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ABSTRACT 

The Chaperonins (HSP60) constitute a family of essential molecular chaperone proteins that 

function as key players in the cellular proteostasis network. They are responsible for the folding 

and function of ~10 – 15% of the cellular proteins under normal conditions, which increases to 

~ 30% under conditions of stress, such as heat shock. Group I chaperonins, that are 

predominantly found in the bacterial cytosol, mitochondrial lumen and in chloroplasts, function 

in association with the HSP10 (HSP20 in chloroplasts) family of proteins, also known as the 

co-chaperonins. The bacterial homologs of HSP60 and HSP10 are denoted by Cpn60 and 

Cpn10 respectively, to distinguish them from the organellar homologs. Most of the studies 

investigating the structure and function of bacterial chaperonin systems have been centred 

around the E. coli chaperonin system consisting of GroES (Cpn10) and GroEL (Cpn60). Until 

recently, the GroES-GroEL system was deemed as the prototypical bacterial chaperonin 

systems vis-à-vis structure, function and mechanisms of action. However, recent investigation 

of diverse chaperonin systems have illustrated that the biochemical and biophysical properties 

of chaperonins may not be universal. Mycobacteria, a genus containing some notorious 

pathogens, curiously possess two chaperonin genes, cpn60.1 and cpn60.2, but only one co-

chaperonin gene, cpn10. The protein products of the Mycobacterial cpn genes are particularly 

enigmatic in that they possess multiple moonlighting functions, while their molecular 

chaperone functions have not been illustrated with certainty. In this thesis, we sought to explore 

the molecular chaperone function of the chaperonin systems, Cpn10-Cpn60.1 and Cpn10-

Cpn60.2, from two pathogenic Mycobacterium species, M. tuberculosis and M. marinum. 

We began by analysing the similarities and differences between the E. coli and Mycobacterial 

chaperonin and co-chaperonin proteins at the sequence and structural levels. We specifically 

probed the presence of conserved motifs and domains critical for chaperonin function in the 

Mycobacterial homologs. Thereafter, we evaluated the ability of the Mycobacterial chaperonin 
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systems to reinstate intracellular chaperonin function in an E. coli experimental strain depleted 

of endogenous GroES and GroEL. We initially investigated the chaperonin function by 

evaluating the ability of the Mycobacterial chaperonin systems to restore cell viability and 

proliferation in the E. coli model. We found that the Cpn10-Cpn60.1 systems could only support 

cell survival, while the Cpn10-Cpn60.2 systems could also augment cell proliferation. Our 

findings suggest that, in Mycobacteria, both the chaperonin systems possess intracellular 

chaperonin function but with subtle differences amongst the two systems. We subsequently 

proceeded with chaperonin-assisted protein-folding assays to probe the ability of the chaperonin 

systems in preventing the aggregation and augmenting the folding of MetK, an obligate GroEL 

client and an essential E. coli protein. The in vivo functional assays illustrated that the Cpn10-

Cpn60.1 systems are adept at preventing MetK aggregation, while Cpn10-Cpn60.2 are 

proficient at supporting both aggregation prevention and productive folding. Furthermore, in 

line with a previous report on phosphorylation-induced oligomerisation of Cpn60.1, we decided 

to evaluate the impact of Cpn60.1 phosphorylation on its chaperonin function. Our findings 

suggest that phosphorylation at Ser75 and Ser393 augments the chaperonin function of the M. 

tuberculosis Cpn60.1, allowing it to support cell proliferation in the E. coli model. This appears 

to be an adaptive mechanism to regulate the overall intracellular chaperonin capacity under 

normal conditions, which may be enhanced by Cpn60.1 phosphorylation to improve cellular 

fitness under conditions of stress. 

