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INTRODUCCIO

1.1. PRESENTACIO

L'estructura tridimensional d’una
proteina constitueix la forma funcional de
la informacio genetica que transfereix el
genoma dels diferents organismes vius.
Recentment, la sequenciacié del genoma
de centenars d’organismes, inclos el
genoma huma, esta revolucionant el mon
de la biologia. D’aqui a poc coneixerem la
sequencia de nucleotids de tots i cadascun
dels gens d’organismes tan diversos com
procariotes, llevats, nematodes, plantes,
peixos, mamifers, etc., i per tant,
coneixerem la seqgtieéncia d’aminoacids de
totes les proteines per les que aquests gens
codifiquen. Tanmateix, malgrat Ia
importancia d’aquesta informacio, encara
no sabrem predir I'estructura
tridimensional de les proteines ni la via de
transformaci6 que la  sequéncia
d’aminoacids ha de seguir per plegar-se
correctament i adquirir I'estructura
funcional. Per aix0 els avencos en la
determinacio de la sequéncia
d’aminoacids, resten incomplets i s6n
dificils d’explotar sense entendre el procés
de plegament, que desxifra les vies de
transformacio cap a una unitat funcional.

Les funcions d’'una proteina venen
determinades per la seva estructura, que
delimita les interaccions especifiques amb
Aquesta estructura
s'assoleix mitjancant el mecanisme de
plegament, propi de cada proteina. Durant
I'’extensio de les cadenes d’aminoacids
naixents sintetitzades pels ribosomes,
aquestes s’empaqueten en estats més

altres molécules.

globulars, a través de la unio de les regions
més hidrofobiques que s’interioritzen per
evitar el contacte amb el medi aquds, i
d'aquesta manera adquireixen una
estructura soluble. Les conformacions
proteiques que es troben en la natura sén
solubles o associades a membranes
cel-lulars. Pero el procés de plegament de
proteines és susceptible a errors i aixo pot
generar agregats insolubles de proteines
gue resulten en la pérdua de la seva funcio
biologica.

L’estudi del plegament de proteines és
una area de recerca molt activa, que inclou
aspectes de biologia, quimica, bioquimica,
bioinformatica i fisica. EI gran interés en
entendre les vies de plegament que
dirigeixen una cadena polipeptidica a la
seva estructura tridimensional i activa es
deu, principalment, a dues raons: 1)
Gltimament s’estan identificant un nimero
creixent de patologies associades al mal
plegament de proteines i 2) I'agregacio de
proteines ocasiona entrebancs pel
desenvolupament del disseny i produccio
de noves proteines amb funcions especials.

Darrerament s’han descrit moltes
malalties humanes i animals causades per
I'agregacio de proteines, entre les quals es
coneixen les encefelopaties
espongiformes, que inclouen les malalties
prionigues, com l'escrapie en ovelles, la
malaltia de les vaques boges, o la malaltia
de Creutzfeld-Jacob en humans; i les
patologies provocades per la formacio de
plaques amiloides, com I'Alzheimer o el
Parkinson.

El desenvolupament de la biotecnologia
i, sobretot, la utilitzacié d’organismes vius
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com a fabriques cellulars per a la
produccio de proteines d’interés, també
s’ha vist perjudicada per problemes de
plegament de proteines, errors en aquest
procés porten a la formacié de grans
agregats de proteina, coneguts com a
cossos d'inclusid, que representen un dels
principals obstacles per obtenir un bon
rendiment dels processos de produccio.

Els cossos d'inclusi6 van ser descrits per
primera vegada per Prouty i col. el 1975.
Durant el creixement d’Escherichia coli en
preséncia de l'analeg d’aminoacids
canavinina, s'observaren uns granuls
citoplasmatics amorfes que en el
microscopi optic de contrast de fases
presentaven un aspecte de particules
denses i retractils, i en el microscopi
electronic es mostraven com estructures
desorganitzades (Fig.1) (Prouty i col., 1975).
L’estudi molecular d’aquests granuls va
mostrar que estaven  compostos
basicament per cadenes polipeptidiques i
no presentaven cap membrana que els
aillés del medi exterior. Aquests agregats
de proteinaintracel-lulars es van anomenar
cossos d’inclusio i, durant molts anys, es va
creure que la seva formacié es donava com
a una resposta cel-lular aberrant induida
pel creixement del cultiu en condicions no
fisiologiques.

A partir dels anys 80, amb l'aparicié i el
desenvolupament de [I'enginyeria de
proteines, la formacio de cossos d’inclusio
s’ha vist associada a la sobreproduccié de
proteines recombinants. Les condicions
que s'utilitzen per a produir aquestes
proteines en una cél lula hoste afavoreixen
la seva formacio, els polipeptids sintetitzats
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a taxes elevades no son capacos de plegar-
se correctament per adquirir la seva
estructura nativa i precipiten formant
nuclis d’agregacio.

En els processos de produccié de
proteines recombinants, la formacio de
cossos d’inclusié presenta avantatges i
inconvenients. Aquests agregats son una
font rica de proteina recombinant
concentrada, que es pot purificar més
facilment que la proteina soluble. De totes
maneres, la proteina purificada que s'obté
no és activa, perquée no presenta la seva
estructura nativa i sovint, els processos de
replegament i recuperacio de la proteina
soluble s6n tan complexes que redueixen
molt el rendiment. Per aixo0, la formacié de
cossos d'inclusié representa un dels
principals obstacles en la industria
biotecnologica i fa que hi hagi un gran
interes en estudiar les condicions que
eviten la seva formacio i els possibles
meétodes per a recuperar la proteina nativa
d’aguests agregats. Tot i que s’han descrit
diferents metodes per minimitzar la seva
formacio i millorar els rendiments en la
produccié de proteina soluble i activa
(Strandberg i Enfors, 1991), els resultats de
I'aplicacié d’aquests protocols per a una
proteina en particular son imprevisibles i,
en general, poc satisfactoris.

Aquest treball pretén estudiar els
mecanismes involucrats en la formacio dels
cossos d’inclusio per buscar solucions de la
problematica que representa i per
entendre millor les bases moleculars que
porten a I'agregacio de proteines.
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1.2. PAPER DELS COSSOS
D’INCLUSIO EN L'ENGINYERIA DE
PROTEINES

A finals dels anys 70 es van produir
descobriments
revolucionar la biologia molecular i en van
permetre un rapid desenvolupament. Amb el
descobriment dels enzims de restriccid i la
implantacio de protocols pel seu Us va sorgir
la tecnologia de DNA recombinant, que
permet I'obtencid de proteines d’interes a
partir de la clonaci6 dels gens que les
codifiquen i la seva expressi6é en una cél-lula
hoste. Quan aquests gens s'introdueixen a la
céllula hoste reemplacant el seu promotor
natural per un promotor regulable, és
possible controlar la seva expressio i, per tant,
es poden produir grans quantitats de
proteines desitjades a nivells econdmicament
rentables.

La majoria de les proteines d'interes
biomeédic com hormones, enzims, factors de
creixement o antigens s'obtenen en
proporcions molt petites de les seves fonts
naturals i fa que la seva comercialitzacioé no
sigui viable. Per aix0 la produccio de
proteines heterologues en bacteris ha estat
un gran aveng i actualment és un procés molt
utilitzat per la indUstria farmacologica, ja que
sOn processos rapids i de baix cost.

L'enginyeria de proteines ha esdevingut
una poderosa eina per a la manipulaci6 de
proteines naturals i la creacié de noves
proteines recombinants. Un dels principals
objectius d’aquesta nova tecnologia és
poder dissenyar i construir proteines amb
una estructura i funcié desitjada i optimitzar
la seva producci6 i purificacié. Des que va

importants que van

comencar aquesta era s’han ideat moltes
proteines recombinants amb funcions
biomeédiques d’interés, aixi com vacunes,
anticossos, etc. La possibilitat de produir
qualsevol proteina en quantitats desitjades,
també ha estat molt important per a la
recerca basica (crsitalografia, bioquimica,
etc.), ja que ha permes realitzar estudis
estructurals, funcionals i/0 bioquimics.

1.2.1. Utilitzacié d’Escherichia
coli com a fabrica cel-lular

La utilitzacio de bacteris per ala produccié
de proteines recombinants és la manera mes
simple i barata d’aconseguir grans quantitats
de proteina desitjada per a recerca o per la
indUstria. Escherichia coli ha estat I'organisme
més usat com a fabrica cel-lular degut a
I'exhaustiu coneixement que es té d'aquest
microorganisme, la seva facil i economica
manipulacio i la gran varietat de sistemes i
vectors d’expressio que s’han desenvolupat
per a la seva utilitzacié. Actualment hi ha
tants vectors comercials per a I'expressié de
proteines recombinants en E.coli, que ens
permeten tenir-la quasi a la carta. Aquests
vectors consten d’un promotor, que pot ser
induible o constitutiu; un origen de
replicacid; un “polilinker” (lloc multiple de
clonatge); i un gen de resisténcia a un
antibiotic, per seleccionar els clons. Per altra
banda, també s’han desenvolupat soques
d’E.coli més adients per a la producci6 de
proteines recombinants, com son la BL21
(Studier 1 Moffatt, 1986), deficient en
proteases, la BL21-Star, deficient en RNAasa
(Grunberg-Manago i col., 1999), la BL21-
Codon plus, que té incorporats els tRNA que
s'uneixen a codons poc comuns (Jerpseth i
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col., 1998) o la Orgami, en la que hi ha una
millora en I'eficacia de I'enllag disofre (buscar
ref.).

Tot i els avantatges esmentats, E.coli no és
la solucié definitiva per a produir qualsevol
tipus de proteina recombinant, ja que
apareixen diversos problemes quan es
pretenen obtenir grans quantitats del
producte en la seva forma biologica
activa. Els inconvenients més comuns
amb els que ens trobem quan utilitzem
E.coli com a organisme productor son: la
toxicitat de la proteina sobreproduida,
la incapacitat de realitzar modificacions
post-traduccionals en proteines
d’'origen eucariota, la perdua de
plasmidi durant els processos de
produccid, i, sobretot, la incapacitat de
plegar la proteina correctament, el que
implica la degradacio o
I'acumulacié6 en forma insoluble.
Darrerament, s’ha dedicat molt esfor¢ a
I'estudi i comprensié d’aquests
mecanismes. La formacié de cossos
d’inclusié és un dels majors problemes
d’aguests processos i per aixo es té un
gran interés en evitar que es formin i
buscar estrategies per a millorar
I'expressio de la proteina soluble, com
s'explica més endavant.

D’un temps encga, els cossos d’inclusio
també s’han utilitzat com a una font de
proteina practicament pura, mal plegada,
pero amb potencial per a ésser replegadaala
seva forma biologicament activa. De totes
maneres, el procés de recuperacio de la
proteina soluble dels agregats és dificil i
costos, pero degut al seu interés industrial, el
seu estudi esta en continu desenvolupament.

seva
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Actualment, hi ha varis protocols a seguir per
a intentar recuperar la proteina atrapada en
cossos d'inclusié, perd les condicions
optimes son diferents per a cada proteina
individual i el procés d’optimitzacio resulta
lent i treballs.

1.2.1.1. Morfologia, localitzacio
i composicio dels cossos
d’inclusid

Els cossos d'inclusié han estat descrits
com a agregats proteics densos i refractils,
resistents a proteases i a alguns detergents,
compostos majoritariament per la proteina
recombinant mal plegada i inactiva, que es
formen en el citoplasma o en el periplasma
d’E.coli durant la seva sobreproduccio
(Marston, 1986). La seva formacio presenta
avantatges i inconvenients, la proteina que
els composa no és funcional, pero sembla
gue es manté protegida de la proteolisis, que
és el factor que fa reduir més els nivells de
produccio. Aixi doncs es pot buscar obtenir
grans quantitats de proteina agregada i
prosseguir amb un procés de replegament o
limitar els nivells de produccio, i obtenir la
proteina en el seu estat natiu.

Tot i que l'aparicié d’aquests agregats
representa un problema forca extens, estudis
sobre la formacio i les propietats d’aquests
agregats son molt escassos. Els treballs que
han analitzat les propietats morfologiques de
cossos d’inclusi6 d’algunes proteines
(Bowden i col.,, 1991; Taylor i col., 1986)
mostren que la seva mida pot variar entre un
rang de 0,4 um fins a tenir el mateix volum
cel-lular (2pum). La forma dels agregats pot ser
cilindrica, esferica, ovoide o amorfa, en funcio
de la proteina que s’aglutini i de la
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localitzacié cellular. Normalment, els cossos
d’inclusié es localitzen en el citoplasma, si bé
les proteines de secrecié poden formar
cossos d’inclusio en I'espai periplasmatic.
Estudis de cossos d’inclusié de B-lactamasa
formats al periplasma i citoplasma revelen
notables diferencies morfologiques. Els
cossos d’inclusié  citoplasmatics son
cilindrics, regulars i grans, encanvi els
periplasmatics sbn molt més petits,irregulars
i de forma semi-esferica. Aquests ultims, es
dissocien més facilment en preséncia
d’agents desnaturalitzants, que no pas els
citoplasmatics, per aixd es creu que les
interaccions proteina-proteina que es
produeixen a I'espai periplasmatic s6n més

Figura 1. Imatges de microscopia electronica de diferents cossos
d'inclusio. En el panel A es mostren cél-lules d’£. coli 27873
crescudes amb canavinina, les fletxes indiquen les inclusions
proteiques que es formen en aquestes condicions (Prouty / col.,
1975).En el panel B es poden observar els cossos d'inclusi6 que es
formen en £. coli recombinants, que produeixen TSP.En el panel C
es mostren les micrografies electroniques de transmissio de cél-
lules d’ £.coliRB791 que contenen cossos de 3-lactamasaien el D
les imatges dels mateixos cossos purificats per centrifugacié en
gradient de cesi (Bowden / col,, 991).

débils (Bowden i col., 1991).

El component principal dels cossos
d’inclusio és la proteina recombinant, pero
també coagreguen altres components
cellulars, com xaperones, lipids i petites
guantitats d’'acids nucleics. De totes maneres, la

puresa dels agregats varia en funcio de la
proteina, de I'estratégia d’expressio genica, i de
les condicions de creixement.Per exemple, hi ha
diferéncies rellevants en els cossos d'inclusio de
B-lactamasa, quan es produeixen al citoplasma
o al periplasma. Els que es troben en el
citoplasma s6n molt més homogenis (95% de
proteina recombinant), en comparacié amb els
que es formen en el periplasma (sols un 35%)
(Valax i Georgiou,1993).

1.2.2. Estrategies per millorar
I‘'expressié de la proteina
soluble i evitar la formacio6 de
cossos d’inclusio

La majoria de treballs realitzats sobre
cossos d’inclusi6 han estat dirigits a
resoldre la problematica que comporta la
seva aparicio, ja sigui per evitar que es
formin, o per recuperar la proteina d’interes
agregada.

Donat que l'agregacié proteica
representa un dels principals obstacles per
obtenir bons rendiments en els processos
de producci6 de proteines heterdlogues
funcionals, hi ha un gran interés en
correlacionar la tendéncia de formar
cossos d’inclusié amb les propietats de la
proteina recombinant, el sistema
d’expressio i la cel-lula hoste. Tot i que no
s’ha aconseguit establir unes condicions
generals per evitar l'agregacio de la
proteina sobreproduida, s’han identifcat
molts dels factors que afavoreixen la seva
formacio, com les temperatures elevades, el
pH acid del citosol, la sequéncia
d’aminoacids, etc. (Schein, 1991; Weicker,
1996; Chalmers, 1990; Strandberg i Enfors,
1991), els quals es poden manipular per
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mirar d’esquivar-los.

Modificant les condicions d’induccid que
perjudiquen el plegament de la proteina
recombinant, com soén les temperatures
elevades, I'acidificacio del medi i I'elevada
taxa de sintesi proteica, es beneficia la
produccié de la proteina soluble. Per a
minimitzar I'elevada concentracido de
polipeptids naixents, s'usen promotors més
debils o condicions d’inducci6 atenuades
(Baneyx, 1999; Strandberg i Enfors, 1991).

L'ambient reductor del citoplasma d’E.coli,
no €s un entorn propici pel plegament de
proteines que presenten ponts disofre en la
seva estructura nativa. Recentment, s’ha
descrit una soca d’E.coli mutant, que té un
citosol més oxidatiu, escaient pel plegament
d’aquestes proteines (Bessette i col., 1999).
Produir la proteina recombinant en el
periplasma, en comptes del citoplasma,
també afavoreix el plegament de proteines
eucariotes, ja que permet la formacio i
isomeritzacié de ponts disofre (Georgiou,
1995; Hockney, 1994) .

