
El fet d’haver trobat que els cossos d’inclusió eren estructures dinàmiques, en les que hi

havia una transició entre la forma soluble i la insoluble, ens va portar a analitzar amb més

profunditat la reversibilitat de l’agregació. Per això vam estudiar l’evolució dels cossos

d’inclusió després d’haver aturat la síntesi proteica. La seva desintegració i l’aparició de

proteïna soluble demostra que l’agregació en forma de cossos d’inclusió és reversible.

Aquesta troballa ens va portar a formular la hipòtesi de que els cossos d’inclusió eren el

resultat d’un equilibri dinàmic entre l’agregació i la solubilització, desplaçat cap a

l’agregació, durant la sobreproducció de proteïna recombinant.
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Com acabem de veure, l’agregació

proteica en els cossos d’inclusió de VP1LAC i

TSPA és reversible. Quan s’atura la síntesi de

proteïna recombinant, es produeix una

ràpida desintegració dels cossos d’inclusió.

Aquí es mostra més detalladament com es

perd la proteïna agregada dels cossos

d’inclusió de VP1LAC, LACVP1 i TSPA. Els

cossos de VP1LAC i LACVP1 es desintegren

més ràpidament que els de TSPA, perden un

80% del seu contingut en 2 hores i el 20 %

restant de proteïna roman agregada 24

hores més tard. Encanvi, els cossos d’inclusió

de TSPA es desintegren més lentament, però

completament. La fracció de proteïna

recalcitrant dels cossos de VP1LAC i LACVP1

que no és desagregada, podria representar

una part dels polipèptids agregats entre els

quals s’han creat interaccions més fortes,

com podrien ésser ponts disofre.

Comparant la desintegració dels cossos

d’inclusió de VP1LAC en les soques BL21

(Lon-) i MC4100, veiem que tenen un

comportament similar, la qual cosa ens

indica que el sistema encarregat de

dissociar dels agregats deu ser independent

de la proteasa Lon. Tanmateix, la lleugera

diferència entre les dues soques, d’un 6%,

podria estar associada a l’absència de la

proteasea Lon en BL21, o a la variabilitat dels

experiments. Per altra banda, el fet de trobar

la mateixa fracció de proteïna més resistent

a ésser dissociada en diferents soques,

suggereix que depèn de la proteïna

recombinant.

La ràpida desintegració dels cossos

d’inclusió a l’aturar la incorporació de

proteïna als agregats suggereix que hi ha un

mecanisme cel.lular dirigit a processar la

proteïna agregada. Una gran part de la

proteïna desagregada és proteolitzada, i

una altra replegada (Fig. 4, article 3) Així

doncs, en aquest cas, l’agregació proteica

podria representar un estat transitori de

polipèptids mal plegats que seran

proteolitzats o replegats.

DESINTEGRACIÓ DELS COSSOS D’INCLUSIÓ QUAN S’ATURA LA
SÍNTESI PROTEICA

Temps després de l'aturada de la síntesi de proteïna recombinant (h)

0 1 2 3 4 25

Proteïna en cossos d'inclusió (%)

0

20

40

60

80

100
VP1LAC en BL21
LACVP1 en BL21
TSP en BL26
VP1LAC en MC4100

Figura 1. Desintegració  dels
cossos d’inclusió de VP1LAC,
LACVP1 i TSP de 3 hores produïts
en les soques BL26, BL21 i
MC4100.Quan s’atura la síntesi de
proteïna recombinant, s’observa
com va  disminuïnt  la quantitat
de proteïna agregada que forma
els cossos d’inclusió.
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Es van realitzar una sèrie de treballs per estudiar com s’estructura la proteïna agregada

dins dels cossos d’inclusió. Per una banda es va analitzar la sensibilitat in vitro de les

proteïnes dels cossos d’inclusió de VP1LAC i LACVP1 a la tripsina. Combinant la

visualització del procés de fragmentació dels cossos d’inclusió per microscòpia

electrònica i el modelatge matemàtic del procés de digestió dels agregats, ens va donar

una idea de la seva organització interna. Per altra banda, es van estudiar les propietats

estructurals de la proteïna agregada en els cossos d’inclusió de VP1LAC i LACVP1,

mitjancant tècniques d’espectroscòpia, com fluorimetria i dicroïsme circular.