In conclusion, our findings illustrate the intracellular molecular chaperone function of the 

Mycobacterial chaperonin systems. We hereby establish that both the chaperonin systems of 

M. tuberculosis and M. marinum (and by extrapolation, possibly of all Mycobacteria) are adept 

at canonical chaperonin function. On the basis of our findings, we propose that Cpn10-Cpn60.2 

represents the housekeeping chaperonin system in Mycobacteria, with Cpn10-Cpn60.1 

supplementing the intracellular chaperonin capacity as per the cellular requirements. 
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सार 

चैपरोनिि (HSP60) आवश्यक आणनवक चैपरोि प्रोटीि के एक पररवार का गठि करते हैं जो सेलुलर 

प्रोनटयोसे्टनसस िेटवकक  में प्रमुख खखलाऩियोों के रूप में काम करते हैं। वे सामान्य पररखथिनतयोों में ~ 10-

15% सेलुलर प्रोटीि के तह और कृत्य के नलए नजमे्मदार हैं, जो गमी के झटके जैसे तिाव की खथिनतयोों में 

~ 30% तक बढ़ जाता है। गु्रप I चैपरोनिि, जो मुख्य रूप से बैक्टीररयल साइटोसोल, माइटोकॉखरि यल 

लुमेि और क्लोरोप्लास्ट में पाए जाते हैं, HSP10 (क्लोरोप्लास्ट में HSP20) प्रोटीि पररवार के साि नमलकर 

काम करते हैं, नजन्हें को-चैपरोनिि भी कहा जाता है। HSP60 और HSP10 के जीवाणु समरूपोों को क्रमशः  

Cpn60 और Cpn10 द्वारा निरूनपत नकया जाता है, तानक उन्हें ऑगेिेल होमोलॉग से अलग नकया जा सके। 

बैक्टीररयल चैपरोनिि नसस्टम की सोंरचिा और कायक की जाोंच करिे वाले अनिकाोंश अध्ययि एस्चेरिचचया 

कोलाई  चैपरोनिि नसस्टम के प्रोटीि, GroES (Cpn10) और GroEL (Cpn60), पि कें नित हैं। कुछ समय 

पहले तक, चैपरोनिि सोंरचिा, कायक और नक्रया के चिषय में GroES-GroEL चिस्टम को आदर्श 

बैक्टीररयल चैपरोनिि नसस्टम के रूप में समझा जाता िा। हालाोंनक, नवनवि चैपरोनिि प्रणानलयोों की 

हानलया जाोंच िे स्पष्ट नकया है नक चैपरोनिि के जैव-रासायनिक और जैव-भौनतक गुण सावकभौनमक िही ों 

हो सकते हैं। उतु्सकता से, माइकोबैक्टीररया में दो चैपरोनिि जीि, cpn60.1 और cpn60.2, है लेनकि 

केवल एक को-चैपरोनिि जीि, cpn10, है । माइकोबैक्टीररयल cpn60  जीन्स के प्रोटीि उत्पाद नवशेष 

रूप से रहस्यपूणक हैं क्ोोंचक उिके पास कई मूनलाइच ोंग कृत्य हैं, जबनक उिके आणनवक चैपरोि कृत्योों 

को निनितता के साि नचनित िही ों नकया गया है। इस िीनसस में हमिे दो रोगजिक माइकोबैक्टीररयम 

प्रजानतयोों, एम. टू्यबरकुलोनसस और एम. मेररिम के चैपेरोनिि नसस्टम, Cpn10-Cpn60.1 और Cpn10-

Cpn60.2, के आणनवक चैपरोि फों क्शि का पता लगािे का प्रयाि चकया है । 

हमिे ई. कोलाई  और माइकोबैक्टीररयल चैपरोनिि और सह-चैपरोनिि प्रोटीि के बीच समािता और 

अोंतर का नवशे्लषण नकया । हमिे नवशेष रूप से माइकोबैक्टीररयल होमोलोग्स में चैपरोनिि फों क्शि के 

नलए महत्वपूणक सोंरनित रूपाोंकिोों और डोमेि की उपखथिनत की जाोंच की। इसके बाद, हमिे अोंतजाकत 
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GroES और GroEL से हीन ई. कोलाई  में इोंटि ासेलु्यलर चैपरोनिि फों क्शि को बहाल करिे के नलए 