S’ha observat que petits canvis en la
sequencia d’aminoacids també poden alterar
les vies de plegament in vivo i com a
consequéncia modular la tendencia a
agregar. S’han descrit algunes férmules que
prediuen I'estructura i la solubilitat d’'una
proteina, a partir de la seva sequéncia
(Arakawa i Timasheff, 1985; Hoop i Woods,
1981; Wilkinson i Harrison, 1991; Carugo,
2000; Takano i Yutani, 2001), que sOn
interessants de tenir en compte a I’hora de
dissenyar i produir una nova proteina
recombinant.

Una altra maniobra que s'utilitza per a
augmentar la solubilitat d’'una proteina
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recombinant és fusionar-li una proteina
petita altament soluble, com la tioredoxina o
el peptid d'unié a maltosa, que facilita
I'expressio de la proteina de forma soluble
(Sachdev i Chirgwin, 1998).

Tot i que lasobreproduccio d’'una proteina
heterologa indueix I'expressié de gens de
xaperones (veure apartat 5), que ajuden a
plegar la proteina recombinant, sovint no
poden abordar I'assisténcia de la gran
guantitat de proteina produida per unitat de
temps. Per a restaurar aquest problema de
saturacio del sistema de xaperones, s’han
construit soques que les coexpressen (Wall i
Pluckthun, 1995; Thomas i Baneyx, 1996).S’ha
vist que la sobreexpressié del sistema de
xaperones DnaK/Dnal/GrpE millora Ia
solubilitat de la proteina a totes les
temperatures, mentre que I'expressié del
sistema GroEL/GroES la fa augmentar a 30°C,
perd no a temperatures més elevades de
37°C (Thomas i Baneyx, 1996). L'addici6é d'un
3% d’etanol indueix la resposta cel-lular a
I'estrés i per tant la produccié de les
xaperones que auxilien el plegament, aquest
efecte també es pot aprofitar per augmentar
el subministrament de xaperones (Thomas i
Baneyx, 1996).

1.2.3. Aprofitament dels
cossos d’inclusidé com a
magatzem de proteina
replegable

La produccio de la proteina recombinant
en forma de cossos d’inclusié també pot
resultar avantatjosa, ja que s’obté molt
concentrada, en un estat que és relativament
facil aillar-la. Tanmateix, recuperar-la en la
seva forma activa és més complex i requereix
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una serie de passos que es descriuen a
continuacio.
1.2.3.1. Protocols utilitzats
per a recuperar proteina
nativa de cossos d’inclusio

L'estrategia general que s'utilitza per a
renaturalitzar la proteina agregada en cossos
d'inclusio inclou tres passos: primer I'aillament
i rentat dels cossos d’inclusié; segon, la
solubilitzacié de proteina agregada, que porta
a la seva desnaturalitzacio; i finalment, el
replegament de la proteina solubilitzada.
Normalment, els dos primers passos tenen una
eficiencia forca bona, pero el procés de
replegament de la proteina nativa és dificil i
limita molt el rendiment del procés. Un altre
factor important, que afavoreix que el procés
sigui profitds, és partir d'una preparaci6 de
cossos d'inclusié pura, que depén de les
substancies que coagreguen, durant la seva
formacié.

Seguint aquesta estrategia hi ha un ventall
de possibles protocols a usar, que es mostren

esquematicament a la taula 1, i s'expliquen,
meés detalladament,en el text.El procediment a
seguir en cada cas depéen de la naturalesa de la
proteina produida, de I'escala de produccié, la
qualitat i el rendiment que se'n vulgui treure.

1.PREPARACIO DELS COSSOS D'INCLUSIO

Un dels factors més importants per a
obtenir un bon rendiment en la recuperacio de
proteina activa dels cossos d'inclusi6 és la
gualitat dels agregats, per la qual s'entén el
grau de puresa de proteina recombinant
agregada. Aquesta depén de dos parametres:
1) la quantitat de polipéptids i altres
macromolécules que coagreguen durant la
formacio dels cossos d'inclusio i 2) I'habilitat
de separar els cossos d'inclusié d'altres
particules cel-lulars que tenen el mateix
coeficient de sedimentacio i de material que
s'absorbeix a la superficie dels agregats
durant la lisi cel-lular, basicament proteines
de membrana. Sovint és dificil identificar si
les proteines alienes pertanyen a particules

Taula 1. Sistemes més usats per al replegament de la proteina de cossos d'inclusio

quimiques irreversibles.
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coagregades o representen contaminants
de la purificacié.

La coagregacio de diferents espécies
proteiques depén, principalment, del grau
d'especifcitat de les interaccions que porten a
I'agregacio de proteines, que varia en funcio
de la proteina. Com a conseguiéncia, la puresa
dels cossos d'inclusié depén, en part, de la
proteina recombinant (Fink, 1998). No obstant,
les condicions d'expressio,com la temperatura
i la taxa de sintesi proteica també hi influeixen.
Si aconseguim taxes d'agregacio més baixes,
es pot reduir la coagregacio.

Les impureses no proteiques que
coagreguen amb els cossos d'inclusid, com D
NA, RNA ribosomic i lipids, també poden
interferir en el replegament posterior de la
proteina.De totes maneres,sembla que la seva
interferéncia en el procés de replegament
varia forca en agregats de diferent naturalesa
proteica. Mentre que en alguns casos aquestes
impureses no afecten significativament la
renaturalitzacié de la proteina (Maachupali-
Reddy i col., 1997), en altres la perjudiquen
dramaticament (Darby i Creighton, 1990).

Minimitzar la presencia de substancies
contaminants és important, ja que provoca
complicacions durant els passos posteriors
de solubilitzacié i replegament. Per aixo0 es
poden variar les condicions d’expressio de la
proteina recombinant, com utilitzar
temperatures baixes o sistemes d’expressio
suaus, per a reduir la taxa d’agregacio i aixi
augmentar la puresa del cossos d'inclusio.

2. AILLAMENT DELS COSSOS D’INCLUSIO
Les cellules que contenen c0ssos

d’inclusié, es poden rompre mitjan¢ant una

pressio elevada, per sonicacio, o per 'accio
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d’'un enzim litic, com la lisozima. Un cop
s'obté lasuspensi6 de I'extracte cel-lular llisat,
els cossos d’inclusié poden aillar-se facilment
per centrifugacio, ja que tenen una densitat
forca elevada (De Bernandez Clark i col.,
1998).

Hi ha proteases que es poden copurificar
durant la centrifugacio i es poden activar
amb la preséncia de desnaturalitzants que
s'utilitzen per a la solubilitzaci6, degradant
rapidament les proteines mal plegades, i
reduint molt el rendiment del procés (Puri i
col., 1993; Babbit i col., 1990). Per evitar-ho és
important rentar el sediment resultant amb
tampons qgue contenen petites
concentracions d’agents caotropics, com
I'urea i I'hidroclorur de guanidina (Gdn-HClI) i
detergents,com el triton X-100 (Cardamone i
col. 1995; Cowley i Mackin, 1997; Rudolph, i
col., 1997) i sodium-dodecil-sulfat (SDS)
(Burgess, 1996; Cardamone i col.,1995; Kurucz
i col., 1995). Aquests rentats també serveixen
per a eliminar els lipids i les altres proteines
contaminants que han coagregat amb els
cossos d’inclusio. S'ha d’anar en compte amb
les concentracions d’'ureai Gdn-HCl usades, ja
gue si sén excessives poden portar a la
solubilitzacio dels cossos d’inclusié. Com a
meétode alternatiu, es pot sotmetre I'extracte
cel-lular a una centrifugacié en gradient de
sucrosa, que separa els cossos d’'inclusio dels
altres components cel-lulars (Bowden i col.,
1991).

3. SOLUBILITZACIO DEL LA PROTEINA DELS
COSSOS D’INCLUSIO

Per a poder replegar la proteina
recombinant agregada en la seva estructura
nativa, aquesta ha de ser préviament
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solubilitzada. Hi ha diferents metodes que es
poden utilitzar per a solubilitzar cossos
d’inclusio. El més comu, és la utilitzacio de
forts agents desnaturalitzants, com 6M de
Gdn-HCl o 8M urea, amb els quals la
proteina queda totalment desnaturalitzada i
es trenquen totes les interaccions
intermoleculars dels agregats.En aquest cas,
el Gdn-HCI és preferibe que la urea per dues
raons (Rudolph i Lilie, 1996): 1) és un agent
caotropic més fort i pot solubilitzar cossos
d’inclusi6 fortament agregats, que la urea
n'és incapagc i 2) les solucions d’urea tenen
isocianat, que poden portar a la
carbamilacio dels grups amino lliures dels
polipéptids, especialment en temps
d’incubacié llargs a pHs alcalins (Hagel,
1971). Un altre metode que es pot utilitzar
per a la solubilitzaci6 dels agregats és
sotmetre’ls a pH extrems, i/o temperatures
extremes, pero aquesta aproximacio no és
valida per proteines que pateixen
modificacions quimiques irreversibles sota
aquestes condicions.

Els detergents també dissocien
completament la proteina agregada. Els més
utilitzats sén el SDS i el n-cetyl
trymethilammonium bromide (CTAB) (Qiu i
col., 1997; Rudolph i col., 1997; Stempfer i
Rudoplh, 1996). L'avantatge d’utilitzar
detergents és que la proteina solubilitzada
ja té activitat biologica, i per tant, s'evita el
pas posterior de replegament. Tanmateix, és
important eliminar les proteases de
membrana associades als cossos d’inclusié,
pel que finalment es requereix una série de
rentats optims per eliminar les restes de
detergents (Burgess, 1996). L'aplicacioé d’'una
elevada pressié hidrostatica (1-2 kbar), en

preséncia d’agents reductors i baixes
concentracions d’agents desnaturalitzants
suposa un mitja alternatiu per solubilitzar
els agregats (De Bernandez Clark i col.,
1998).

Durant el procés de solubilitzacio, és
convenient I'addicio d’un agent reductor en
excés com [-mercaptoetanol, DTT (1,4-
ditiotreita) o DTE (1,4-ditioeritrita) per a
mantenir els residus de cisteines en un estat
reduit i, aixi, prevenir la formacioé no nativa
de ponts disofre. També és aconsellable
incloure un agent quelant d’ions, com per
exemple I'EDTA (acid
etilenediaminotetraaceétic) o el EGTA (acid
3,6-dioxaoctano-1,8-diamin.N,N,N’N’-
tetraacetic) per prevenir la oxidacié de les
cisteines catalitzada pels metalls.

Per estar segur de la qualitat de la
proteina solubilitzada, sovint s'inclou un pas
més de purificacio, previ al replegament.
Aquesta purificacio es pot fer per intercanvi
ionic (Ahn i col., 1997; Cardamone i col.,
1995), per separaci6 per grandaria
(Simmons i col.,, 1997), afinitat per metalls
(Negro i col. 1997) o per cromatografia de
fases (Cerletti i col., 1997). Tots aquests
processos tenen en comu que utilitzen
tampons que deixen la proteina en un estat
desnaturalitzat reduit.

En aquest pas, si la proteina solubilitzada
es vol guardar, es conserva en un tampo meés
acid, com 10% d’acid acetic o 5-10mM d’acid
clorhidric (Cerletti i col.,1997; Kim i col., 1997)
I es congela en sec. S’ha de tenir en compte,
pero, que en algunes proteines, pH tan baixos
poden provocar la formacié d’intermediaris
de plegament incapacos de replegar-se en la
seva estructura nativa (Buchner i Rudolph,

9
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1991). En aquest cas, la proteina liofilitzada
haura d’ésser abans del replegament.

4. REPLEGAMENT DE LA PROTEINA
SOLUBILITZADA

Els métodes que s'utilitzen per a replegar
la proteina desnaturalitzada es basen en
eliminar o reduir les altes concentracions
d’'agents desnaturalitzants i reductors
utilitzats per a la solubilitzacio, creant un
medi idoni per a que les proteines es
repleguin espontaniament. Entre aquests hi
ha la dilucié, la dialisis, la diafiltracio, la gel
filtracid i laimmobilitzacié en un suport solid.

El métode més utilitzat en estudis de
replegament a petita escala és el de diluir la
proteina solubilitzada directament en un
tampo de renaturalitzacio. El més important
és controlar la taxa d’addici6 de la proteina
solubilitzada al tampo, per tal de mantenir
una concentraci6 baixa de proteina
desnaturalitzada i evitar I'agregacié. Aixo
s'aconsegueix diluint en multiples passos
(Herman, 1993; Maachupali-Reddy i col.,
1997) o utilizant un sistema continu de “fed-
batch” (Creighton, 1997). El principal
desavantatge d’utilitzar aquest metode és
que requereix passos posteriors de
concentracio.

Una altra manera d’intercanviar el tampé
per a eliminar els agents desnaturalitzants i
reductors és mitjangant la diafiltracié (Yon,
1996) i la dialisi (Goldberg i col., 1991),
utilitzant membranes d'ultrafiltracié. Un dels
obstacles d’aquest métode és que les
proteines solubilitzades s'uneixen a la
membrana, perdent-ne gran quantitat. Degut
a aixo és aconsellable utilitzar materials
altament hidrofilics, com [l'acetat de
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cellulosa,amb els que es redueix launié de la
proteina desplegada a la membrana
(Goldberg i col., 1991) i dialitzar contra un
tampd amb baixes concentracions d’agent
desnaturalitzant, que porta a la configuracio
nativa de “molten-globule” (estructura
secundaria, proxima a la tridimensional)
(Goldberg i col., 1991). Alternativament, es
pot utilitzar una columna de cromatografia
d’exclusio per grandaria (Kim i col., 1997;
Simmonsicol.,1997; Speed i col., 1996).

Una manera de minimitzar les interaccions
intermoleculars que porten a I'agregacié
durant el procés de renaturalitzacié és
mantenir la  proteina  solubilitzada
immobilitzada, unida a una matriu. Per poder
utilitzar aquest metode, la proteina ha d’estar
fusionada amb un péptid d’'unio a la matriu,
com pot ser el His-tag (De Bernandez Clark i
col., 1998) o el domini d’'unio a la cel-lulosa
(Speed i col, 1997). Quan la proteina
solubilitzada s'uneix a la matriu a traves del
péptid fusionat, la columna s’equilibra amb
un tampo de renaturalitzacio i la proteina
replegada és eluida (Thomas i col., 1997,
Herman, 1993; Lilie i col., 1998). Aquest
metode té un rendiment forca elevat.

Com es pot promoure la formaci6 de ponts
disofre durant la renaturalitzacié de proteines?

Per al replegament de les proteines que
tenen ponts disofre en la seva estructura
nativa, s'han d’utilitzar tampons de
renaturalitzacié suplementats amb un
sistema redox per crear un medi oxidatiu
apropiat per la formacié de ponts disofre. El
meétode més simple i barat és utilitzar aire en
preséncia d’'un metall catalitzador i un agent
reductor per a facilitar el remodelament de
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ponts disofre (Dorin i col., 1996). Les taxes
d’oxidacié es poden accelerar utilitzant un
sistema “oxido-shuffling’; que consisteix en
una mescla d’agents tiols de baix pes
molecular de caracter oxido-reductor, com
el glutation, la cisteina i la cisteamina, que
proporcionen un potencial redox.
L'oxidacié també es pot accelerar utilitzant
una petita molécula que mimetitza la
proteina disulfit isomerasa (Katzav-
Gozansky i col.,, 1996). L'inconvenient
d’aquests sistemes és que les substancies
gue s'utilitzen s6n molt cares.

El replegament oxidatiu no és efectiu per
a proteines que presenten una via de
plegament dificil, amb intermediaris de
baixa solubilitat. En aquests casos, el
replegament es fa en dues etapes. Primer la
proteina desnaturalitzada és totalment
oxidada en presencia d'un excés de
glutation que converteix tots els grups SH-
a disulfits i deixa els residus de la proteina
carregats, afavorint la solubilitat. Després, es
dilueix en presencia d’agents reductors per
promoure la formacié dels ponts disofre i el
replegament (Maachupali-Reddy i col.,
1997).

L'eficiéncia de la renaturalitzacié depén
de la competeéencia entre el plegament i
I’agregacio. L'agregaciéo de la proteina
recombinant desplegada augmenta amb la
presencia d’altres proteines contaminants
gue es troben a la preparacié i que per elles
mateixes ja tenen tendencia a agregar.