4.4. ORGANITZACIÓ INTERNA DELS COSSOS D’INCLUSIÓ

BACTERIANS
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INTRODUCCIÓ
Conèixer l’estructura que presenta la

proteïna agregada en els cossos d’inclusió

pot ser important per a entendre com es

formen els cossos d’inclusió i per avaluar la

potencialitat de recuperar la proteïna

nativa. Estudis preliminars  proposaven que

els cossos d’inclusió estaven compostos per

intermediaris de plegament en estat

desnaturalitzat compacte o en estat de

“molten globule”. Aquests dos estats

presenten un elevat contingut en estructura

secundària i algunes interaccions terciaries,

formant estats intermediaris entre la forma

nativa i desnaturalizada, amb residus

hidrofòbics exposats al solvent que els fan

propensos a l’agregació. Aquests dos estats

es diferencien en que l’estat de molten

globule presenta una estructura quasi

nativa, mentre que el desnaturalitzat

compacte no (Mitraki i col., 1991).

Hi ha alguns treballs posteriors que han

analitzat l’estructura secundària dels cossos

d’inclusió, com és el cas dels agregats

d’interleukina-1β, analitzats mitjançant

espectroscòpia d’infraroig (FTIR). Aquests

mostren una estructura secundaria molt

propera a la nativa i l’única diferència

observada és un increment en el nombre de

ponts d’hidrogen de les fulles beta, el que

indica que les fulles beta estan

empaquetades per unions més fortes en els

cossos d’inclusió que en l’estructura nativa.

Això suggereix que hi ha una topologia

diferent en la seva estructura

supersecundària, és a dir, en la manera en

com interaccionen els sudbomins proteics,

entre els quals s’afavoreix la formació de

ponts d’hidrogen entre les fulles beta inter i

intramoleculars (Oberg i col., 1994). Els

cossos d’inclusió de β-lactamasa, produïts

en diferents condicions i diferents

compartiments cel·lulars, han estat

estudiats per espectroscopia de Raman i

s’observa que presenten una estructura

secundària pertorbada, en la que

incrementa el contingut de fulles beta a

expenses d’hèlix alfa. Aquesta pertorbació

és més acusada quan els agregats es

produeixen en temperatures elevades, però

no es veu afectada per la compartimentació

subcel·lular (Pryzbyecien i col., 1994).

Així doncs, la formació d’interaccions

intermoleculars entre fulles beta sembla

que sigui un denominador comú en els

processos d’agregació in vivo i in vitro (Ellis i

Pinheiro, 2000), però les dades que es tenen

sobre els polipèptids que intervenen en la

formació de cossos d’inclusió són escasses i

variables, i es desconeix si la proteïna

agregada en forma de cossos d’inclusió

presenta propietats estructurals comunes.

Per això vam creure interessant fer un

estudi estructural de la proteïna

recombinant que forma els cossos d’inclusió

de VP1LAC i LACVP1. Com ja s’ha descrit

prèviament, aquests presenten diferències

morfològiques i de composició destacades,

essent els agregats de VP1LAC més grans i

amb una composició proteica més

homogènia i els de LACVP1, més petits i

heterogenis (treball 2).
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Per altra banda, en estudis previs havíem

observat que els cossos d’inclusió són

estructures dinàmiques, formades per

diferents espècies polipeptídiques amb

diferent sensibilitat a proteases, que varia al

llarg del seu creixement, el que indica un

dinamisme conformacional (treball 5).

Aquest treball analitza cinèticament els

canvis estructurals que pateixen els

polipèptids que formen els cossos d’inclusió

de VP1LAC i LACVP1 durant el seu creixement

en el citoplasma d’ E.coli, utilitzant tècniques

espectroscòpiques de fluorimetria i dicroïsme

circular i analitzant la susceptibilitat dels

diferents agregats envers agents caotròpics.

Aquests anàlisis es van realitzar al laboratori

de bioquímica de la Dra. Debora Foguel, on

vaig realitzar dues estades curtes durant la

tesi.

