢ni

tonus i1 poremecaji u metabolizmu takve djece.

Moonlighting proteini, uz to Sto sudjeluju u vaznim stani¢nim procesima u eukariota te
su uzrok bolesti ako dode do poremecaja funkcija, takoder su vazan ¢imbenik u interakcijama
izmedu bakterija 1 njihovih domacina te tako dio bakterijske virulencije. Pronalazi se sve veci
broj bakterijskih vrsta u kojima su prisutni proteini koji imaju karakteristike ove skupine te
takvi proteini koji mogu ,,pomo¢i* bakteriji u njenoj virulenciji, a medu njima su metabolicki
enzimi glikolitickog puta te proteini Saperoni [17]. Tako je otkriveno da ve¢ spomenuti
glikoliticki enzim gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza sudjeluje u bakterijskoj virulenciji jer
ima sposobnost vezivanja niza molekula domacinskih stanica poput glikoproteina lizozima i
fibronektina te citoskeletnih proteina aktina i miozina [17-18]. Takoder, pronaden je cijeli niz
proteina citosola na povrSini bakterijske stanice Sto moZze biti indikator, ali ne i dokaz, da se
radi o bakterijskim moonlighting proteinima. Bakterijski molekularni Saperoni sudjeluju u
bakterijskoj virulenciji najéesée tako da aktiviraju ili inhibiraju sintezu fagocitnih citokinina i

to je njihova najc¢es¢a moonlighting aktivnost [17].

Zanimljiv dio istrazivanja ovog fenomena je i primjena znanja o ovoj posebnoj skupini
proteina u razvoju lijekova. Ipak potrebno je joS viSe znanja o samim mehanizmima i
strukturalnim osnovama ovih proteina da bi ih se moglo upotrijebiti u ove svrhe [17]. Takoder
poseban izazov predstavlja to Sto ovi proteini obavljaju viSestruke funkcije na jednom
polipeptidnom lancu 1 ako bi se htjelo jednu od funkcija utisati ili pojacati u terapijske svrhe
to mora imati minimalnog utjecaja na onu drugu funkciju. To nije uvijek jednostavno posti¢i
bez obzira na Cinjenicu da su u normalnim uvjetima u stanici primarna i sekundarna funkcija
autonomne i neovisne jedna o drugoj. Primjer je uloga citoplazmatskih enzima u bakterijskoj

virulenciji, gdje bi posljedi¢na inhibicija citoplazmatske aktivnosti mogla imati toksi¢ni
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ucinak ako se djeluje na njihovu ulogu na stani¢noj povrsini [17]. Jasno je da je potreban

razvoj takvih lijekova koji ¢e imati ciljano djelovanje i nece izazivati Stetne nuspojave.

4. ZAKLJUCAK

Glavni uvjet da bi odredeni protein bio okarakteriziran kao moonlighting protein je
njegova sposobnost da provodi oc€ito razli€ite bioloSke uloge, a bez da ih podijeli na razlicite
domene, to jest sposobnost izvodenja razli¢itih funkcija uz pomo¢ jednog polipeptidnog lanca.
Ova skupina proteina je zanimljiva zbog svojih karakteristika, ali i zbog ideje da bi kona¢no
mogla ponuditi objasnjenje za mali broj proteina kodiranih ljudskim genomom te kako se bez
obzira na to pojavila tolika kompleksnost sveukupnih stani¢nih procesa. Sekvenciranjem
ljudskog genoma uoceno je da genom kodira za manji broj proteina nego Sto se ocekivalo 1 da
je taj broj nedovoljan ako bi se slozenost stanice 1 velika kompleksnost stani¢nih tipova
pokuSala objasniti sukladno ideji da jedan gen kodira za jedan protein, koji obavlja isklju¢ivo
jednu funkciju [17]. Sve to ukazuje na veliki bioloski znacaj i zanimljivost ovih proteina jer
nam pokazuju da je stani¢na fiziologija jo§ kompleksnija nego Sto se to ranije smatralo.
Takoder jasno je da bi se u potpunosti razumjelo sve stani¢ne procese treba gledati vezu
izmedu svih tih metaboli¢kih i signalnih mreza u stanici, a moonlighting proteini tu pokazuju
zanimljivu poveznicu izmedu udaljenih i Cesto nepovezanih stani¢nih puteva. Puno je jos
istraZzivanja potrebno da bi se razumjelo na koji nacin stanica ,,usmjerava“ moonlighting
protein izmedu razli¢itih lokacija i funkcija, ali ¢e nam nova saznanja o ovoj skupini proteina
ponuditi odgovore na neka od pitanja o prilagodljivosti stanica na razliCite okolisne uvjete i

pojasniti nam kompleksnu mrezu stani¢nih dogadaja.
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6. SAZETAK

Stari proteini s novim funkcijama ili moonlighting proteini posebna su skupina proteina
otkrivena 80-ih godina proslog stolje¢a medu strukturnim proteinima le¢e oka kraljeznjaka.
Otkrivanjem sve veceg broja predstavnika ove skupine postalo je jasno da se radi o grupi
proteina koji se medusobno razlikuju u svojoj strukturi, ulozi i smjeStaju u stanici. Ovi
proteini uklju¢eni su u niz stani¢nih procesa poput sinteze i popravka molekule DNA,
transmembranskog prijenosa te metabolizma niza stani¢nih makromolekula, aminokiselina,
proteina, lipida i Secera. Glavno obiljezje ovih proteina je autonomija primarne i moonlighting
funkcije te inaktivacija jedne nema utjecaja na drugu i obratno. Takoder je vazno napomenuti

da se radi o bioloski i medicinski vaznoj, ali jo$ uvijek nedovoljno istrazenoj skupini proteina.

7. SUMMARY

Moonlighting proteins are the special group of proteins identified in 1980's among
structural proteins in the lens of the vertebrate eye. As more and more members of this group
have been identified, it has become evident that this special group consists of proteins
different by its structure, role and position in the cell. These proteins play important role in
many significant cell pathways and processes such as DNA synthesis and repair,
transmembrane transport and amino acid, protein, lipid and sugar metabolism. The main
feature of the moonlighting proteins is autonomy of primary and moonlighting functions, and
inactivation of the one has no influence on the other and vice versa. In addition, it must be
emphasized that, even though this group of proteins is not sufficiently investigated, they have

significant medical and biological importance.
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