Com es pot evitar la reagregaci6 de proteines
durant el procés de replegament?

El principal problema que fa disminuir el
rendiment dels processos de replegament

de la proteina és la formacio de polipeptids
mal plegats i la seva agregacio. L'estrategia
gue més s'utilitza per a suprimir aquesta
agregacio és I'addicié de molecules de baix
pes molecular que inhibeixen la formacio
d’interaccions intermoleculars. Aquestes
petites molécules s6n relativament facils
d’eliminar un cop la proteina ha estat
replegada. Els additius més comuns sén la
L-arginina (0,4-1M), petites concentracions
d’agents desnaturalitzants, com l'urea (1-
2M) i Gdn-HCIl (0,5-1,5M) i detergents
(Chaps, SDS, CTAB i tritébn X-100). També
s'utilitzen cofactors especifics, com el Zn2*
o el Ca2*, que estabilitzen proteines en
estat d’intermediaris de plegament i aixi
prevenen I'agregacio.

1.3. ESTuUDI DELS COSSOS
D’INCLUSIO COM A MODEL PER A
ESTUDIAR LES BASES MOLECULARS
QUE PORTEN A L'AGREGACIO DE
PROTEINES

Les proteines acabades de sintetitzar han
de seguir laruta de plegament que les dirigeixi
cap ala seva estructura nativa Unica, funcional
i energeticament més estable. Les vies de
plegament que segueix cada cadena
polipeptidica sén especifiques i tot i que ja
se’'n coneixen moltes, es desconeix com la
proteina n'utilitza una i descarta les altres. Hi
ha un gran namero de proteines que es
pleguen immediatament després de ser
sintetitzades de manera espontania, pero n’hi
ha d’altres que requereixen un patré de
plegament més complexe,en el que es formen
estats conformacionals transitoris
metaestables, que es coneixen com a
intermediaris de plegament. Aquestes ultimes
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sdn més susceptibles a patir errors en algun
moment del procés i aixd pot comportar greus
disfuncions, degut a que les proteines mal
plegades poden ocasionar toxicitat o pérdua
de la seva funcionalitat cel-lular.

Les proteines que no aconsegueixen
plegar-se correctament, generalment sén
degradades pel sistema proteolitic cel-lular
per evitar que provoquin disfuncions. Una
de les conseqliencies més traumatiques
del mal plegament proteic és I'agregacio
de proteines. Aquest fenomen es déna
quan intermediaris estructurals que
exposen les regions hidrofobiques a la
superficie o segments desestructurats
interaccionen entre ells a través de forces
hidrofobiques o ponts d’hidrogen (Dobson
I Karplus, 1999; Ellis i Hemmingsen, 1989;
Frydman, 2001; Gething i Sambrook, 1992;
Hartl, 1996; Radford, 2000), en comptes
d’encaixonar-se per formar l'estructura
nativa. Per aix0, condicions en les que es
genera una gran poblacio d’intermediaris

Proteina nativa  Condicions d’estrés que afavoreixen |'agregacio

Q (pH acid, temperatura, ambient reductor, taxa
A elevada de sintesi proteica)
Intermediaris de \/
Interaccions

plegament
) o hldrofoblque’s‘ Agregacio
Intermediaris /
A mal plegats
> e »—_

8 4 Proteolisi

Polipeptid naixent

Figura 2. Els cossos d'inclusid es formen per I'agregacio
d'intermediaris mal plegats que apareixen fora de la correcta via de
plegament. Aquests son els precursors de I'agregacio i estan en
competéncia amb la proteolisi. Les condicions de sobreexpressio
d'una proteina dificulten el plegament proteic i afavoreixen
I'acumulaci6 d'intermediaris mal plegats.

parcialment plegats, tendeixen a fomentar
I'agregacio.
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Durant el procés de plegament, la via que
ha de seguir el polipéptid per assolir
I'estructura nativa esta en competénciaamb
I'agregacio i la degradacio d’estructures
aberrants per les proteases cel-lulars (Figura
2). L'exit d’aguest procés depen de
I'eficacia del sistema de control de qualitat
cel-lular (compost per xaperones i
proteases) que s’encarrega d’assistir el
plegament d’altres polipeptids i evitar
I'agregacio. Per aixo0 I'agregacié no es déna
en situacions normals, sind en situacions
d’estrés, quan aquest sistema esta saturat.
L'agregacié es veu afavorida per la
sobrepoblacio d’intermediaris de plegament
i per condicions desestabilitzants com
elevades temperatures, pH acid, presencia
d’agents desnaturalitzants com l'urea, etc.

La natura dels intermediaris precursors
de I'agregacid difereix en els diversos tipus
d’agregats, poden ser molécules totalment
desplegades o colapsades en estat de
“molten-globule” Lestat de “molten
globule” pot procedir del procés de
plegament, com sembla que és en el cas
dels cossos d’inclusio, pero també pot
derivar de la proteina nativa, com és el cas
dels intermediaris que formen les plaques
amiloidees extracel-lulars (Khurana i col.,
2001). Hi ha un ampli ventall de possibles
vies de plegament i per tant, de vies que
porten cap a l'agregacio, pero en tots els
casos, la finalitat del procés és que el
polipeptid naixent assoleixi un estat
energétic més favorable. Aixi doncs, quan
els intermediaris de plegament no
aconsegueixen adquirir I'estructura nativa,
0 bé son eliminats per proteolisi o sén
conduits cap a Il'agregacio, que
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Proteines

Energia desplegades
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Proteines mal

Proteina nativa
plegades

Configuracié

Figura 3.Diagrama esquematic del camp energétic del plegament.
Les proteines desnaturalitzades, poden seguir diferents rutes de
plegament per adquirir la seva forma nativa, que resulten de buscar
I'estat de minima energia lliure. Les diferents vies poden passar per
formes intermediaries, que depenen de la proteina (Radford,
2000).

proporciona un estat meés estable, més
proper al natiu (Fig.3) (Radford, 2000).

Es coneixen agregats proteics ben
estructurats, com els amiloides, que presenten
una organitzacio fibrilar ordenada, formada per
un procés de polimeritzaci6 nuclear
(creixement ordenat a partir d’'un nucli
d’agregacid) (Jarret i col.,, 1993). Per altra banda,
també existeixen agregats amorfes, com els
cossos d’inclusié, dels quals se’n desconeix el
seu proces de formacié. Tanmateix, es creu que
les bases moleculars que porten a la formacio

O - 3
< o

A AN 4
A /’/ Precursor
E amiloides

, Amiloide
Proteina

nativa
A

Cadena
desplegada

Agregats amorfes

Figura 4. Esquema de les possibles vies que poten a la formaci6
d'agregats amorfes i ordenats. La proteina desplegada pot formar
agregats amorfes, 0 pot sequir la ruta de plegament, que sovint passa
per estats intermediaris. Aquests que poden donar lloc a precursos de
I'agregacid i formar agregats de tipus amiloid, 0 agregar de forma
desordenada. Fink i col. proposen que en el procés de formacid dels
amiloids, hi ha una fase previa d'agregacié desordenada (Fink,1998).

de diferents agregats sGn comunes o similars
(Khuranaicol., 2001).

Fins fa poc, s'assumia que I'agregacio era
un procés passiu, dirigit per les forces
guimiques existents entre els intermediaris
de plegament. Perd recentment s’ha
demostrat que alguns agregats intracel-lulars
es formen com a una resposta fisiologica a
I'excés de polipeptids mal plegats. Es tracta
d’'un mecanisme actiu que depen del
transport retrograd a través dels microtubuls,
de la proteina agregada cap a un gran i Unic
agregat, anomenat agresoma (Kopito, 2000).
El descobriment de
mecanisme cel-lular que s’encarrega de

I'existéncia d'un

dirigir laformacié dels agresomes obre noves
perspectives sobre el paper que pot jugar
I'agregacio proteica a la cel-lula i suggereix
gue podria representar un procés inclos dins
de la maquinaria de resposta a I'estrés, i no
ésser una consequéncia aberrant del mal
plegament proteic, com es creia.

1.3.1 Agregats proteics
responsables de patologies
L'interés que ha sorgit darrerament per
I'agregacié de proteines es deu a la seva
associacio a varies malalties humanes amb
una gran incidéncia a la poblacio. Les
diferents patologies estan relacionades amb
la formacié de grans agregats de naturalesa
fibrilar,ben estructurats, que es coneixen com
amiloidosis. Aquest grup de malalties, de les
quals se n’han descrit unes 20, inclouen
majoritariament desordres neurodegeneratius,
com l'Alzheimer, el Parkinson, les
encefalopaties espongiformes provocades per
prions, etc. (la taula 1 resumeix les propietats
d’aquestes malalties que es caracteritzen per
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formar agregats proteics), pero també es
sumen altres desordres, com la diabetes de
tipus Il. Tot i que les proteines implicades
amb la formacié dels amiloides no estan
relacionades entre elles, els agregats
presenten una estructura molt similar entre
ells,tenen uns 10 nm de gruixila proteinaes
troba en estructura secundaria de tipus fulla
beta, orientada perpendicularment al’eix de
la fibra. Per aix0 es creu que I'agregacié en
forma d’amiloids no és especifica de la
seqguencia, sind que es creu que és deguda a
una propietat generica de totes les cadenes
polipeptidiques, sota unes condicions
determinades (Ellis i Pinheiro, 2002).

Els agregats fibrilars que tenen tan els
amiloids com els prions es formen per un
procés de polimeritzacié nuclear (Jarrett i
Lansbury, 1993). Aquest nucli es forma quan
polipeptids mal plegats escapen del sistema
de control de qualitat de la céllula i
s'acumulen en quantitats suficients per a
engegar el procés d’agregacio, que a partir
d’aquest moment és rapid (Taylor i col.,
2002).En molts casos,abans de formar-se les
fibres amiloidees altament ordenades, es
passa per un estadi d’agregat amorf que,
curiosament, presenta una estructura més
propera a la nativa (Khurana et al,
2001)(veure Fig.5).

Moltes de les malalties
neurodegeneratives anomenades estan
associades a la mutaciéo d'un gen que
genera la produccié d'una proteina
anomala que agrega i provoca la
patogénesi. La malaltia d’Alzheimer esta
causada per la formacio d’agregats de la
proteina [-amiloid (BA). Es creu que la
formacié d’aquestes plagues amiloidees son
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les responsables de I'inici de la patologia, i
que totes les altres propietats de la malaltia
sén secundaries (Hardy i Higgins, 1992). Per
aixo les terapies en desenvolupament estan
enfocades a evitar I'agregacio proteica.

En la malaltia del Parkinson, la patogénesi
també s’inicia per la formacié d’'agregats
proteics citoplasmatics en neurones
dopaminérgiques. La proteina responsable
és l'a-sinucleina i els agregats que es
formen es coneixen com a cossos “Lewy’ Es
creu que l'agregacié de I'a-sinucleina esta
relacionada amb una deficiencia en la
degradacié proteica, ja que aquesta
interacciona normalment amb una lligasa
del sistema del proteosoma-ubiquitina
(proteina parkin) (Shimura i col., 2001). Aixi
doncs, l'a-sinucleina anomala, podria
provocar una disfuncié en la degradacié
proteica, que podria ser la responsable de la
formacioé dels agregats (Farrer i col., 2001;
Shimuraicol., 2001).

La progressio de les malalties prioniques
es diferencien dels altres desordres
neurodegeneratius per qué la proteina
responsable de la patologia, la Prp, té
propietats infectives. La proteina Prp cel-
lular (PrpC) és soluble i rica en hélix alfa, la
forma patologica (PrpSC) es diferenciaen la
seva estructura tridimensional, que
presenta un contingut elevat de fulles beta,
i ésinsoluble.La preséncia de PrpSC promou
la conversi6 de la forma normal PrpC a la
forma anomala PrpSC i aixi s'inicia la
propagacio de la patologia (Kaneko i col.,
1997).

Hi ha un altre grup de malalties
neurodegeneratives relacionades amb la
formacié d’agregats proteics, que estan
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causades per una mutacié dominant del
gen responsable de la malaltia, basada en
I'expansi6 de repeticions de poliglutamines.
Aquest tipus de mutacié provoca canvis
conformacionals de la proteina, que porten
a l'agregacio proteica, la formacio de cossos
d’inclusio i la mort de cel-lules neuronals
(ref). Aquest grup de desordres inclouen la
malaltia de Huntington, I'atrofia muscular
espinobulbar, i les ataxies espinocerebelars
de tipus 1, 2, 3,6 i 7. La localitzacié dels
agregats que es produeixen difereix en
funcié de la proteina, en alguns casos es
tracta d’agregats nuclears i en d’altres
citosolics (Taylor i col., 2002). Les seves
propietats estructurals s’assemblen molt a
les dels agregats amiloidogeénics, en que es
formen per un procés de nucleaciod, que
presenten una estructura secundaria rica en
fulles betes i que els agregats estan
organitzats per filaments semblants a les
fibres amiloidees (Chen i col., 2002). Alguns
estudis suggereixen que la formaci6 dels

Taula 2. Malalties provocades per agregats proteics

agregats no soén els responsables de la
patologia, sind que sén el resultat de la
progressio de la malaltia (Klement i col.,
1998; Sisodia, 1998).

1.3.2. L'agregacio de
proteines no sempre
provoca disfuncions

Hi ha unes proteines de llevats que es
classifiguen com a prioniques per tenir un
comportament similar als prions animals. Els
prions de llevats, aixi com els de mamifer,
confereixen canvis fenotipics a traveés
d’interaccions entre proteines, en les quals
una proteina prionica, formada de manera
anormal, promou la conversié de les noves
proteines homologues cap a I'estructura
anormal, que es caracteritza per formar
grans agregats. Aixi com en mamifers
I'aparicié de l'estructura anomala de la
proteina i la seva agregacid provoca
patologies mortals, en llevats confereixen
un canvi fenotipic Unic i viable, alterant el

Malaltia Agregats proteics Proteina toxica Gens implicats en la
malaltia

Malaltia d’Alzheimer Plaques extracel-lulars AP APP
Presenilin 1t
Presenilin 2 t

Malaltia de Parkinson Agregats intracel-lulars tau

Cossos Lewy U-Synuclein O-synuclein*

Parkin t
UCHL1 t

Malalties pridniques Plaques pridniques Prp>¢ PRNP*

Inclusions nuclears i
citoplasmatiques

Malalties per
poliglutamines

Tautopaties Agregats citoplasmatics

Esclerosis lateral Cossos Bunina

amiotrofia familiar

Proteines que contenen
poliglutamines

9 gens diferents amb
expansions repetides

CAG*
tau tau*
SOD1 SOD1*

* Les mutacions patdgenes estan associades a la toxicitat de la proteina
t Les mutacions patogenes estan associades a una pérdua de funcid
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patro de lectura dels codons d’aturada (en el
cas de la proteina Sup35) o modificant la via
d’assimilacié del nitrogen (en el cas de la
proteina Ure2) (Serio i col., 2001). Aquest
fenotip és dominant i s’hereda
citoplasmaticament. Aquest fenomen
representa un mecanisme molt interessant
ja que indica que una proteina pot
funcionar com un element d’heréncia
genética, mitjangant canvis
conformacionals (Serio i col., 2001), que
promouen l'agregacio proteica. En aquest
cas, la formacié d’agregats proteics no
s’entén com una aberraci6 cel-lular.

Els agregats que formen els prions de
llevats mostren un patré caracteristic de
fibres amiloidees (Glover i col., 1997; Serio i
Lindquist, 2000). Darrerament, s’esta
estudiant les similituds que presenten
algunes proteines responsables de malalties
humanes, com la malaltia de Huntington,
amb aquestes proteines prioniques de
llevats (Sup35 i Ure2), ja que sembla que
comparteixen algunes caracteristiques
(Uptainicol., 2001).

Un altre fet interessant d’aquest
mecanisme és el paper que hi juga la
xaperona Hsp104. Aquesta xaperona té la
capacitat de desfer agregats creats per xoc
termic (Parsell i col., 1994), pero en aquest
context afavoreix el procés de
polimeritzacié dels agregats i la seva
propagacio citoplasmatica. El creixement
dels grans agregats prionics es pot
bloquejar degut a interaccions amb altres
proteines o amb fragments proteolitics de la
mateixa, la xaperona Hspl104 trenca els
agregats en petits trogos i el fet de deixar les
proteines prioniques lliures i exposades
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afavoreix el seu creixement (Kushinrov i Ter-
Avanesyan, 1998).