MATERIALS I MÈTODES
1. Producció i purificació de
cossos d’inclusió

Els cossos d’inclusió es produeixen a la

soca d’Escherichia coli Lon- BL21. Els

plasmidis pJVP1LAC i pJLACVP1 codifiquen

dues proteïnes de fusió molt relacionades

entre si, portant la proteïna VP1 de la

càpside del virus de la febre aftosa a

l’extrem carboxi o amino- terminal de la β-

galactosidasa, respectivament. Aquests

vectors d’expressió termoinduïbles estan

regulats pels promotors pR i pL del

bacteriòfag lambda. Els cultius creixen en

medi ric (LB) a 28°C i 250 rpm i quan entren

en fase exponencial s’indueix la producció

de les proteïnes recombinants per

temperatura, transferint-los a 42°C. A partir

d’aquest moment es recullen mostres de

100ml cada hora, durant 5 hores i a les 24

hores, per a purificar els cossos d’inclusió.

La purificació dels cossos d’inclusió es fa

a través de repetits tractaments amb

detergents després de la lisi cel·lular. Les

cèl·lules es recullen per centrifugació a

12396g durant 15 minuts, es resuspenen

amb tampó de llisi (50 mM Tris-HCl, 1mM

EDTA, 100mM NaCl, pH 8) i s’hi afegeix

lisozima i l’inhibidor de proteases PMSF

(Phenylmethylsulfonyl fluoride). Després

d’haver incubat la barreja durant 30 minuts,

a 37°C amb agitació, s’afegeix NP40 (1%) i

s’incuba a 4°C amb agitació suau, durant 30

minuts. Seguidament s’incuben amb

DNAasa i MgSO4 a 37°C durant 30 minuts

més i es recullen els agregats per

centrifugació a 12396g durant 30 minuts.

Finalment, els cossos d’inclusió es renten

per centrifugació dues vegades amb tampó

de lisi més 0,5% triton X-100 i es

resuspenen amb tampó fosfat fins que

s’utilitzen. La proteïna total dels cossos

d’inclusió es quantifica amb el reactiu

bradford (Bradford, 1976), havent estat

prèviament desnaturalitzades per urea.

2. Anàlisis de fluorimetria 
2.1. Seguiment de la fluorescència del

triptòfan

L’emissió de fluorescència té lloc quan

un electró excitat retorna a l’estat basal

emetent energia en forma de llum. Les

proteïnes tenen aquesta propietat gràcies

als fluoròfors naturals que tenen, que són

els aminoàcids fenilalanina, tirosina i

triptòfan. De tots ells, el triptòfan és el que

contribueix més en l’emissió de fluorescència,

ja que tant la seva absorció d’energia a la
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longitud d’ona d’excitació com la intensitat

d’emissió són considerablement més altes

que els valors que presenten la tirosina i la

fenilalanina (Lakowicz, 1986). El seguiment

de la fluorescència que emeten els

triptòfans ens dóna una idea de l’estat

estructural en què es troba la proteïna, ja

que ens informa sobre la seva exposició al

solvent, i comparant-ho amb la proteïna

nativa, podem detectar canvis estructurals.

Per analitzar la fluorescència del

triptòfan dels diferents cossos d’inclusió

purificats, es preparen les mostres a una

mateixa D.O. a 280, de 0,4, i s’obté l’espectre

de fluorescència de cada mostra, excitant a

280nm i recullint l’espectre d’emissió de

300 a 400 nm. D’aquest espectre s’obté l’àrea

total de fluorescència i la màxima emissió de

triptòfan, que prenem com a valor

representatiu de l’estat conformacional de la

proteïna. Els espectres de triptòfan s’han fet

en un espectrofluoròmetre ISS K2 (Foguel i

col., 1995).

2.2. Seguiment de l’espatllament de llum

L’espatllament de llum és una mesura

òptica que ens dóna un valor d’agregació

donat que mesura la quantitat de llum que

és rebotada al xocar amb una partícula

agregada. Quanta més agregació hi hagi,

més quantitat de llum espatllada. Les

mostres que s’utilitzen per a analitzar

l’espatllament de llum són les mateixes

utlitzades per obtenir els espectres del

triptòfan i s’obtenen excitant les mostres a

320 i recullint l’espectre d’emissió de llum

incident a 90ºC, a través de la intensitat de

llum integrada entre 315 i 325 nm.