माइकोबैक्टीररयल चैपरोनिि नसस्टम की िमता का मूल्याोंकि नकया । हमिे शुरू में ई. कोलाई   में जीिन 

क्षमता और िृद्धि को बहाल करिे के नलए माइकोबैक्टीररयल चैपरोनिि नसस्टम की िमता का मूल्याोंकि 

चकया । हमिे पाया नक Cpn10-Cpn60.1 नसस्टम केवल सेल अखित्व का समिकि कर सकते हैं, जबनक 

Cpn10-Cpn60.2 नसस्टम सेल प्रसार को भी बढ़ा सकते हैं। हमारे निष्कषक बताते हैं नक, माइकोबैक्टीररया 

में, दोिोों चैपरोनिि प्रणानलयोों में इोंटि ासेलु्यलर चैपरोनिि फों क्शि होता है, लेनकि दोिोों प्रणानलयोों के बीच 

सूक्ष्म अोंतर होता है। हम ने चैपरोनिि-सहायता प्राप्त प्रोटीि-फोखडोंग एसेज़ के साि MetK, एक बाध्य 

GroEL क्लाइोंट और एक आवश्यक ई. कोलाई  प्रोटीि, के फोखडोंग को बढ़ािे में चैपरोनिि नसस्टम की 

िमता की जाोंच की । इन िीिो  फों क्शिल एसेज़ िे सनचि नकया नक Cpn10-Cpn60.1 नसस्टम MetK 

एकिीकरण को रोकिे में मानहर हैं, जबनक Cpn10-Cpn60.2 एकिीकरण की रोकिाम और उत्पादक 

फोद्धडोंग दोिोों का समिकि करिे में कुशल हैं। इसके अलावा, Cpn60.1 के फॉस्फोराइलेशि-पे्रररत 

ओनलगोमेराइजेशि पर नपछली ररपोटक के अिुरूप, हमिे इसके चैपेरोनिि फों क्शि पर Cpn60.1 

फॉस्फोराइलेशि के प्रभाव का मूल्याोंकि चकया । हमारे निष्कषक बताते हैं नक Ser75 और Ser393 पर 

फॉस्फोराइलेशि एम. टू्यबरकुलोनसस  Cpn60.1 के चैपरोनिि फों क्शि को बढ़ाता है, नजससे यह E. coli 

मॉडल में सेल प्रसार का समिकि करता है। यह सामान्य पररखथिनतयोों में समग्र इोंटि ासेलु्यलर चैपरोनिि 

िमता को नवनियनमत करिे के नलए एक अिुकूली चियाचिचि प्रतीत होती है, नजसे तिाव की खथिनत में 

सेलुलर नफटिेस में सुिार के नलए Cpn60.1 फॉस्फोराइलेशि द्वारा बढ़ाया जा सकता है। 

अोंत में, हमारे निष्कषक माइकोबैक्टीररयल चैपरोनिि नसस्टम के इोंटि ासेलु्यलर आणनवक चैपरोि फों क्शि 

का वणकि करते हैं। हम एतद््दवारा थिानपत करते हैं नक एम. टू्यबरकुलोनसस और एम. मेररिम (और 

एक्सटिपलेशि द्वारा, सोंभवत: सभी माइकोबैक्टीररया) के दोिोों चैपरोनिि नसस्टम कैिोनिकल चैपरोनिि 

फों क्शि में मानहर हैं। हमारे निष्कषों के आिार पर, हम प्रिाव करते हैं नक Cpn10-Cpn60.2 

माइकोबैक्टीररया में हाउसकीनपोंग चैपरोनिि नसस्टम का प्रनतनिनित्व करता है, Cpn10-Cpn60.1 सेलुलर 

आवश्यकताओों के अिुसार इोंटि ासेलु्यलर चैपरोनिि िमता को पूरक करता है।  
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