1.3.3. Propietats estructurals
de la proteina agregada en
forma de cossos d’inclusio
bacterians. Comparacioé amb
altres agregats descrits

Els cossos d’inclusié bacterians son un
tipus d’agregats que han estat molt poc
estudiats a nivell estructural i semblen
presentar algunes propietats diferents dels
descrits fins ara. Per aix0 seria molt
interessant de coneixer com es formen i com
s'organitzen per a entendre millor el
fenomen de I'agregacié proteica

Quan inicialment es van descriure els
cossos d’'inclusio, es creia que eren particules
de proteina agregada denses i compactes,
formades per polipéptids mal plegats de
manera irreversible. La seva resisténcia
proteolitica, s'associava a la inaccessibilitat
de les proteases a la proteina agregada,
degut al seu caracter dens (Enfors,1992).Pero
algunes observacions posteriors suggereixen
gue tenen una estructura porosa, amb
cavitats internes en les que el solvent hi pot
penetrar (Bowden i col., 1991; Taylor i col.,
1986). Es va calcular el voidatge de diferents
cossos d'inclusio, que és el volum de solvent
associat a les particules, i van observar que és
més gran que el contingut de solvent que
s'observa en els cristalls de proteina, la qual
cosa suggereix que les cadenes
polipeptidiques en els cossos d’inclusid,
s'organitzen d’'una manera més aleatoria que
en els cristalls (Matthews, 1974).

Les bases moleculars que porten a
I'agregacié in vivo no es coneixen amb
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profunditat, pero hi ha evidéncies de que els
cossos d'inclusié es formen per I'associacié
d’intermediaris de plegament amb un alt
grau d’estructura secundaria. Oberg i col. van
estudiar I'estructura secundaria de les
proteines incloses en els cossos d’inclusié
d’interleukina-1f3 mitjangant FTIR
(Espectroscopia  d’infraroig  per la
transformada de fourier), i van observar que
presenten una estructura secundaria
practicament igual que la proteina nativa
(Oberg i col., 1994). També van analitzar
agregats formats per desnaturalitzacio i
d’altres formats durant el replegament de
proteina desnaturalitzada i tots presentaven
espectres similars. Es coneixen altres casos,
com els cossos d’inclusié de cel-lulasa, en els
que les proteines mostren un estat
conformacional molt proxim al natiu, pero
d’altres en que l'estructura es troba una mica
més pertorbada, com en els agregats de (3-
lactamasa (Pryzbyecien i col., 1994). Les
pertorbacions estructurals que es troben en
diferents agregats s6n molt similars,
consisteixen en un augment de fulles beta a
expenses del contingut en helix alfa de
I'estructura nativa. El fet que els intermediaris
de plegament que formen els agregats
presentin estructura secundaria nativa,
significa que I'agregacio es dona en estadis
avancats de la ruta de plegament (Oberg i
col., 1994). La preséncia d’estructura
secundaria en les particules també encaixa
amb l'estructura porosa dels agregats
(Bowden i col., 1991). A més, la identificacio
d’activitat enzimatica en cossos d'inclusié de
-galactosidasa (Worrall i Goss, 1989) i de
I'endoglucanasa D de Clostridium thermocellum
(Tokatlidis i col., 1991) suggereix que com a

minim, hi ha d’haver una fraccié de la
proteina agregada amb una estructura molt
propera a la nativa. Worral i col. van proposar
el 1989 que la proteina activa present als
cossos d’inclusié procedia de proteina
agregada després d’'ésser correctament
plegada.

Tot i que sha proposat que les
interaccions intermoleculars que porten a
I'agregacié son especifiques i es donen entre
regions homologues (Speed i col., 1996), la
preséncia d’altres proteines coagregades
suggereix que el grau d’especificitat de les
interaccions varia en funcié de la proteina.

1.4. PAPER DE LES XAPERONES
| LES PROTEASES CELLULARS EN
EL PLEGAMENT | L’AGREGACIO
DE PROTEINES

En E.coli, el
s'encarrega d'assistir el plegament de noves
proteines i d’actuar com a control de qualitat
proteic consisteix en dos tipus de proteines:
les xaperones moleculars, que s'encarreguen
de prevenir el mal plegament i 'agregacio de
proteines, i les proteases, que s’encarreguen
d’eliminar estructures defectuoses. Les
xaperones moleculars creen un entorn idoni
per a que les noves cadenes polipeptidiques
puguin adquirir la seva estructura
tridimensional, perd no aporten informacio
conformacional sobre el procés de
plegament (Ellis, 2002).

La maquinaria cel-lular de xaperones
actua durant el plegament de noves
proteines per evitar la seva agregacio en
condicions normals i, més acusadament, en
condicions d’estrés, com les temperatures
elevades. Hi ha moltes xaperones i

sistema cel-lular que
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proteases, que a part d’ésser expressades
constitutivament en condicions normals,
sota condicions d’estrés cel-lular o de xoc
térmic s'indueix la seva produccié en grans
guantitats, per aixo es classifiquen com a
proteines d’estrés o de xoc termic (“heat-
shock”) (Goff i Goldberg, 1985). En E.coli, les
proteines de resposta a l'estrés estan
regulades per un mateix regulé anomenat
032, En situacions extremes es sintetitza el
factor de transcripcio 032 que indueix
I'expressio dels promotors de xoc termic
(Hartl, 1996; Yura, 1999). En els mutants
deficients en el factor 032, s'observen molts
més agregats proteics (Tomoyasu icol.,2001),
fet que evidencia la importancia d’aquesta
xarxa de xaperones i protesases sobre el
plegament proteic.

Les xaperones assisteixen principalment a
proteines que requereixen un procés de
plegament llarg i complicat, en les que es
formen estructures intermediaries que
inclouen estats mal plegats que exposen
regions hidrofobiques al solvent i tendeixen

a agregar. Aquestes reconeixen residus
hidrofobics i/o regions desestructurades, de
manera que s’hi uneixen i dirigeixen els
polipéptids cap a la via productiva del
plegament, evitant I'agregaci6 (Deuerling i
col.,1999; Hartl i Hayer-Hartl, 2002).

En E. coli, les xaperones citosoliques
participen en el plegament de noves
proteines, basicament per dos mecanismes
diferents: el sistema Hsp70 (DnaK/Dnal/GrpE)
i el“trigger factor” (TF), que actuen sobre la
cadena polipeptidica recent sintetitzada,
proporcionant un estat competent pel
plegament i el sistema Hsp60 (GroEL/GroES),
gue actua en un estadi posterior, oferint un
espai compartimentat, fisicament aillat del
citosol, dins del qual proteines completes o
dominis proteics es poden plegar
completament. Aquestes dues classes de
xaperones estan conservades en els tres
dominis de la vida (Frydman, 2001; Langer i
col.,1992).

A part d’aquestes funcions basiques, les
xaperones esmentades i altres participen en

Taula 3. Familia de xaperones d'Escherichia coli; estructura i funcio

Membre d’E.coli | Nimero de | Fenotip del Funcié
copies per | mutantnul
cel-lula
ClpA No fenotip | Degradacié de proteines, juntament
amb la CIpP
@ ClpB 500 Termotoleran | Desagregacio d’agregats proteics,
cia junt amb el sistema DnaK
perjudicada
Hsp90 dimer + HtpG 1050 Es reduex la | Desconeguda
taxa de
o ,7 ) creixement a
44°C
Hsp70 monomer + DnaK 9900 Sensibilitat a | Plegament de proteines recent
Co-xaperona la sintetitzades
Dnal/GrpE temperatura | Prevencié de I'agreacio proteica a
pel elevades temperatures
creixement | Desagregacio d'agregats proteics,
(39°Q) junt amb la ClpB
Hsp60 14-mer + GroEL 1230 Letal Plegament de proteines recent
Co-xaperona sintetitzades
GroES Prevenci6 de I'agregacié proteica a
elevades temperatures
sHsp 8-24-mer IbpA <600 No fenotip | Prevencié de I'agregacié proteica a
IbpB elevades temperatures
Trigger-factor monomer Trigger-factor 20000 No fenotip | Xaperona associada al ribosoma,
@) plegament de noves proteines
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una gran diversitat de funcions relacionades
amb la maquinaria de plegament de les
proteines cel-lulars, per tant tenen una gran
importancia en el procés d'agregacio (Fayet i
col., 1989; Horwich i col., 1993; Gething i
Sambrook, 1992; Ben-Zvi i Goloubinoff, 2001,
Schein, 1991). Tanmateix, la intervencié de les
xaperones en l'agregacio de proteines es
coneix poc i menys en la formacio de cossos
d’inclusio. Les propietats de les principals
xaperones d’E.coli es descriuen breumentala
taula 2 i el seu paper en el plegament i
I'agregacio de proteines esta representat a la
Figura 5.

1.4.1. EI “Trigger Factor” i el
sistema Hsp70

El “trigger factor” és una proteina bacteriana
de 48 kDa, que s'uneix als ribosomes i
interactua amb les cadenes polipeptidiques
naixents curtes (fins a 57 residus)
(Hesterkamp i col., 1996). El complexe cadena
naixent-TF es dissocia de manera ATP
independent, quan la cadena es despren del
ribosoma (Hesterkamp i col., 1996). La funcié
del TF es sobreposa amb la del principal
sistema bacteria de DnakK/Dnal, que
s’encarrega d’estabilitzar les noves cadenes
d’aminoacids i proporcionar-les-hi un estat
competent per a plegar-se correctament
(Deuerling i col., 1999; Teter icol., 1999). Les
dues xaperones tenen activitat isomerasa,
gue es creu que permet mantenir les noves
cadenes sintetitzades en un estat flexible,
gue els hi permeti plegar-se rapidament just
després de la dissociacié de la xaperona
(Bukau icol.,2000).Els eucariotes no tenen TF,
perd encanvi, tenen un complex
heterodimeéric d’associacié6 a ribosoma

anomenat complexe associat a la cadena
naixent o NAC (de Nascent-chain Associated
Complex) (Wiedmann, 1994).

La familia Hsp70 existeix en el citosol
d’eubacteries, eucariotes i algunes
arqueobacteries. L'estructura i els aspectes
mecanics del sistema Hsp70 que es coneixen
millor sén els d’eubacteris, que inclouen la
Hsp70, DnakK, la coxaperona Hsp40, Dnal i el
factor GrpE d’intercanvi de nucleotids. La
xaperona DnaK consisteix en un domini
ATPasa N-terminal de 44 kDa i un domini C-
terminal de 27 kDa, d'uni6 a péptid (Bukau i
Horwich, 1998). La xaperona s'associa al
péptid substracte mitjangant interaccions
hidrofobiques i ponts d’hidrogen (Zhu, 1996).
La unio al peptid es produeix quan la DnaK
esta unida a ATP, aix0 provoca la hidrolisi
d’ATP junt amb un canvi conformacional de
la xaperona. El cicle de DnaK entre aquests
estats esta regulat per la Dnal i la GrpE. El
domini N-terminal de la DnaJ s'uneix a DnaK
i accelera la hidrolisis d’ATP (Rudiger i col.,
2001; Sha i col., 2000), el domini C-terminal
reconeix peptids hidrofobics i GrpE completa

Baixa afinitat
Intercanvi rapid

Alta afinitat
~ Intercanvi lent

Figura 6. Cicle de funcionament del sistema DnaK/DnaJ/GrpE. DnaK
esta respresentada en groc i verd; DnaJ, J; GrpE, E i la proteina
substracte, S. Lintermediari  DnaK-Dnal-substracte-ATP
probablement és molt transitori perqué és el pas més rapid del cicle.

@
Unié péptidy
= ATP
Tel :

Alliberament
del péptid
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el cicle (Harrison i col., 1997), induint
I'alliberament de 'ADP i DnaK i dissociant el
complexe DnaK-peptid .

La DnakK és la xaperona per excel-léncia
encarregada d’evitar I'agregacio,
interaccionant amb els intermediaris
propensos a l'agregacio, i conduint-los cap a
la via productiva del plegament. Una altra
funcié important que la DnaK exerceix sobre
I'agregacié és la de dissociar agregats
produits per xoc termic,en cooperacié amb la
ClpB (Ben-Zvi i Goloubinoff, 2001), que
s’explica més endavant.

1.4.2. ElI sistema Hsp70 -
Xaperonines GroEL/ES

Un altre tipus de xaperones més grans i
complexes sOn les xaperonines. Aquestes
presenten una estructura cilindrica, formada
per un doble anell, amb una cavitat interna,
que proporciona un compartiment aillat
fisicament del medi citosolic, on proteines
senceres o dominis proteics es poden plegar
correctament de manera més eficient. Les
proteines que presenten una estructura no
nativa son capturades per interaccions
hidrofobiques i dirigides cap a la cavitat
central on es poden plegar, protegides de
I'agregacié amb altres proteines del medi.

GroEL i el seu cofactor GroES, representen
el sistema més estudiat de xaperonines. La
GroEL esta composta per dos anells
heptameérics idéntics, de 57 kD, col-locats un
davant de l'altre. Cada subunitat consisteix en
tres dominis, I'equatorial, que té el lloc d’unié
a ATP, que esta unit al domini apical a travées
del domini tipus frontissa (“hingelike”). El
domini apical s’encarrega d'obrir el cilindre i
exposar els residus hidrofobics que atrauen a
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les proteines substrat. GroES és un anell
homoheptameric de 10 kDa que tanca i obre
el cilindre de GroEL mitjangant la GroEL
ATPasa. La superficie hidrofobica exposada
de la part apical de GroEL interacciona amb
els residus hidrofobics d’intermediaris de
plegament. La GroES té seqliencies bucle
mobils, que contacten les regions d’unié a
substrat amb els dominis apicals de GroEL i

! F o
trans T .? ? ..?.
~10
cis ADP. ADP ATP  ATP —Sl' ADP  ADP ADP  ADP ATP| (ATP
i ol

7 ADP

<
>
-2

Figura 7. Sistema de xaperonines GroEL-ES. El panel superior mostra
el complex asimeétric GroEL-GroES(ADP);. Els dominis equatorial,

intermediari i apical de cada subunitat de la GroEL estan
representats en color rosa, groc i blau, i la subunitat GrotS en vermell.
En la imatge de la dreta, els atoms polars carregats estan en color
blau, els atoms hidrofobics, en grac, els de I'esquelet, en blanc i la
superficie exclosa pel solvent, en gris. El panel B esquematitza el
mecanisme de plegament proteic en la cavitat GroEL/ES, essent |,
intermediari de plegament, que s'uneix al domini apical de GroEL i N,
la proteina nativa que es plega dins la cavitat. Sovint es necessten
varies rondes d'internalitzaci6 del substracte a la xaperonina per
assolir el plegament natiu (Hartl i Hayer-Hartl, 2002).

medien la dissociacio del substrat (Fig.7)
(Bukau i Horwich, 1998; Hartl, 1996; Sigler,
1998).

Fins fa poc es creia que la GroEL només
podia assistir el plegament de proteines
gque es poguessin encapsular a la cavitat
formada per GroEL/GroES (>60 Kda), pero
recentment s’ha descrit un mecanisme
d’accio de la GroEL per proteines més grans,
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en el que no es requereix que aquestes
entrin a la cavitat interna (Chaudhuri i col.,
2001).

Ultimament s’ha descrit una nova
propietat de la GroEL, que és
particularment interessant en el context
d’aquest treball. S’ha observat que la
xaperonina pot induir I'agregacié de la
proteina prionica Prp recombinant
desnaturalitzada in vitro. Els agregats que
es formen son resistents a proteolisi i
presenten propietats molt similars als
agregats de PrpSC o Prp'®S | associats a
patologies prioniques (Stockel i Hartl,
2001). Aquesta nova troballa suggereix que
I'agregacio és un procés actiu, mediat per
factors cel-lulars. A continuacié es mostra el
model descrit a partir d’estudis in vitro.
1.4.3. La familia de Iles
Hsp1l00 o Clp ATPases

Les proteines Hsp100/Clp constitueixen
una familia de xaperones ATP-dependents
molt conservades en la natura, trobades
tan en eucariotes com en procariotes.
Aguestes xaperones estan involucrades en
varis processos cel-lulars que inclouen la
reactivacio proteica, la degradaci6o de
proteines, la replicacié de DNA, la regulacio
de I'expressié genica, la termotolerancia,
I'heréncia de factors tipus prionic i la
translocacié a través de membranes
(Bukau i Horwich, 1998; Chernoff i col.,
1995; Mhammedi-Alaoui i col., 1994, Parsell
i col., 1994; Schewder i col., 1996; Tobias i
col.,1991;Vogelicol.,1995). Molts membres
d’aquesta familia, com la ClpA, ClpX i ClpY,
son components reguladors de les
proteases dependents d’ATP, que

s'associen amb les subunitats peptidases
ClpP i ClpQ, encarregades de la degradacio
proteica. La funcio de les Clp ATPases en
aquests complexes és reconeixer i
desplegar els substractes proteics per a
transferir-los a la subunitat peptidasa, que
les proteolitzara. El fet que les funcions
ATPasa i peptidasa estiguin separades en
diferents subunitats, permet que aquestes
també puguin actuar independentment,
amb altres proteines.