2.3. Unió de la proteïna agregada al ANS

L’ ANS (bis 8-anilinonaphthahalene-1-

sulfonate) és una molècula que exhibeix poca

fluorescència en solució aquosa, però que es

torna altament fluorescent quan s’uneix a

regions hidrofòbiques estructurades

(Horowitz i  Butler, 1993) i per això s’utilitza

per a prevenir l’agregació o per a fer-ne el

seguiment. La unió a l’ANS  es detecta

excitant les mostres a 360nm i recollint

l’emissió entre el rang de 400-600nm (Silva

i col., 1992). Per a mesurar la intensitat de la

unió s’utilitza l’àrea de l’espectre de

fluorescència. La concentració d’ ANS que

s’ha usat en totes les mostres és de 5 mM.

2.4. Anàlisis de dicroïsme circular  

El dicroïsme circular (DC) és una tècnica

d’espectroscopia que mesura les

diferències d’absorció de la llum

polaritzada, circularment a la dreta i a

l’esquerra, per a cada substància de la

mostra. S’ha vist que els espectres de

dicroïsme circular de la zona entre 260 i

180nm, també anomenada regió amida,

ens donen informació sobre l’estat dels

enllaços peptídics i és molt útil per a

identificar l’estructura secundària i

detectar-ne variacions, ja que es coneixen

els espectres de DC característics per les

estructures secundàries de tipus hèlix alfa,

fulles beta paral·leles i antiparal·leles,“turn”

i altres, que es mostren a la figura 1.

L’elipticitat és la unitat del dicroïsme

circular (es defineix com la tangent del radi

des del menor al major axis elíptic) i

s’utilitza per a donar un valor quantitatiu

de cada tipus d’estructura.
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Les mostres dels cossos d’inclusió

purificats resuspeses en tampó fosfat, a una

mateixa absorvància a 280nm (0,4), es van

col·locar en una cubeta de quars de 1mm i

es van obtenir els espectres a una velocitat

d’escaneig de 50 nm/min., a una resolució

de 1 nm i una sensibilitat de 50 mdeg.

3. Pressió hidrostàtica
Les mostres dels cossos d’inclusió

purificats i resuspesos en tampó fosfat es

sotmeten a una pressió hidrostàtica de

40Kpsi, que s’aplica de cop, mitjançant una

bomba de pressió que va afegint etanol a la

mostra, tancada al buit dins d’una ampolleta

de vidre amb un tap de plàstic moldejable

(veure treball 11).El seguiment de l’agregació

i l’estat de la mostra es fa mitjançant el

fluorímetre connectat a la bomba i així es

recullen espectres de triptòfan i

d’espatllament de llum durant la

pressurització.

RESULTATS I DISCUSSIÓ

1. Seguiment dels espectres
de fluorescència del triptòfan

Les dues proteïnes estudiades, VP1LAC i

LACVP1, tenen un espectre de fluorescència

similar quan estan agregades en els cossos

d’inclusió, la qual cosa podria indicar que

presenten una estructura tridimensional

similar (Fig. 2).

La β-galactosidasa salvatge, en estat natiu,

presenta un màxim d’emissió de

fluorescència de 340,75 ± 1nm (Feliu i col.,

1998), i no sembla variar quan aquesta és

fusionada amb la proteïna VP1, formant la

proteïna VP1LAC (340,5), com es veu a la

Fig. 2.

L’espectre del triptòfan de la proteïna dels

cossos d’inclusió és força diferent de quan es

troba en el seu estat soluble. La proteïna

agregada presenta un màxim d’emissió del

triptòfan bastant menor, amb 8nm de

diferència, i aquest canvi suggereix que els

triptòfans es deuen trobar més amagats en

els polipèptids agregats. Tot i que els dos

tipus de cossos d’inclusió estudiats, VP1LAC i

LACVP1, són morfològicament diferents, els

polipèptids que els formen no semblen

presentar grans diferències estructurals, ja

que els espectres de triptòfan respectius són

molt similars.

Com es veu a la figura 2, la proteïna

present als agregats no sembla patir canvis

radicals en l’espectre d’emissió del triptòfan

durant les primeres fases de creixement dels

cossos d’inclusió, però sí després de 24 hores,

quan augmenta considerablement el màxim

d’emissió de triptòfan. Aquest augment
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Figura 1. Espectres de dicroïsme circular típics d’hèlix α (amb un
mínim a 208 nm i un a 222 nm),de fulla beta (amb un mínim a 218
nm) i de  “random coil”.

Longitud d’ona (nm)

Elipticitat

α-hèlix
fulla beta
random coil



indica que la proteïna que resta en els

cossos d’inclusió al cap de 24 hores de la

seva formació presenta un estat

conformacional diferent al de les primeres

hores.