A diferencia de les altres Clps, la ClpB
d’E.coli i de Thermus thermophilus, i el seu
homoleg en llevats, Hsp104, no estan
involucrades en la degradacid proteica,
sind en la desagregacio i reactivacié de
proteines mal plegades i agregades (Parsell
i col., 1994; Goloubinoff i col., 1999; Ben-Zvi
I Goloubinoff, 2001).

1.4.4. La ClpB en cooperacio
amb la DnaK funcionen com
un mecanisme de
desagregacio

La ClpB és un membre de la familia de
les Hsps100, molt conservada en la natura.
Quan es va comencar a estudiar, es va
associar a la termotolerancia per la seva
capacitat de desagregar cumuls proteics
per temperatura. Darrerament s’ha descrit
una accié cooperativa de la ClpB,
conjuntament amb la DnakK, Dnal i GrpE
que facilita la desagregacié d’'agregats
proteics estables. La funcié concreta de
cada xaperona en particular no esta massa
clara, pero sembla que es tracta d'un
mecanisme sequencial, en el que la ClpB
s'uneix inicialment a la proteina substracte,
seguit de la unié de la DnaK, que facilita la
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Figura 8. Mecanisme
seqiencial de
desagregacié  del
sistema DnaK-ClpB. La
ClpB  reconeix els
agregats proteics |
amb I'ajuda d’ATP els
desagrega, la proteina
desplegada és
transferida al sistema
DnakK/J/E  per ser
plegada a la seva
forma nativa.
Esquema adaptat de
Goloubinoff 7 col,
1999.

DnaK,Dnal, ATP

v
@0 ¢

Proteina plegada ™5~

dissociacio
dels agregats (Goloubinofficol., 1999; Ben-
Zvi i Goloubinoff, 2001; Enfors, 1992;
Zolkiewski, 1999). EI mecanisme esta
representat a la figura

1.45. Les IbpAB

Les Ibps pertanyen a la familia de les
proteines de xoc termic petites (small heat
shock proteins). Representen les proteines de
resposta a I'estrés més desconegudes i amb
menys homologia entre elles. Se n’han
identificat unes 25 en diferents organismes i
totes elles tenen un pes molecular baix, entre
151 30 Kda. En bacteries s’han descrit les Ibps
(Inclusion Bodies Protein), que es van
denominar aixi per trobar-se associades als
cossos d’inclusid. Les Ibps estan codificades
pels gens IbpA i lbpB ,de 14 i 16 Kda (Allen i
col., 1992). Tot i que la seva funci6 encara es
desconeix, s’ha observat que s'uneixen a
polipéptids desnaturalitzats i els estabilitzen i
aquests poden ésser replegats
espontaniament o transferits al sistema
DnaK/Dnal/GrpE per a plegar-se a traves
d’'un procés depenent d’ATP (Thomas i
Baneyx, 1998; Veinger i col., 1998). In vitro,
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IbpA i IbpB poden mantenir intermediaris de
plegament en una conformacio idonia per a
ésser reactivats per la Dnak, la qual cosa
suggereix que actuen com a reservoris de
proteina desnaturalitzada per estrés cel-lular,
de manera que posteriorment pugui ser
reactivable (Laskowska i col., 1996; Thomas i
Baneyx, 1998).

1.4.6. Paper de la proteolisi
en l'agregaci6 de proteines

La proteolisi juga un paper moltimportant
en el sistema de control de qualitat cel-lular
del plegament proteic, ja que s'encarrega
d’eliminar els polipéptids mal plegats del
citosol, que representen els precursors de
I'agregacio. Aixi doncs, siaquesta no funciona
eficientment, s'afavoreix I'agregacio.

Els gens que codifiquen per la majoria de
les proteases d’E.coli també estan regulades
pel factor de transcripcio 032 i s'indueixen
per xoc térmic i condicions d’estrés (Rosen i
col.,2002;Yura, 1999).Formen part del mateix
mecanisme de regulacidé que les xaperones,
tenint com a substracte els mateixos
polipéptids mal plegats. Encara és una

alternatives
competeixen

incognita si les vies
(degradacio/replegament)
entre elles.

Les proteases citoplasmatiques
encarregades de degradar les proteines
aberrants sén depenents d’energia. Dins
d’aquest grup de proteines hi hala ClpP,ClpX,
Lon, i HfIB, essent HfIB la Unica essencial. Les
proteases | peptidases independents
d’energia, assumeixen I'eliminacio de petits
fragments peptidics (Gottesman, 2002;
Suzukiicol.,1997).

En E.coli també hi ha una gran varietat de
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Figura 9. Esquema general del funcionament de les xaperones en el plegament proteic. Les cadenes polipeptidiques recent sintetitzades
poden plegar-se espontaniament o poden entrar dins del sistema de xaperones, Dnak/J/E i GroEL/ES, que els hi proporciona un ambient
adeient per a ser plegades correctament. Les cadenes polipeptidiques parcialment o mal plegades poden ésser proteolitzades o poden
agregar. En alguns casos les petites xaperones, Ibps, coagreguen amb aquests i per aixo es creu que podrien tenir la funcio de proporcionar
una agregacit reversible.La xaperonaClpB pot desagregar agregats proteics, deixant la proteina desplegad, per a ser transferida al sistema

de plegamet Dnak/J/E.

proteases i peptidases extracitoplasmatiques,
gue s’encarreguen de processar peptid
senyals de proteines de secreci6 i d’eliminar
proteines mal plegades a [I'espai
extracitoplasmatic (Miller, 1996).

1.4.7. Induccio de la resposta al
XO0C téermic durant la
sobreproduccid de proteines
recombinants i formacid de
cossos d’inclusio

Les condicions de sobreproduccio d’'una
proteina recombinant indueixen fortament
I'expressi6 de Il'opero 032 gue regula
I'expressio de xaperones i proteases (Dong i
col., 1995; Rinas, 1996; Kanemori i col., 1994;
Parsell i Sauer,1989; Hoffman i Rinas, 2000).La

temperatura elevada és el parametre que
estimula més rapidament i acusadament la
seva expressidé (Lemaux i col.,, 1978). La
presencia de polipeptids mal plegats també
la indueixen, pero de manera més lenta i
constant. La regulacié del factor 032 és
depenent de la concentracié de DnaK lliure,
gue estabilitza el factor 032, Quan apareixen
molts polipeptids mal plegats, la DnaK té més
afinitat per aquests, i aixo desestabilitza s32 ,
gue serveix com a senyal per la inducci6 del
sistema de resposta al xoc téermic (Yura i
Nakahigashi, 1999; Bukau, 1993).

Els components involucrats en la resposta
a lestrés, s’expressen immediatament
després d’augmentar la temperatura,amb un

temps maxim de 5 a 15 minuts, i es manté
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durant una hora, en els cas dels sistemes
majors de xaperones Hsp70 (DnakK, Dnal i
GrpE) i Hsp60 (GroEL i GroES) i les Clps. Les
Ibps es comporten de manera diferent, tenen
un pic d’expressio en el mateix moment que
les altres, pero la seva expressio no es manté,
I es deixen de produir quan la proteina
recombinant es comenga a acumular en
cossos d'inclusié (Hoffman, 2000).

La rapida activacido dels sistema de
Xaperones en aquestes ocasions, ens indica
gue quan s'inicia el procés de formacio dels
cossos d’inclusio, el nivell de xaperones
cel-lulars es troba en el seu optim (Georgiou i
Valax, 1999).
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Aguest treball va sorgir d’'una linia de
recerca del laboratori dedicada a estudiar els
processos de produccié de proteines
recombinants en Escherichia coli, i la
influencia de les condicions de
sobreproduccié i de les propietats de la
proteina recombinant en el rendiment
d’aquests processos (Corchero i col., 1996;
Corcheroicol.,1997;Vilaicol., 1997). Per altra
banda, també s’havien explorat les respostes
fisiologiques de la cel-lula a la sobreproduccié
d’'una proteina heterologa.

2.1. PROTEINES
RECOMBINANTS UTILIZADES

Es varen construir una serie de proteines
recombinants de fusié entre I'enzim [-
galactosidasa d’Escherichia coli i la proteina
VP1 de la capside del virus de la febre aftosa,
amb l'objectiu d’estudiar la influéncia de
diferents parametres en la seva produccio.
Les proteines de fusio s’han usat ampliament
com a una estratégia per a millorar la
produccio del péptid heteroleg fusionat o
com a base per a dissenyar proteines
multifuncionals, o en la produccio de péptids
amb interes vacunal, per augmentar el
tamany i estructura del producte final i aixi
millorar la seva immunogenicitat. En E.coli,
I'enzim [-galactosidasa és [I'encarregat
d’hidrolitzar la lactosa en glucosa i
galactosa, i aix0 fa que aquesta espécie
pugui utilitzar la lactosa com a font de
carboni. La temperatura optima d’aquesta
reaccio és de 35°C i el pH optim de 7.2, tot i
gue I'enzim es manté estable entre pHsde 6 i

8 (Creuger i Creuger, 1984). A més del
substracte natural, la lactosa, la -
galactosidasa pot hidrolitzar  altres

substractes, com  orto-nitrofenil-b-D-
galactopiranosid  (ONPG), clorofenol
galactopiranosid (CRPG) i el 5-bromo-4-
cloro-3-indol-b.D-galactopiranosid (X-gal),
donant lloc a compostos que presenten
coloraci6. Gracies a aquesta propietat,
I'activitat enzimatica pot ser facilment
detectada. La forma activa de I'enzim és un
homotetramer de 464 kDa (Fowler i Zabin,
1978),que es forma a través de I'ensemblatge
de quatre monomers, codificats pel gen lacz,
i que tenen una sequéncia de 1023
aminoacids (Kalnins i col., 1983 ). La seva
estructura tridimensional esta descrita i hi
predominen les hélix alfa (Jacobson i col.,
1994). La presencia d’una proteina de fusio
als extrems C- o N-terminal d’aquest enzim
no interfereix en la seva activitat enzimatica
(Fowler i Zabin, 1978; Winther i col., 1986), i
per aixo representa un bon model per a
estudiar les propietats de les proteines de
fusio.

La proteina estructural VP1 de la capside
del virus de la febre aftosa conté els 2 llocs
antigeénics principals del virié. En el serotip C,
el principal determinant antigénic sanomena
lloc Ai es troba entre els residus 138-150 dins
del lla¢ G-H exposat al solvent (Strohmaier i
col., 1982). El lloc A inclou varis epitops
(Mateu i col., 1987; Mateu i col., 1989; Mateu i
col., 1990) i a més es troba la sequéncia Arg-
Gly-Asp (RGD). Aquest tripeptid, conservat en
tots els serotips, és la zona d’'unio al receptor
celllular (Fox i col, 1989). Degut a la
complexitat biologica que presenta
I'estructura antigénica del lloc A d’aquest
virusialaimportancia economica de la febre
aftosa en la medicina veterinaria |
diagnostica, es va utilitzar com a model
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d’estudi de la produccid de proteines
virigues en forma de fusio a I'enzim [3-
galactosidasa. Aixi doncs, d’entre altres
construccions,es va fusionar la proteinaVP1 a
I'extrem carboxi i amino terminal de la (3-
galactosidasa, i les proteines resultants es van
anomenar VP1LAC i LACVP1 (Corchero i col.,
1996).

2.2. UTILITZACIO D’UN SISTEMA
D’EXPRESSIO TERMOINDUIBLE
PER A LA PRODUCCIO DE LES
PROTEINES DE FUSIO VP1LAC |
LACVPL

L'eleccié del promotor que dirigira
I'expressié d’un gen recombinant és de
crucial importancia en I'éxit d’'un procés de
produccid, ja que influeix sobre factors com
I'estabilitat del mRNA, la fidelitat en la
incorporacio d’aminoacids, la susceptibilitat
del producte a protedlisi i la formacié de
cossos d'inclusio.

Els promotors que es troben sota el
control de repressors termosensibles
presenten una regulacié molt fina dels nivells
d’expressi6 a través de I'Gs de la temperatura
com a inductor (Villaverde i col., 1993) i
permeten assegurar que l'inductor es
mantingui constant al llarg del procés, cosa
que no és facil d’aconseguir quan s'utilitzen
inductors quimics. En aquest context,
I'expressi6 dels gens des dels promotors litics
del fag lambda pgr i p| recombinants es
controla mitjancant el repressor
termosensible cI857, que s'inactiva a mesura
que augmenta la temperatura, de 30°C a
42°C. Normalment, una desavantatge
d'utilizar aquests sistemes és que
saugmenta la tendencia de que els
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productes recombinants s’acumulin en
forma de cossos d’inclusié (Strandberg i
Enfors, 1991), pero en el context d’aquest
treball ens interessa afavorir la seva formacio.

Les proteines escollides per aquest estudi
VP1LAC i LACVP1, es produeixen a partir del
vector d’expressio pJLA602, basat en els
promotors p i pg del fag A, colocats en
tandem i sota el control del repressor cl857,
el gen del qual també es troba en el plasmid.
Aguest plasmid també consta d'un lloc
multiple de clonatge i d’'un gen de resisténcia
a ampicilina com a marcador (Shauder i col.,

B-galactosidasa d’E.coli

116kDa

Ocrss7 <=

&

Figura 1. Esquema de la construccid de les proteines de fusid
VPLLAC i LACVP1 amb el peptid VP1 del virus de la febre aftosa i
I'enzim [3-galactosidasa d'Escherichia coli.

VP1LAC

LACVP1

1987).

2.3. SOQUES PRODUCTORES

Les dues proteines de fusié esmentades,
VP1LAC i LACVP1, es varen produir en dues
soques d’Escherichia coli, la MC1061, K12,
hsdR2, mcrB, araD139, A(araABC leu)7679,
AlacX74, galU, galK, rpsL, thi, strA (Sambrook i
col.,, 1989) i la BL21, deficient en la proteasa
cel.lular La, amb el genotip Lon- OmpT~ hsdS
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gal (Studier i Moffatt, 1986).

2.4. AGREGACIO | ESTABILITAT DE
LES PROTEINES VP1LAC 1|
LACVP1

Els estudis de produccié de VP1LAC i
LACVP1 mostraven gue la seva producci6
variava molt en funcié de la soca productora.
En la soca deficient en la proteasa La, BL21,
la proteina recombinant es trobava
majoritariament acumulada en c0ss0s
d’inclusio, degut a que la proteina que no
podia ser plegada correctament, no era
degradada pel sistema proteolitic cel-lular i
era dirigida cap a I'agregacio (Corcheroi col.,
1996).

Un fet que ens va cridar I'atencio, va ser
gue els cossos d’inclusié de les dues
proteines VP1LAC i LACVP1, presentaven
aspectes molt diferents, essent els de VP1LAC
molt més grans que els de LACVP1. Aquestes
diferéncies es deuen a que la proteina
LACVP1 és meés sensible a protedlisi,
possiblement degut a una major quantitat
de dianes de proteases a la regio d’'unié. Aixo
suggereix que l'estabilitat proteolitica d’'una
proteina determina (almenys, en part) la seva
agregacio. Per tant, no és del tot cert que
I'agregacio determini I'estabilitat proteolitica,
com s’havia proposat (Hellebust i col., 1989).
Per altra banda, es desconeix si els fragments
de degradaci6 que es troben en els cossos
d’inclusi6 han agregat després d'ésser
proteolitzats, o resulten de la proteolisi dels
polipéptids agregats.

Quan les proteines VP1LAC i LACVP1 es
produeixen en la soca MC1061, agreguen
immediatament després d’ésser
sintetitzades, perd0 no formen co0ss0Os

d’inclusi6. Es va estudiar [I'estabilitat
d’aquesta fraccid de proteina agregada i es
va veure que té una vida mitja més curta que
la proteina soluble i és degradada per
proteolisi limitada, que allibera el fragment
heterdleg i permet el replegament i la
solubilitzaci6 dels fragments de degradacio
de B-galactosidasa. Els resultats observats
suggerien que aquests agregats no estaven
protegits de la proteolisi, com s’havia descrit
pels cossos d’inclusio. Per aixo es va proposar
gue en les primeres fases de lI'agregacio,
s'activen les dianes de proteases de la
proteina mal plegada generant una
sensibilitat a la proteolisi transitoria, que es
podia perdre en agregats més densos com
els cossos d’inclusié (Corchero i col., 1997).
Per altra banda, aquest fenomen també
predia una associacié entre la proteolisi i la
solubilitzacio, que era prou interessant per a
ser estudiada amb més profunditat.

Arrel d’aquests resultats va sorgir
I'interés d’estudiar més detalladament les
caracteristiques que presentaven els cossos
d’inclusio, el seu procés de formacio i
esbrinar si realment es tractaven d’agregats
irreversibles i resistents a proteases, com es
creia (Marston, 1986, Hellebust i col., 1989).

2.5.LA PROTEINA DE FUSIO
TSPA comM A MODEL PER A
ESTUDIAR LA FORMACIO DE
COSSOS D’INCLUSIO

Entre la varietat de proteines de fusié
dissenyades i produides en el laboratori de
Villaverde i col. (Corchero i col., 1996), se’n va
dissenyar una série amb la proteina de la cua
del bacteriofag P22, coneguda com “tailspike
protein” (TSP), fusionada amb el péptid GH23
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de la proteina VP1 (de 23 aminoacids, que
inclou el lloc A). Es van realitzar fusions a
'extrem amino 1 carboxi terminal,
anomenades ATSP i TSPA, respectivament
(Carbonell i Villaverde, 1998). Aquestes
proteines es produeixen per un sistema
d'expressio induible per IPTG pic, en la
soca d’Escherichia coli BL26.

La TSP és la proteina que forma la cua
dels bacteriofags P22 i presenta dues
activitats. Per una banda, el reconeixement i
unié6 a les capsides virigues dels
bacteriofags P22 durant la darrera fase de
morfogenesi del virio, mitjan¢ant el domini
amino terminal. Per altra, [lactivitat
endoramnosidasa, que uneix i hidrolitza els
enllagos a-ramnosil-1,3-galactosa presents
en la unitat repetitiva de I'antigen O de la
cadena de lipopolisacarid (LPS) de la
superificie  bacteriana  (lwashita i
Kanegasaki, 1976; Wollin i col., 1981). Es
tracta d’'una proteina homotrimerica de 666
aminoacids (72 kDa), on predomina
I’estructura en fulla beta. Cada monomer
presenta la forma general d’un peix, i esta
compost per sis segments que s’han
denominat cos principal, boca, aleta dorsal i
aleta caudal. Aquesta ultima esta dividida
en tres segments, i conté tres fulles betes
paral-leles (anomenades A,B i C pels autors)
i dos antiparal-leles (Ci D). A I'aleta dorsal es
troben una fulla beta antiparal-lela forga
recargolada (full bF) i només cinc helix a.

La TSP representa un bon model per
estudiar agregacio, ja que les rutes de
plegament i d’'agregacié estan ben
caracteritzades. La proteina nativa és
termoestable i resistent a SDS i proteolisi, la
qual cosa facilita I'estudi i I'aillament dels
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intermediaris que intervenen en les vies de
plegament i agregacio (Speed icol., 1996).
La cadena polipeptidica recent
sintetitzada, en estat desplegat (U), adopta
una conformacié monomerica parcialment
plegada que s’anomena intermediari
parcialment plegat (I), el qual ja presenta
una forta estructura secundaria. Els
intermediaris | interaccionen a través del
domini carboxiterminal, formant un segon
intermediari protrimeéric (Ipt), gue es
continua plegant fins I'estadi de protrimer
(pt) en el que es troben les tres cadenes
associades, sense plegar-se completament.
Aquest intermediari és metaestable i a
baixes temperatures (<10°C) es manté en
un estadi de preplegament durant varies
hores. A temperatures per sobre dels 30°C
el protrimer té una vida mitja de minuts
(Danner i col., 1993; Fuchs i col., 1991;
Goldenberg i King, 1982) i acaba plegant-se
en la forma nativa (N) seguint una cinética
de primer ordre. A temperatures restrictives
de 38-42°C es desestabilitza I'intermediari |
de la via de plegament i es desvia cap a la
via d’agregacio. Aixi doncs, la forma | esta
en equilibri amb I'espécie I*, que es dirigeix
eficientment cap a I'agregacio originant
intermediaris multimerics que poden ser
identificats en gels no desnaturalitzants de
poliacrilamida. Els temps mitjans per a les
reaccions d’agregaciéo sén similars als
observats en la via de plegament. Danner i

u—>1-—>1

AN
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Seckler (1993) determinen les vides
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u »>>M > >pt—>—>N
ty,, 10°C 7 min. ~30 min. ~10 h.
25°C ~1,5min. ~10 min.  ~30 min.

U= cadenes desplegades pt= protrimer
M= monomers parcialment plegats  N= trimer natiu

mitjanes (Tq1/0) d’aquestes espécies per
fluorescéncia del triptofan i SDS-PAGE.

Degut a la la seva tendencia a agregar, la
producci6 de TSP en E.coli sovint déna lloc a
la formacio de cossos d’'inclusio (Carbonell i
Villaverde, 1998; King i col., 1996; Speed i col.,
1996), que representen un bon model per
estudiar els intermediaris de plegament que
intervenen en el procés d’agregacié. La
complexitat del seu plegament també
ofereix un interes per a estudis de
replegament de la proteina dels cossos

Figura 2. Esquema de la construccid de la proteina de fusid TSPA
amb la proteina TSP del bacteriofag P22 i el péptid GH23 de la
proteina VP1 de a capside del virus de la febre aftosa.

d’inclusid. Per a aquest estudi s’han utilitzat
els cossos d’inclusié de la proteina de fusio
TSPA (Carbonell i Villaverde, 1998).
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OBJECTIUS

A. OBJECTIUS INICIALS DE LA TESI

1. Estudiar cinéticament la formaci6 dels cossos d’inclusio de les dues proteines VP1LAC i
LACVP1 en el citoplasma d’Escherichia coli.

1.1. Descriure com creixen els agregats en el citoplasma d’E.coli per microscopia optica. Ex-
aminar la seva morfologia, el seu creixement volumetric, la localitzacié i distribucié cel-lu-
lar.

1.2. Caracteritzar la composicio proteica dels agregats durant el seu creixement i la taxa d’'a-
gregacio de proteina recombinant.

2. Intentar descobrir quin paper té la formacié dels cossos d'inclusio en la biologia de I'estrés
cel-lular. Per aixo es volen identificar les xaperones que estan involucrades en el procés de
formacio dels cossos d’inclusié de VP1LAC, utilitzant una série de soques deficients en les
xaperones DnakK, GroEL, GroES, CIpA, ClpB, IbpAB i DnaKClpB
2.1. Analitzar les diferéncies dels cossos d’inclusié produits en les diferents soques, per a de-

terminar la influéncia de les xaperones estudiades sobre el seu procés de formacié.

3.Determinar 'estat estructural dels polipeptids que formen els cossos d’'inclusié de VP1LAC i
LACVP1
3.1.Analitzar el procés de digestio proteolitica de les proteines recombinants que formen els

cossos i fer el seguiment de la dissociacié dels grans agregats a través de microscopia
electronica, per a tenir una idea de la seva arquitectura interna.

3.2. Examinar les propietats estructurals dels polipéptids dels cossos d’inclusié mitjangant
técniques d’espectroscopia com la fluorimetria i el dicroisme circular i veure si es pro-
dueixen canvis conformacionals durant el seu creixement.

4. Desenvolupar un metode de recuperacié de proteina nativa dels cossos d’inclusié que sigui
meés efica¢ dels descrits fins ara, amb un major rendiment, més economic, que es pugui es-
calar i es minimitzi I'is d’agents quimics.
4.1.Examinar la possibilitat de desagregar els cossos d’inclusié i recuperar la proteina activa

aplicant una elevada pressio hidrostatica.
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OBJECTIUS

B. NOUS OBJECTIUS QUE HAN APAREGUT DURANT EL TREBALL EXPERI-
MENTAL

El fet de descobrir que I'agregacio en forma de cossos d'inclusio és reversible, ens va portar a
plantejar-nos nous objectius durant la realitzacio de la tesi.

5. Investigar I'evolucio dels cossos d’inclusié de VP1LAC i LACVP1 en el citoplasma cel-lular
quan s'atura la sintesi de proteina recombinant per a conéixer mes a fons el fenomen de la
reversibilitat de I'agregacio.

5.1. Determinar la proteina recombinant agregada que es perd i la que es troba a la fraccio
soluble.

5.2.Esbrinar si la proteina que es solubilitza és replegada en la seva forma activa, analitzant
la seva activitat enzimatica.

6. ldentificar les xaperones que participen en el mecanisme de desagregacio dels cossos d’in-
clusié per entendre quina funcio té aquest mecanisme en la resposta d’estrés cel-lular i per
explotar aquesta funcié per a recuperar proteina dels cossos d’inclusié. Per aix0, s'estudiara
aquest procés en la mateixa col-leccio de soques deficients en xaperones.

7.Estudiar la possibilitat de mimetitzar el procés de solubilitzacio dels cossos d’inclusio que es
dodna invivo, in vitro. Examinar el potencial d'utilitzar extractes cel-lulars sotmesos a un xoc
térmic per a recuperar la proteina nativa dels cossos d’inclusio.
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RESULTATS

4.1. ESTUDI CINETIC DE LA FORMACIO DELS COSSOS D’INCLUSIO
EN EL CITOPLASMA D’Escherichia coli

En aquest treball es va analitzar la formacié dels cossos d’inclusié de VP1LAC en la soca
d’E.coli BL21 (Lon-) durant les primeres 5 hores d’induccio de la proteina recombinant i al
cap de 24 hores. L'estudi es va fer des d’un punt de vista morfoldgic, analitzant el seu
creixement volumetric i la seva distribucio a la cel-lula, a partir d'imatges de microcopia
optica. Per altra banda, es va analitzar la taxa d’agregacio de la proteina recombinant en
els cossos d’'inclusio. Aquest estudi descriptiu mostra que durant la fase exponencial de
sintesi proteica, hi ha una acumulacié constant de proteina recombinant als cossos
d’inclusié, que es correspon amb I'increment de volum.
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shmdicad. T this work, we Tave caplored the constnee-
ton ol Llks m Sroferioiio ool cells producms Lhe
mgndel chimerie prodcin WVPITAC [5]. The agerces-
on of VPLILAC moleculss o the cell ovioplizm
takes place al ncarly constant rates, aroom] necka-
lwon corgs thul are mutvally sxcluave. The repulunly
ol profecin aggroegation  pormits & seawdy  growth
ol Iz throughoul the producive phoss ol the cul-
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2. Mlaterinls wmd methods
2.4 Maasiddy anid bacterial stroing

The £ coli sltam L2 lon ompl hsds ol [6] was
wiazd [ovr recoanhinanl gone oxpression Trom plaznids
pJCOEG and plVEPILALC [4]. The wbsence ol Lhe pro-
tease Tain this sirain rodwces the proicolysis of e

combimunl prodems wnd lavors Lhe peneralion of

larger TRBs [5]. RBriclly, pTCOMG s a pITAROD2 [7] de-
mvitltve and  harbors the L ool e pene, Lhe
CTAST repressor gene and an ampicillin resistanes
murker. pIVEPLLAC |4] 15 o plO046 dervative Lhil
carrics the R gene of Tood-and-mouh discase virnes
(UMWY [used upsiresm ol the bacienul drc pene.
Tt cssacss, the o pircssion of recomibinant gones i=
direcied by the bacleniophage lombda pr, and pr. pro-
oty placad in Gandom. More details of ihiose con-
siruciions have besn mven elsewhers |[508).

2.2 Cell cufrure and comdditions for reconrbiniont mene
SN

T.wria-Rerani {LR) madiom [ was vsiad Tor el
arowlh, Abguels lrom overmighl culiores wers m-
ceulated at A o 50 ml ol Teezh modiom with
1 pe ml ° wmpalbn, m 500-ml shaker Losks,
amd incubated ar 28°C and 250 rpim. When the cul-
lures reached an oplcal densiy al 550 nm (C1..)
ol (1.3 wnits, Nasks woere transicrmed 10 a pre-warmad
buth al 42°C° Lo promole recombinanl sene expres-
siom, wnd they woene Torther ncobatad  Tor soveral
hours. B-Galuciosiduss emevmalic wolivily wis deler-
aincd as previoosly deseribaed [10].

24 Pueification o foefaian Dodies

Cullure samples wene taken a1 dilferam times dor-
my the mducion pened. Vor the punlicalwon ol m-
clusivan hindice, cells were lysal and (racticisaiad by a
lvsogyme-WPU stundurd procedurs (9. In o Lol
slep, parilicd inchsion bodics wore washal wice
with lTnion X-100 and resuspended mn lvsiz buller
(Tris-HCT 50 mM, EITA | mM, ™aCl 100 ).

240 ADE-PAGE anodvads

Trurilicd TRs were hoiled For 10 min in dessiuring
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buller wilh 4 M urea [11). ¥olumes corresponding Lo
cual edll density were loaded on 3.5% stacking amd
T separalion mels. Sdler SDEs-PAGL, pmels wers
slaincd with Coomassic bluc, Alcrmatively, prolcins
were eleciroblotied ool milvocelulose lliers 1o m-
manadctect [bgalactosidaze and VIFITAC with a
rabbil serum elikaled apnnst the nulive enevme. Rab-
hil sora clicinad  mgainst commorcial ThaKE amd
Oroll were also used Lo wenily these chaperonss,
The relative amounis of recombinant. profeing wirs
cilculuted [rom densilomeric anolysis of Begalacio-
sidase mmnuonarcactive bands, always within @ lincar
range, Lo delerming Lhe aclual concenlraliwns of re-
cormbinant prodcing, known amounis ol cemmercial,
nilive femaluciosiduss (from Boshnnger Monnheim)
wore lomded as siandards as provioosdy  doseribed

[1z].
2.5 dmape anplysis

Sumples ol the VPLLAC-producng cullures were
taken at dilforent times, haed with 0 1% Gormsalde-
hwde and stored al 49C uniil vse. Pholographs wers
taken al 2 1000 magnilcation Gelor, inoan O yim s
L2 opical mucrgscope. Cell mapes wers dirlueed
Mo slides with an Scanda AeT (Howler Tackand)
and [urther analveed wilh the LTLSCSA Imuee ool
program o Galeulale volumes of boil TR and cclls
Ovoid and cvimdow shepes, bolh commenly ob-
servod dn TRs, wore considencd, and  volumes {e)

COuEtions:

v [danl] i
rg (e wf

woamd { heing widile amd length respoctively. For the
meisure ol cell volume, we used the penmelsr (ph
amd ihe arse o) ol the scanmad cell images, sinec
lhese puramelers have been shown o be the mosl
reliahle G sech a detcrmination [13]. Therclore, w,
§and vowers culoulaiesd aecordmy o Lhe previonsly
described [13] cyuations:

P=p+p" 16a))/4

w=p /(" a4
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murescopy In BLIVPIVELLAC cells wller 1 b, being
relractile wnder phase contrast microseopic obscrva-
lon wnd showing o conlinuous mnereuss m volume
(Fig. 1} Thess agaregates were nol ohseread in ecllz
producing non-lussd B-gulaciosidase [rom e puren-
1al woetor pIOOAG (not shown). The Formsation ol
prolein peeresiles wis ool excluave Lo speclic cell
sub-populations, since TR-Mee cells were o dotectod
up Lo 3 howlier recombmant gens expressaon (L. 25,
Hovwever, Troan ihis e on, TBs were absont
m un imwregsme lraciion ol cells {lags. 1 oand 2,
probably cusad by the docline of ol hiasynthetic
cipibiines vnd w decrense n recombmanl gens dos-
AR,
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ton ol purdizd L= (1e 2 revealed Lhe pressnce ol ] - ®
a mwajor FEond of aboot B0 T, correspomnding o e A .
the miacl lorm ol VPILAC [14]. lThe amount of T el - ,.:"i .
rocombimant VPITAC in the insoluble ool Traction = i
wils undeleciuble belore mducion (s2e me O L. 2 na & i o
- . a . - = =] 3
Ap b it rapidly increasad alier the wemperaiure shilt = o
al nearly constunl rales and al lensl durmg 5 b {Ligs. - 0 S
- . T r . L 0
3 and AA) Thespite this constancy, there is a signih- =y
cinl vursblily mn the YVPLLAC agereguiion mies in on “I*':r
. . . - 1 1 1 1
dilferam prodection  csperimenis (hetaween 1 amd B0 % % o4 s g
ZSngml " h 'Y which among olher reisens might Tn:lmrj-:u-u' e 1)
A A . - LI
be wusad hy dilforenees in plasmid mainienanes amd
cell denaly or phvsiologweal stule dunng Lhe produc- - b
tien proeess, VIIITAC was the major compurnenl of E:: R ak o fa-" i
1=, wecounimg lor 80 RS ol the oLl prolsn = o F 5
(Fig. AR). This porcontage remained almest siable B 7’.\/ f” U
Irom 2 h oo and Lhreoshoul the produciion perod, L fa-" -5
I L / I o
-~ s | E
= s w =
ﬁ."}"’_ = p -
5 &
= e A - 0 e
L T & &
'3: E’D‘ ; a [ N |
_-" ;;. Q‘hnl\,,thx S L
= &l - / e e -\n% s l.::;-‘i e i '.:.-dh
-: AN | Vvhjrmlum3]
L
g: A Fig. 3. A Varisiioo of ool (blak circley) amd 16 voleme {whikc
} 20 E civelesl o VR TLACproddizeing enlbares The s eelome ol edls
..-:I 0 '! pranlmcng a cxanbianl flgabahemsbase i alas climwe (o=
. glesio 190 The umwunt of VILAL m densitometric units {black
.--,.ll':-'.ll" wprmluds e an st lisd ciscestealim falite symbealsh e pha-
100 W wersus 1B velume. Dotk ovoid fuircles, conlinuous linesy ol
{—5.; B .'!-ii‘ exlindrenl iranples, doshed lnesh shapes weie oonsdersd o
= i) — +— yodum delermizative, Corrclitive cocllivicels (r) ane hasher than
i . | 052 in 2l cases.
Z 60 )
= 40 ¥ despile Lhe conlinuous moorporalion ol newly syn-
b ] thesiecd  prodcin, Chaperencs Thak and  GroEL
= 0= { were alse wenllied wmong 1be mmoer 1} compo-
(=9 1 - .
= / nenls, always represcniing less than 5% ol the wal

| I | .-"""--.-""f

g4 1 2 3 4 5 25
Ircluztiom timee (h)

Fio 4 A Bl amonnis of YETLAC i pasniliad THy 21 @lie-
ol b sl e wewlctnan, ax sdunaial Deon Weslenn Bl analy-
dn Valees are referred 4o thase abdoined at 3 k, namely 108, ==
el TE e ol coltis wesgpeasinely B Pedanlage o VPTLALT
m ibe wial IB peodcin, The mexn of theoe infependenl cxperi
e 18 sherom an by finsds
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mseluble prolein (ool shown), These prowems could
Tave beeon entrappod in VRITAC agercgaics hy a
direct mistaciion wilh muslelded moombmanl pro-
tein malocules, or allernatively they could have ad-
sorhed unspecilicully o pre-lormed 18s dunng (he
purilication proces. Howewer, i1 s nolewarthy 1hat
glihouph recombimanl prolen producion simulules
synihezis of chaperones and odler stross protcing [13]
thitl imieracl with the mducimg protems [16,17), their
prosence in THs is nol & goneral cvent [18], suggosting
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Fue & Spevirvzn of IB volvmues during prodwcizon of VIELLAC, MNumbers imficale bours alicr wducion of rovembinan] peoe cxprossive.

o prolein-specilic co-precipiiulion of chupsrones. The
Tows ol agercgaied VTHTAC ohaerved hotweon 5 amd
25 h (L. 440 mughl mndwale thal the 11 compos-
tieen sulfers modiBcations in siationarny-phase cells,

AA Cowctinpons growth of TR in proshocing hacieria

A cominuous inercass ol he average TR volume
wils ohserved throughoul the synithess ol YE1LAC,
ranging Tromn aboud 005 por® alier 1T isdwetion 1o
more thon 06 pm® wller § k(L1 SA) Adthough i
tas boon postulaied thar the TR siee depends on the

prolein amindg wold sequence und penelw lealures ol

e procdecer srain [13], the data prosentad  here
demonsirule o permenenl prowlh ol 18s while the
recommbimant protcin i produced. This suggesis that
the weprsgulion Tale could be delermuninl ol the
ahacreid TR wolwme al particelar siages of G-
ton. The mmer enlursement ol the averupee cell vol-
winne, Trosin (LG Lo OLES poe®, which i aol abserved in

cells producing o recombinanl f-maluctosiduss (L.
A0 could be partially accoumiad Tor hy the growih
ol cvioplusmac s,

Thzmsity valwes o TR ac available Tor some meodel
proteins |19, bul ther pulalrve variaboen durng 1B
Fowrrmation had naol been analyecd. When ploating the
amonnt ol msoluble VPILAL versus average LI vol-
wime, & lingar correlation s obscrviod  considering
both ovoad snd cvhndneel W shapes (Lox 51, Sinee
the recombinanl prodcin is the main cemponcin. of
15 Ll 413, thos correluiion sugeests ol VEPLLAC
TR density desss ne solfer diamatic variations during
the bumldhne process. The mirense m Lhe pveruees 11
volume is aceoaniad Tor by & wider volume distribuo-
lon m elder cell samples (132 &), m which a [Taciwon
ol =mall, probahly nowly gencraiad THs can sl be
chserved (e also Lo 1 wroow), The permunent
prcsenes of small panicles indicaics thal new aggre-
miles could be conlmuously generuled, despile old
cincs AUl growing. By ascuming that the largese TRs
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Prequensy (9]

]

b

A TAF 1A RiE RS A 3% 40 45 il
Tl Limig {h

Iz O, 1istribetion of TH numiher in TH carrving cells. Muwmibers
indicads hemie afler andicoisn., Binek bacs sean sne 1B per el
dend halched bars tw.

al tine 5 hoare the oldest ones, an average hailding
rale ol 04 pm® b ' cun be estimaled,

X4 Dispribumion of Life s producing ceils

The dinbuien of s m BL2] produang cells
wak monitered  durimg the thermal indoction of
FILAC pene expresaon. Up o beo s wers found
in TR-bwaring cells in all the scannad samples, those
cirrving only one being the most abundunl. Surprs-
ingly, Ureim | hoong the percentage o oclls carmying
lwo Lls remnned exiremely constvnol around 25%
(Fig. 7}, sugecding that VTIT.AD aegrcealion corcs
are mulvally exclusive and thal ther lormelion cun
be provented by pro-formad ence. The high Traction
ol cells conlammg wo Ls. obssreed mmedilely
alfier induction bual ned Tater, might indicate that a
mimmal amannl o wready pgeregulsd prolen 1s re-
guired Tor cllcicnt caelosion, A cause Tor TR iner-
lerznce could be w nbosemes concentruiwon by en-
irappimg  iwle ageregation  cores,  doring the
precipilaiion ol elongulimg polvpeplide chams, Llow-
cwer, the proscnce of THs in the dowaliy of cells dor-
my almest 3 b (lae 20 mdicaies thal nbosomes dis-
iribtion dwring el division . muest aol he
dramabically unbalunced. Alietnolively, the conver-
wonce of pEmially soluble aggregation intermadiae
mlo sze-dependenl nucleabion cores miphl be Lhe
causs of e rericted mumber of TRz The activation
ol prodewse largel sales m VPLLALC and relaled pro-
ting, within the inscelehle el Traction [14, 5], indi-
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ciles Lhe exwtence ol muslolded. purilly precipa-
tated  prodcin Teoms that are sl reactive helores
thewr complele wgeregaiion. Lhese loose [ooms could
citly be condensed in large TR cores, thoes preventing
the lormalion ol muluple 13z m oo sangle cell Le-
tailad Kimctic analyaes wouhl be roguirad to deoply
glucidate the nalure ol the exclusive 1 lormaon
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4.2. ELS cOSSOS D’'INCLUSIO SON ESTRUCTURES DINAMIQUES:
TRANSICIO ENTRE LA FORMA SOLUBLE | INSOLUBLE DE LA
PROTEINA RECOMBINANT

En un segon treball, es va voler extendre I'estudi del creixement dels cossos d'inclusid
utilitzant una altra proteina, la LACVP1, que tot i ser molt semblant a VP1LAC, ja s’havia
vist que era més sensible a la protedlisi. L'objectiu d’aquest treball era veure si proteines
amb una sequencia practicament igual, tenien la mateixa tendencia a I'agregacio.
Tanmateix, la caracteritzacio dels cossos d’inclusié d’aquestes proteines mostra que
presenten propietats diferents, tant en morfologia com en composicié. Examinant
cineticament el creixement dels cossos d’inclusio es van observar perdues de proteina
agregada i la posterior reagregacio de la mateixa o dels seus productes de degradacio.
Aix0 ens suggeria que la proteina que forma els cossos d’inclusié es troba en un estat
transitori entre la seva forma soluble i la insoluble.
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Proteolytic digestion ol bacterial inclusion body protems during dynamic
transition between soluble and insoluble forms

Maria M, Carrié, José T.. Corchero !, Antonio Villaverde #

fetitre A fiolapia Varamese! and Depeertemen de Cooction cnd Wicrehfalopta, Dniversifon Autdrams de forcefine, Bellaion,
O30T Barceluno, Spoie

Recciverd 15 Fehriory 199 recrivedd in revisnd forme 21 Toly 1999 ; aceepted 73 Tuly 16989

Ahatract

[nclurion bodics formed by toeo closely relawed hybrid protcins, namely VPILAC and LACY P, have bhoeen compared
during, ihear huilihing m feefericlin eoli, Features of thess proleins gre delermmant of aeeresation ries and  prodein
composition of the boedies, generating insolable particles with distinguishable volume evolation. Interestingly, in LACYPI
amd ks percepiihly i W ETLAC haddies, sen mmportimi Tewtom af the aperesaied polyvpepiile s bost ot o green stape of body
constraction. Stable degradation intermediates of the more fragile LACYPT are eoncomituntly found cmbedded in the
buhies, When recombanant protein seothesas soeresisd noarosang, cells the amount of speeremaied protein droops while the
ameant of saluble protein undergoss o sudden rise before proteclysis. This indicates an architectural plasticity during the in
viver Bani Il ool The stodisn] ioclusion hodies by o dynamic Drmsation betwesn solohls aml insoloble Tormes ol 1the recambinim
proteing involved. Duaring this transition, protcase-sensitve polypeptides can suffor an cfficient proteclyc attack and the

resathiing fraggnents forither apgrepate s mclusion body conpoments

o 1998 1levier Science BY AL riphils reservel

Kepwonds [F-Galactosiduss; Misfolding; Protcsin appremtion ; Prodenlysis; Tnchision hady; Recnmbinant prodein

1. Introduction

Protem ageregpation, despile being deeply mvalved
im animaal and hmman pathologics of growing impact,
is stll poorly understoand al the molecular level. Bac-
terial imclusion Dodics (IBs), which ave froquently
abserved durme the production of heleralorows pro-
ieins [1]. wilor an nleesting model 1o imvestizale the
matlecular basis of proten Tolifmge and sgerecaion.

* Correspoading auther. Fas: +3405-08[201L;
1% mail s avilliverded@ocnishoes

! Present addreas: VITTR, MailSaap G 18, Conters for Dispnss
Control, TEID Chllon Rowl, Allenta, (G4 3133, USA.

Their Tommalon lakes place when misfolded profems
svnthesiscd af high rates cseape from the homackeop-
er proteclvie syetems and agpregate around moclsa-
tion cores. Althongh some smdics indieare that ag-
presalivn mbenmediales can be partially degraded [2],
1B proteins are highly stable and resistant 1o pro-
leases i vives |13 Therelore, dornge the prodoctiom
ol recombinant proteins, the loomation of 1B olicn
eermils & beller prodem recovery than thal of soluble
protein [3]. The continuous developing of subscguont
reloldmg, product-adapled stralemes 4] allows the
linal eeovery of protein in s potive comlormation.

In this work, we have studicd the aggrogation ki-
netics of Lhe recombinant, bybrid proten LACVE]
when produced in Eseherichiz coli, This constrict is a
P-alactosidase carrying the VP protemm of fool and

16T 4E32 900 S wee Fronl maller &0 19949 [loevier Scence LY. ALl mghils ressrved,

PIT- 5006748389000 177-1

45



RESULTATS
TREBALL 2

WA Carvod er af § Puschmneea of Baophyoea fews M3 Q1000 T3 17 171

memth diszase vims (FMIXY) fused ar its carboxy-
lermmns 5,00 LACYPL 15 more proleasc-sensilive
iban the related protcin VPLLAC, an MN-lcominal J3-
malactosidase Tusion consisting of the same polypep-
Udes arramaed W the alicenative posilions [>.0]. The
kinehie analysis of the novive LACYPL 1B baldimg
process describod hore shows an Doporiant, sile-1c-
stricted profealytic activity on LACYPT during a lars
phase of 1B lormativn, coinadent with 4 reduction in
the average volome of the badies, A fraction of sta-
ble degradation Mragments are ound retainsd o puo-
rificd IR particles, snggesting that protoolvsis might
Luke place divectly on aggregaled profemn. Although
his possibility cannol be cacluded, a decper investi-
walion of this evenl prompis us lo propose a dyname
protwin sachangss boetween soluble and insoluble ecll
ractions during the building of our model 1Hs, (hai
ulder aclive protcin syvaibesis s displaced (owands
prolem ageregalion and volmeine growlh of 1B
parlicles, This dymarmism, supporling an anexpecisd
plasticity of IE architcerare, could provide an appro-
priale molscular contesl For proteclysis of soluwbilised
IE profmins and farther agerepation of the resultung
producls.

2. Materads and meilods
21 Buctersd stvaws, plusmels aed coultvre comdilions

The Len  Eocele stipain BL2ZL [7] was wsed [og
profein production. Plasmids pJLACYPT and
pIWTILAC [5.8] encode (v closely related bhybrd
proteins n which the VP capsid protein s fased
Loy either the carboxy- or ammo-lermmus of [-galac-
tosidase respoctively. In these veorors, the lambda
Iytic promaoters direct ranscription of both recombi-
oanl genss, under 1w conleoel of (he lemporatusc-
sensilive CIE857 repressor |8 Lana-Herlant (1LH) me-
divm [9] plus L pafml ampicillio was used Lor the
cullure of recombimant colls, Culiures woere arown al
287 and 2530 rpmy Al the bepinning of the capoen-
al phase (arouwnd 0.3 O0),, onois), Mesks were
ranslorrad woa pre-warmad bath at 42°C w iducs
gone exprossion and they were turther ineubated at
this lemperalure [or 24 h. When necessary, [-galac-
tosidase Aactivity was mexsured by standard proce-
dures 1), For some experiments, sxpression of Te-
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combinant genes was stopped by transtzering the
cullures back o shaker baths al 289°C7 aller srowing
Lo a period ol dme ot 427

2.2 Bampling, purthicalion awd clectrephorein
manlyaie of T

Caltore samples of 1.5 mil were periodically raken
during the productivn phase. TDs were purilied by
repeated defergent treatment. Bricfly, oolls were har-
vesledd by centrilugation a 12000 = Tor 15 min and
resmspendod in 2R gl of lvsis baffor (50 mb Tris-
TICL | m™M TDTA, 100 el MNaCl plT 8) contammg
30l of 100 mM phenylmethylsullony] Queride and
O pl ol 1 mefml bysoegmoe. Alier 30 nim of incuha-
tion at 37°C o agiation, NP-40 was added o
ancd the mixlure menbated al 49C under genile am-
Lation for 30 min. Then, 3l of 1 mgfinl DNase and
Sl of T M MeSOy were added and the mixiore
incubaled agmn al 37 Tor 20 man. Adler lysis, pro-
win agaregates wore separated by contrifugarion ar
L2000 g Tor 15 min. Tinally, TBs were washed Lwice
with Ivsis buftar plos (L5354 Triton X-100, resuspendaed
in lvsiz buller and stworsd vntl analysis. THs were
Boiled far 1 min in denaturing boffer (125 mM
Trs=1 0L 6% 51&, MG glyecerol, TG f-meroamlo-
clbapel, pH 6.8) plus 8 M wica [11] and loaded on
A% stackime-75 separabon gels, The presence of
ubc in this buller s meccssary o achicove a complete
solubihsation of 1 proleins and a correcl wagration
ol proteing as clear bands alter clectophopesis (ol
shown}, Profein bands were quantificd atter cither
Cowmmassie blue staning of SDS-PAGE gels or nm-
munahlor with apprapriate standards. In Western
Blol we used either an anb-P-galactosidase polyclonal
semm ar the anti-VP1L monoclonal antibady 3ES
[12]. Tor simullaneows analysis of prolsin conlent
in seluble and nscluble lactions, cells om 3-ml
sumples were  harvested by ceninfugation ad
12000 Tor 10 min, sesuspended o 200 pl of £
bulfer (006 M NaslIPOy, 004 M Nall POy, (U1
M KCL I mb M5Oy pH 720 and distupled by
ultrasomiculion ol A1 W Tor 1.5 man o an e bath.
Soluble coll Maction was scparated by contrilugation
Af 1240M) g for Mmoo oar A0 and processed For
electrophoress, Inseluble cell raction was processsd
for IR purification and forther S105-PAGE a5 de-
seribed abowve,
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A4 fmage anedysis

Maorphelogical [eatures of LACYEL 1Bs were de-
lermimed as diseribed Tor VPTLAC |13 Brielly, -
ages ol producing colls were analyvsed al 10003 mag-
milicatiom  Cactor with the UTHSCSA  Image ool
program. 1B volumes were caleulated according (o
the following coguation:

v = |dma 1] 24

wheore w oand [ are width and lenglh of an ovimd
particle respectively, About 100 cell nages ward an-
alysed in cach sample.