2. Anàlisi de l’estructura
secundària dels cossos
d’inclusió durant la seva
formació, per dicroïsme
circular
Els cossos d’inclusió de VP1LAC estan

compostos bàsicament per la proteïna

recombinant intacta (90%), mentre que els

de LACVP1 presenten un 70-80% de

proteïna recombinant, repartida entre la

forma intacta i el fragment de degradació

estable “β-galactosidasa-like”. Per analitzar

els espectres de DC d’aquests agregats s’ha

de tenir en compte que encara que les

proteïnes coagregades representin un

percentatge baix en l’agregat, poden

intervenir d’una manera important en el

senyal de l’espectre.

Els espectres dels cossos d’inclusió de

VP1LAC  i LACVP1 purificats indiquen que

una part de la proteïna de la mostra conté

estructura secundària. L’espectre mostra un

mínim atípic, als 225nm, que es podria

explicar com un artefacte produït pels

agregats de la mostra o per la presència

d’anells aromàtics, que desplaçarien el

mínim típic d’hèlix α (222nm). El senyal de

DC de les mostres dels cossos d’inclusió de

les primeres 5 hores de la seva formació

incrementa amb el creixement dels

agregats (Fig. 3). Com que el DC mostra

estructura secundària soluble (els agregats

no dónen senyal), el senyal detectat en els

cossos d’inclusió podria representar la

fracció de proteïna més susceptible a la

solubilitazació. El fet que la forma dels

espectres siguin iguals (Fig. 4) i augmenti el

senyal durant aquest període de temps,

indica que la forma plegada existent a les
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Figura 2. Màxima emissió del triptòfan dels cossos d’inclusió de
VP1LAC (cercle negre) i LACVP1 (cercle blanc) a les primeres 5
hores i 24 hores. La màxima emissió del triptòfan de la proteïna
VP1LAC en estat soluble es mostra com a referència (triangle gris)

Edat dels cossos d'inclusió (h)

1 2 3 4 5 25

M.E.T.

332

333

334

340

Figura 3. Espectres de DC de la proteïna VP1LAC soluble (B) i dels
cossos d’inclusió purificats de VP1LAC (A) i LACVP1 (C) de les
primeres 5 hores i 24 hores de creixement (negre, 1h., verd, 2h.,
vermell, 3h., blau, 4 h., rosa, 5h., gris, 24 h.). En el panel D es mostra
l’evolució de l’elipticitat a 222 nm dels cossos d’inclusió de VP1LAC
(triangles) i LACVP1 (cercles) per veure l’increment del senyal
durant les primeres hores i la seva pèrdua a les 24 hores.
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mostres es podria estar estabilitzant, això

significa que l’equilibri que hi ha entre la

forma desplegada i la plegada està desplaçat

cap a la forma plegada. Tanmateix, en els

cossos d’inclusió de 24 hores la senyal de DC

disminueix significativament, la qual cosa

suggereix que la proteïna està més agregada

(Fig. 3). Per altra banda, l’espectre presenta

un lleuger desplaçament cap a la dreta, que

també podria estar relacionat amb el

fenòmen de l’agregació.

3. La unió dels agregats a la
molècula ANS indica canvis
estructurals durant el
creixement dels cossos
d’inclusió:

El fet que la proteïna agregada s’uneixi a

la molècula ANS indica que presenta

regions hidrofòbiques ben exposades. La

molècula d’ ANS emet fluorescència quan

s’uneix a regions hidrofòbiques. Per tant, la

intensitat de la fluorescència de l’ ANS es

pot utilitzar per a detectar la quantitat de

parts hidrofòbiques que presenta la proteïna

estudiada, les quals poden intervenir en les

interaccions intermoleculars que porten a

l’agregació.

La gràfica mostra com augmenta la unió

de l’ ANS amb els cossos d’inclusió durant el

seu procés de creixement, indicant una

major quantitat de regions hidrofòbiques

exposades, que seria compatible amb

l’estabilització de la forma plegada, que

suggereixen els espectres de DC. Els cossos

d’inclusió de LACVP1 presenten una unió

més dèbil a ANS que els de VP1LAC i

l’augment no és tan acusat.

Una vegada més s’observa que els cossos

d’inclusió de 24 hores presenten diferències

estructurals respecte els més joves, el que

aquí es reflexa amb una menor unió l’ ANS.