2.4, Cremputing proeedures

The dedoced amme el sequences Tor LACVYPI
and VLLILAC wore amalysed using the GOG (Gonet-
s Compuler Ciroupd Wisconsm Package version 4
lor secondary structure and proleass Largel sile pre-
dictions respectively. Programs Pepridehoruetan: and
PeplideMap were tun [or thess purposes.

Tahlre |
Fealwres ool LAUYEPLD and ¥PTLAC Ts producal i £ eoli BLET

Indlwesmsn 1B verlwioe (o) [eemnbnmant protan 1§ womtent (990
time (T}
LAY VIMELALL LACYIM VIMILAL
] ad ad ad ird
0.5 nil nil SANRNERT 2.1
Lo ad d0Gs" sanng 14
1.5 nel (.06RY K. 3HN35235 AT
20 ad AR IERAC | ol
2.5 (LOAIT 0.L33 ALTHISAS T2.%
in an 0245 4 THER O 74
35 PULERT 0.1 2R LR}
4an 00458 0364 R AT 97 s
15 0.1 0 HIHNEE G k(]
50 (044 [IEER EER BT w4
244 0l44 0 IR EEN

ad: aot detetalde.

“T'he given vilne 1% Lhe median ol the TR welnme distibadiom.

3. Resnls

A0 Dusterect wroheleciore amd profein compostiion v
FACVPS aud VPIHLAC 1Hy

LACYPT and WP1LAC are closely related hybrid
proteins o which 1he sanw paciner domain is Dused
ar cither the carboxyv- or the amino-terminns of K
coli Prgalactosidase [5.6]. Both constructs [orme TBs
upan avorproduction in Eoeadd BLZT 5] althongh
they show distinel proteolylic semsilivily ino vivi,
FLACYPT being mare unstable and viclding & main
derradaiion product stmilar in mobidlily e the naive
P-galactosidase [3]. Sinee the IR constivction process
remains essenlially unexplored, we have recently in-
vestigated the kinetics of 1B growith in VP LLAC-pro-
ducimg cells |13 The resulis ablaned mdicaied a
sieady  acoumulation of e ocombinaol  poolcin
and a4 regular inerease of 1B volume while the cells
rermain hosyothetcally active, To determing the pu-
tative mfineness of protein stability on the aggroaa-
tion profile, LACVE] was subjecled here e a similur
analysis for comparisan, Pable T osnmmarnses the
main features of both kinds of bodies. As observed,
FACYPT  IBs renuwin smaller thromghont  their
srowih, allhough the synihess rale of both prodons

1l-bearmy, aslls [l Cells contwimng 2 1Es 251

LAV VIFILAL LAY VIFILAC
ad ad ad ad
mil ER mel ik
IR i) 29 L&A
mel 1K) mil G5
234 1) R 235
g T4 iR 215
TR a4 41l T4
{10 ] 932 54 2141
054 B3 LR il
T TR ix 24
a7 T3 i ] Ml
1K) A 248 YR

URor LACVEPL 1Bs, both the iatacy fonm aod the total rocombinant potcn laciudios te feealaciosidase and VErl-lke Oapocals

hivve heen considered.

“Lhis popecntass i osiven considering tee total ool pomber (Gocliding both 1B-bearing and IB-loer oolls),

a7
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is comparable [5] The rapid protoolvsis of LAY P
heelosre aeereraiion |5] may accounl Tor the smaller
siec of the wesulling 1B Iimerestingly, protcin codm-
posion of LACVYPT and VPILAC 1Bs  diflors
greaily, VELLAC is 1he main 1B compencnt account-
g Tor SO0=H1% of the wolal protem, this percenlage
remaining stable throwaloul prolcio accumulaiion.
However, LACYPD represents loss than 5408 of IR
protem, showing an inportant me-dependent evo-
mtion with a peak ar abour A b 1 also considening
detectable TACVP]  degradalion  mtermediales
present i 1Bz, the relative valies of tatal reconnb-
pant proten are sull lwer thal m VPITAC TBs, al-
wiavs below 635 This suggests a higher helerogcne-
Wy m prolem compasiion of LACYPL THs. Odher
pacameters deseribing the meidence of 1B in the
produmne caliures are wlso compared m Table 1, m
general being represcotative of a lower ellicieney of
LACYPIL agrremaiion. Mole Tor example the lower
nwnber of TBs per cell compared o those ol
VRITLAC, Intrigwingly, in both  LACYPL and

A

kDa M __ Standard G-gal

005 115 23 454

VEPTLALCL a transient decrcase in TB walnme s oh-
served al different tmes aller mduchon, appeanng
more stable in LACYE] bodics.

3.2 Proveolvsy of IR LACVED profeim

The low prescace of mecombioanl prolcin o
LACYPT IHs was deeply investigared b B105-
PAGE ol urea-denatured TBs, Gollowed by Weslern
Blor analysis, We considered the intact form of
LACYTL as well as the mam degradation inlermedi-
Afes, sines they eould be also meorporated to grow-
ing TBs. Both (ragments, f-palactosidase- and VPL-
like proteins are antienically indistinguishable [Tom
the pariners PRI VP and £ eali f-malaciosidase
rospoctively (ool shown), showing appament molecu-
lar musses ol ahont 18 and 117 kIda (19e 1)
Alhough additiooal bydrelyss stops canool be k-
cluded, these Mramment sires are compabible with a
diserele cleavage al the linker regmon, Weslern blols
of LACYPT TBs from a fime conrse experiment are

+—LACVPL
*+— B-gal-like

«— LACVP]

— Pl

Iig. 1. Time dbependent Weslern hlot amidysis o poamilsd LACYPT s An oand b absciesiise serum (A amad the am 3 VP momachn
nal antibdy TFE (R wers nsed for immimedetection. Stindards of pare f-mlactasidnss naed for quunsdication are alse shown SNom-

Iwrs izt hoars allar mdwelian o rocombmanl oo caprossion.
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showwn in Fig, 1, and the cstimarcd amonnes of the
identified components depicted n 19 24 Ay aceurs
i VPILAC [13], ibe amount of 1B LACYE] in-
creases 1 od ime-dependent Gashion upon mdochion
of pene expression. However, the apparcal aocuimu-
latiom rate shehily dechnes aler 3 b, amd the aecu-
foulated amount of Doll-lepgih LACYEL n isolated
Proedics draps from 4 b oon, Coincident with the de-
Cline of the slope representing the intact TACVEPL.
thore is an imporfant ingrease in the amannts of |'i-
galactosidase-like and ¥VPL-like fragments, The evo-
ltion of intact 1B LACYPD suggests that this pro-
Letn can be parlially lost from the growing TOs, and
that this could be related o1l decrcase in 1B avee-
ame vilume presenled m Table 1, between 4 and 3 h
aller induction. On the other haod., the accumulation
of the shartencd Torms would indicale that the Tull-
lengil Loom of LACYITL sullers a sile-specilic diges-
Hon, mving fraemenls smilar o those observed m
the cell seluble macuon [5]. The mlmguing moreass
of these fragments in puriticd THs tagerher wieh the
decrease of the [ull-length Torm could indicate that
the cleavage reactions comld take place dircerly an
proteimn associaled with TBs. The companson belwesn
the malar amonnts of these palypeptides (Fig, 2R},
however, sumeesis thal a frachon of Cthe degradaion
Lragments decive [rom ageregation of soluble [oomns,
smee the digesion of aroremated LACYPD canmol
account Lo the  Peralactosidasc-like  accumulated
from 3 h om. The sleady inerease of 1H f-malactos-
dase-like Uragment Lom 3 10 24 boalso supgests s

stability in 1Bs, and this fact may account for the
nerease of 1B volume within this pened (Table 1)
despite the loss ol miact LACYEL The accumulaiion
kimetics of 1B LACY P s consislent when companng
dillerent caperiments (Fig, 200, showing a poak al
4 h. A smmlar analysis of the related VPLLAC pro-
Lein doecs nod show any porceplible docline uvp 0 3 h
during 1H formation {Fig. 207, althongh abour 20
of Lthe TO (ull-length protein s also lost between 5
and 74 h,

1.0 PDenanics af TR compiagivion in thie absenee of
recorthinans profein synihesis

Hesulis presended m 1z 2 and Table 1 demon-
stirate a loss of 1B componcnts during i vive body
buildine. In additon, in the case of LACYPIL, il
socis 1hat a limied cleavage is associated wilh pro-
lem release, bul Prom the presented data 10 was nol
pussihle W discrirmioate i Uhe proteolyie allack Lakes
Place aver IB-associated pratein or released polvpep-
Lides. While in the limst case partially agprecated TD
provein conld expass protoase targer sites 1o the saol-
venl al the TR inlerfuce, in the second possibilily,
degradation of LACYPD wonld imply profein solnb-
M=abron Tollowed by digesion and Turther precipila-
ion in 1Bs:. In an atlcmpld 0 discriminais belwecn
Lhose possibalibes, we have studied the m vivo evolu-
tion of already Lommed LACYE] and WYPLILAC [Bs
aller removing the mducing sizmal Tor lranscrplion
of recombigant genss. Fipo 3 shows 1w IR pootcin
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? 8- : Ehﬂ— .F E & -o
= 1 - = 20 | - b 2]
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Trichuclion time (h)

Induction time (k)

Ireduction tire (h)

Fir 2 Accumulation of pecombioant protdins and protein Oasments o solated 18s (o a frowing coliors (4) The amdoots of
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Fig, 3. Erolation of protdda somousts of ciber solebl Taction (ogen seobols, ekt sealed and porified 18s dclosed svobols, el scale)
lor mlact LAUYI (AL LAUVEL-denved Jralaclosidase-like Fragmoenl (B aml mlact VITTLAC (07 an delenmumad by densalomelng
analysis of Western hots Verricnl hars indicise the femperatare dooneshift in the hacterial caltnres The densitemierric mmis (du) wail-

e ol weeluble and 13 Iracias, as oblamwd Iom dulerenl lols, are ool quanlilalively oomgrerabl,

composition belore, during and alicr the Wwansiion
rom productive Lo non-prodectve cell stalus or
boil kinds of bodics, Adicr tomperatuie deciease, a
drop of miact LACYPD (19g. 3A), Prealaciosidase-
ke LACVEI [ragment (T 380 and VPILAC (T
3} makes place, The negative ovolution of the |R
protem conlenl i biosynlhetically competent cells,
anee the transcriprion trom the recombinant pro-
marlers bas been arrested. strongly suggrests that the
constrction of these 1Bs is a dynanmic process -

volvmg stmuliancous meorporabon amd release of

protein. Then, e taonsition between selubls and
m=tluble Torms would be unbalanced towards pro-
lein aggregation when colls ame avtively overproduc-
ing recombinant protein, bul this siluabion can be
inwerted in the abscnce of specilic recombinam syn-
thesis (Fig, 3) or in ageing culmres [Fig. 7).

Tor the sxperiments shown i Tz 3, Lthe soluble
coll traction was alsa monitarad, In VPTLAC-pro-
ducing cells, the concentraton of the Tusion protein
fomnd in the salubls ool fracrian riscs coincident. with
protem loss in purilied T0s (Tig. 3C), conlirming the
prosumed  wansiton fom aggmesaled o seluble
lommes. Far LACYPIL, the amounts of both the Tall-
lengily [usion apd he Pegalactosidase-like Lragmentl
meresse aller armest of recombmant synthesis. The
rist ol the imtact LACYEL wndor lwse conditions
proves a release of adiresiod 13 prolom such as
abo oocurs for VPILAC Alhough in situ cleavags
of LACYPL IE pratcing cannot be exelnded, these
whbservalions [avour the hypothesis that atl least an
impeatant traction of mtact LACYPL is salubilized
from ITBs, proteolyically digestsd mosolution and a
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Traction of resulting Lagments funlws agaregated as
1 compomenis.

4. Discussion

Tailure of overproducsd proteins in achieving their
native canformation allows availability of proveass
Largel siles Lo the protease cell machinery [14]. Mis-
tolded polvpoptides escaping from degradation ag-
wroerle ax amorphous, mesoluble paricles o bactenal
copariments,  mamely  oyloplasm  of  poriplasm
11,13, 05=17). Cyloplasmic THs grow steadily m bao-
svitbetically  competent  oolls, around  meclcation
cores whose Tormation s mulually exclusive |13].
While it is widely recogmized (at 1B protein is stable
in fromt of ool profeascs, the results presented here
privve Lhal protein LACVFL, a prolease-sensilve [i-
salacrasidase fusion 3], is not irreversibly provected
by agpreraton as TDs, since a fraction of the re-
combinant prafein 5 cleaved in vivo by oA targer
sile within ot close wre the hings region. The kinelics
presented o Fig, 2AC shows that 1w site-restriciced
prowealyiic atlack  becomes  apparend o agcing,
slowly dividing cclls alter several hours of 1B growili,
Thig s comerdent with a parial proten loss from [Bs
rosuluing in a detectable reduction of the average B
volume (Table T and e 250 Ths dhgeshion senerades
two detectable fagments, e larger coe being highly
stable and  refained i the aggregafes,  Protcin
WPILALC i also lost Mrom Ths, bul laler in the buld-
ing pracess (Fig, 200 Mo degradation products of
this proteim are Townd m TEs up o 24 h (ool show,
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confirming the higher stability of this fsion 5], A
large number of profease largel siles predicied in the
highly hyvdrophilic hinge ceion of LACYEL, bul ab-
senl m othal of YPTLAC (mod shown), could accounl,
at Least pactially. Lor this distiset proteolyiic stalility.

A kmene analysas of 1B prolom composibion aller
slopping moeembinanl gone Lranseipiion (Fig. 3) po-
mMits A clear manitonng of in vivo release of intact (as
well as degraded) proten mom both LAY and
VPITLAC 1HBs, the solbilised protein heing transi-
ently found i the soluble fraction before Turther
degradarion, 'I'he growth kinerics of IBs during re-
combinanl gene oversapression [13] can be seen as a
Talance beiweon prodein aggregation and solubilisa-
on, which 15 naturally displaced (owards prolem
wlease in ageing cells (Fig. 2 and Table 1), io the
absonce of synthesis ol IH componends (g 35
This dviammic plasticily of cur model [Bs conecriing
profem permancnoe 1% an uanreporicd event thal de-
serves lurther analyss becawse of ils possible biotech-
nolagical impact. The refolding potontial of small
heal shock protems in the contest of o multichaper-
ane netwark [T conld pravide A rationale for this
mirguing nding.

The abzerved proteolvsis of 1B LACYP (Fig, 2)
seems o lake place durme s release from ihe
Teodics, over soluble of partially solubilised polypop-
lice chains, mving fraoments thal can agsresale back
it bowlics, Howewer, the osulls prescnted n Figs, 2
amd 3 odo net exclude direet proteolviie stiack of
polypeplides on e 1B inlerlacs, by partial selvont
cxposure of target peprides, Sines in vivo site-limited
protealysis of non-IE aggregaled proteins has besn
reported |1, a reserictod, bt still relevane availability
ol prolease largel sites of TB proleins al the TR inter-
face cannat he completely excluded,
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