Això suggereix que la proteïna en els cossos

de 24 hores presenta menys regions

hidrofòbiques exposades, el que podria ser

degut a que la proteïna estigui més
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Figura 5. Fluorescència de l’ANS quan s’uneix als cossos d’inclusió
de VP1LAC (cercles negres) i LACVP1 (cercles blancs), de diferents
edats de creixement.
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Figura 4. Els espectres de DC dels cossos d’inclusió de VP1LAC
(línies discontinues) s’han multiplicat per un factor (línies
continues), per a sobreposar-los i veure si presenten la mateixa
forma. Es veu que els espectres de les primeres 5 hores tenen la
mateixa forma, però el de les 24 hores (línia vermella) presenta un
petit desplacament.
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agregada.

4. Dissociació dels cossos
d’inclusió per urea

4.1. Els cossos d’inclusió vells
mostren més sensibilitat a la
desnaturalització per urea que
els joves

S’ha analitzat el patró de dissociació dels

cossos d’inclusió de LACVP1 i VP1LAC, de 2 i

de 24 hores amb urea, incubant les mostres

dels agregats purificats amb concentracions

creixents entre 0 i 8 M d’urea. La dissociació

dels agregats es detecta amb la caiguda de

l’absorvància a 320nm i l’espatllament de

llum (Fig. 6), que ens dóna una estima

d’agregació, i l’activitat i l’espectre de

triptòfan (Fig. 6), que ens informa sobre el

plegament de la proteïna.

Els cossos de LACVP1 i de VP1LAC de 24

hores mostren una major sensibilitat a la

urea, això es reflecteix amb la ràpida

caiguda de l’absorvància a 320nm i

l’espatllament de llum, que mostra la

dissociació dels agregats. Els espectres de

triptòfan mostren la desestructuració de la

proteïna, que també  es reflecteix amb la

pèrdua d’activitat enzimàtica.

4.2. La proteïna soluble és més
sensible a la urea que la
proteïna agregada

Per a comparar l’efecte de la urea sobre

la proteïna nativa i l’agregada, s’han fet

corbes de dissociació del cossos d’inclusió

de VP1LAC de 2 i 24 hores i de la proteïna

soluble incubats a concentracions creixents

d’urea (entre 0 i 8M).

Seguint la unió de la proteïna amb l’ANS

durant la desintegració dels cossos, es

detecten els canvis estructurals que pateix la

proteïna durant la dissociació dels agregats,

diferents dels que pateix la proteïna soluble.

Curiosament, s’observa que la proteïna dels

cossos d’inclusió passa per diferents estats,

abans d’ésser desnaturalitzada completament.

Amb petites concentracions d’urea, s’observa

un augment de la unió amb l’ANS, la qual cosa

suggereix que la proteïna adquireix un estat on

grups hidrofòbics que estan interaccionant

formant grups (clusters), estan exposats al

solvent, aquest estat és característic de

molten globule. A partir  d’aquest estat, la

proteïna es desnaturalitza ràpidament, amb

concentracions  d’urea més elevades. Aquests

resultats indiquen que la proteïna dels cossos

d’inclusió pot estar en forma de molten

globule (o ”globule fos”). La urea fa que les
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Figura 6. Dissociació dels cossos d’inclusió de VP1LAC (triangles) i
LACVP1 (cercles) de 2 hores (negres) i de 24 hores (blancs) al ser
incubats amb concentracions creixents d’urea. El panel A mostra la
caiguda de l’espatllament de llum normalitzat amb el valor inicial. La
baixada  de  l’absorvància a 320 nm dóna una estima de la
desagregació dels cossos (B),acompanyada amb  la pèrdua d’activitat
enzimàtica (C).En el panel D es mostra com canvia la fluorescència del
triptòfan durant la desnaturalització per urea.
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proteïnes s’hidratin, que pugui entrar solvent a

la mostra, la qual cosa deu fer que augmentin

els grups hidrofòbics típics de molten globule i

per això hi ha una major unió amb l’ANS.

Aquí s’observa que els cossos de 24 hores

tenen més sensibilitat a la urea i es requereix

menys concentració de l’agent per a formar el

globule fos previ a la desnaturalització.

A diferència de la proteïna dels cossos, la

proteïna soluble es desnaturalitza

directament, ja que no presenta interaccions

entre residus hidrofòbics exposats, que hagi

de trencar primer.

Comparant com varien els espectres de

triptòfan dels cossos d’inclusió amb la proteïna

soluble després d’ésser incubats amb urea,

s’observa que la proteïna soluble pateix un

canvi molt més destacat, variant 10  nm el

màxim d’emissió del triptofan d’una manera

cooperativa, a diferència dels cossos d’inclusió,

en els que sols canvia 2 nm i de manera no

cooperativa. Això pot indicar que la diferència

conformacional de la proteïna nativa respecte

la desnaturalitzada és molt més acusada que

respecte la proteïna agregada, així doncs la

proteïna agregada deu presentar una

conformació

intermitja entre

l’estructura nativa i la desnaturalitzada.

CONCLUSIONS
Els cossos d’inclusió són el resultat de

l’acumulació de polipèptids sobreproduits,

que es troben en un equilibri dinàmic entre

l’agregació i la solubilització, desplaçat cap a

l’agregació quan les condicions de

sobreproducció són òptimes (treball 2).

Aquest treball mostra que la proteïna dels

cossos d’inclusió presenta un dinamisme

conformacional durant el seu creixement,

que pot estar relacionat amb aquest equilibri.

Els resultats obtinguts semblen indicar que

durant les primeres hores de formació dels

cossos d’inclusió, la proteïna que es troba en

un balanç entre la forma plegada i

desplegada, es desplaça cap a la forma

plegada. La fracció de proteïna que dóna

senyal en els espectres de DC podria

correspondre a la proteïna dels cossos

d’inclusió que es troba en un estat transitori

entre l’agregació i la solubilització. El

desplaçament d’aquesta fracció cap a la

forma plegada, podria significar que durant

aquest període de temps, augmenta la

tendència cap a la solubilització. Els cossos

d’inclusió de 24 hores no segueixen aquesta

tendència, sinó que sembla que estiguin

formats per una proteïna més agregada (Fig.3 i

5), això ens suggereix que podrien representar

el resultat de l’equilibri entre l’agregació i la

solubilització, que amb el temps s’ha

estabilizat, quedant la proteïna més

compactada  en els cossos d’inclusió. Per altra

banda, en estudis anteriors havíem vist que els

cossos d’inclusió de 24 hores són més

resistents a la proteolisi in vitro que els cossos

més joves (treball 5), la qual cosa és compatible
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Figura 7. Seguiment de la
unió de la proteïna dels
cossos d’inclusió de
VP1LAC (cercle) de 2h
(negre) i 24h (blanc) amb
la molècula ANS, durant la
seva dissociació per urea
(panel A). Els triangles
grisos mostren la VP1LAC
soluble. En el panel B es
compara la fluorescència
del triptòfan dels cossos
d’inclusió amb la de la
proteïna soluble.
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amb aquests agregats més compactes.

Aquests resultats també són interessants

perquè es veu que la proteïna dels cossos

d’inclusió de VP1LAC  i LACVP1 es troba en

estat de molten globule, el que s’observa

clarament amb petites concentracions d’urea

(Fig. 6). El fet que resultats anteriors ja trobin

estructura de tipus molten globule en els

cossos d’inclusió, i que aquest estat sigui

molt proper al natiu, dóna esperances

positives per a la recuperació d’aquesta

proteïna agregada.
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Al veure que l’agregació en forma de cossos d’inclusió era un procés que podia ésser

revertit en el citoplasma cel·lular, ens va semblar  interessant identificar quins factors

cel·lulars n’eren responsables. Les proteïnes de xoc tèrmic, xaperones i proteases porten

a terme el sistema de control de  qualitat proteic a la cèl·lula, i per tant estan implicades

en l’agregació i la solubilització de proteines. Per això es va estudiar la formació i la

desintegració dels cossos d’inclusió en una sèrie de soques mutants deficients en les

xaperones DnaK, GroEL, GroES i IbpAB; les proteases ClpA i ClpB i el doble mutant

DnaKClpB. El fet d’observar que els components de la resposta a l’estrés cel·lular estan

implicats en la formació dels cossos d’inclusió, ens mostra que es tracta d’un mecanisme

quiat per la cèl·lula per afrontar les condicions adverses provocades per la

sobreproducció d’una proteïna recombinant.
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