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Abstract

Protein misfolding and aggregation are linked to several degenerative
diseases and are responsible for the formation of bacterial inclusion bodies. Roles
ol molecular chaperomes m promoling prolem deposiliom have been speculated
but not proven in vive, We have investigated the involvement of individual
chaperones in inclusion body lormation by producing the misfolding-prone but
partially  soluble VPILAC protem m chaperome  null  bactenal  strams.
Unexpectedly, the absence of a functional GroEL significantly reduced
ageregation and lavoured the incidence ol the soluble protein [orm, lrom 4 10 35
% of the total VPILAC protein. On the other hand, no regular melusion bodies
were then formed but more abundant small ageregates up to 0.05 pm’,
Contrarily, in a Dnakl” background, the amount ol inclusion body profein was 2.5
fold higher than in the wild type strain and the average volume of the melusion
bodies increased from 0.25 um’ to 0.38 pm’. Also in absence of DnakK, the minor
lraction ol soluble protein appears as highly proteolityeally stable, suggesting an
mverse  comnection  between  proteolysis and  aggregation managed by this
chaperone. In summary, Grolil. and Dnakl appear as major antagonist controllers
ol melusion body  [ormalion by promobng and prevenbing, respeclively, the
aggregation of misfolded polyvpeptides. GroEIL might have, in addition, a key role
in driving the protein transit from the soluble 10 the insoluble cell fraction and
also m the opposile direchion. Although chaperones ClpB, ClpA, IThpA and ThpB
also participate in these processes, the impact of the respective null mutations on

bacterial inclusion body [ormation is much more moderate.
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1. Introduction

The lolding inle a precise three-dimensional structure is a requisite Tor
protein activity. However, under heat shock and other stresses protein folding can
be impaired and folding intermediates tend then to associate through exposed
hydrophobic patches. Individual polypeplide molecules are thus bemng trapped
into growing oligomeric aggregates lacking the hiological activity, These protein
aggregates exhibit different molecular organization, such as a fibril structure in
the amylmd plagues |[1] and a parbicolale orgamization m baclenal melusion
bodies [2]. The precise mechanics of the intermolecular interactions driving the
aggregation seeding process remain poorly understood.

Muolecular chaperomes are essenbial [or the comreel lolding ol a sigmilicant
fraction of cellular proteins under both physiological but also stress conditions
|3], acting in a complex network as a main defense against proilein aggresation.
In this cooperative context, some  chaperones exhibit a holding  activity
preventing polypeptides from agegregation [4-6] while others show a
complementary [olding role 1w assist relolding and solubilisation lrom aggregates
[7. #]. Morcover, chaperones also mimimize aggregation by moediating the
degradation of proteins that cannot be properly folded [9].

The specilic contribution ol particular chaperomes o this multifunclional
folding network has been only partially denthied. Aggregates formed upon

thermal stress in bacteria have represented a useful model for such functional

scruliny. Upon heat-shock, Dnakl has been observed as a magor proteclor ol

aggregation but also as a key element for the solubilization of small aggregates,
in close cooperation with Clpls [6, 10-12]. On the other hand, small heat shock
proleins IbpA and [bpB proteel heal-demaluraled prolems  Irom wreversible
aggregation [13, 14] while GroEL is a main folder element in the multichaperone
network [ 15].

Interestingly, it has been observed that GroEL facihtates the reeruitment
of PrP* into pre-existing PrP™ agpregates [16] and it also promotes PrP®

ageregation i absenee ol any wemplate [17]. In the context of conlormational
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diseases, (s could be mdicative ol a role ol molecular chaperones nol only m
the prevention and reversion of aggregation but also in the active formation of
structured aggregates. ln this regard, perinuclear elements called aggresomes, in
which cell chaperones parbictpate as well, have been proven Lo promole achive
protein deposition in eukaryotic cells [18, 19], these functional complexes being
observed as a protective mechanism against the cellular toxicity ol mislolded
protemns [20]. No analogous mechanism for cell-dnven protemn deposition has
been identified in thermally stressed prokaryotic cells, Ilowever, a specific type
ol aggregates, named inclusion bodies (1Bs), are [ormed by an excluding seeding
process m o specthe sites of the cell eytoplasm [21], and show an important extent
of inner molecular orgamization [2]. The building of such organized structures
could be compatible with the existence ol bacierial mechanisms  favouring
protein deposition. To explore m more detail this possitnlity and the eventual
participation of molecular chaperonss we have here analysed the impact of null
mulations m main  chaperone-cneoding genes on the lormation ol 1Bs.
Interestingly, Dnak and GroElL appear as antagonist elements in the TR-forming
process. While the absence of Dnakl results into bigger protein deposits,
conlmmimg the role ol tis chaperone m preventing aggregation, the deheieney m
GroFl. reduces the extend of protein aggregation and prevents TRs to be
assembled from numerous small protein aggeregation cores that remain free and

mdependent i the cell eyloplasm.
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2. Materials and methods

2.1 Bactericl strains, plasmids, and culture conditions

Mutant Lycherichio coli strains were derivative of MC4100 {araldf39
AfargF-lac)l/T69 rpsLI50 relAl AR dea(’] ptsF25 rhsR). Inachivating
mulations in chaperone genes were mtroduced by P1 transduction into MC4100
background to generate strains JGT3 (Aclph: kan), JGT4 (clpA:kan), JGTO
(zid::Trll) groF 5300, YGTIT (Aihp:zkan), JGT20 (dnak756 the::Trlll), JGT32
(dnak756 thro:Talll  AcipB::kan)  [22], BB4564  (wroEL1400 #d::Thl
Ao 8pc /Sy, BBA56S (grofldd d:-Tall) zje::Kan) |6, 23], All these strains
were ransformed with plasmid pJVPILAC, encoding the mislolding-prone
VPTLAC hybnd protem under the control of the lambda pp oand ) lyhic
promoters and the temperatore sensitive CIS37 repressor [24]). Upon thermal
induction ol gene expression [rom 28°C 1o 42°C, VPILAC is produced as
melusion bodies in the eytoplasm of E cofi [21]. For some experniments, the
related plasmid pJVP1 encoding the non-fused VP1 protein was also used [24].
Luria Bertami (LB) medium [25)] plus the reguired anibiotics were wused for
bacterial culture. Three hours after mduction of FPILAC gene expression,
samples were taken to separate the soluble cell fraction and 183s for analysis. 'or
the i viveo solubhsation expenments, protein synthesis was armested al this me
by both cloramphenicol addition (up to 200 pg/ml) and temperature downshifi to
28°C. Then, 113 protein evolution was analysed in Western blot by using an anti-
Pegralactosidase ral sera. -Galactosidase sctivily was delermined as desenbed
previously [26]. All the experiments were performed at least in triplicate, and a

representative one is shown in the [gures.

2.2 Separation of the soluble and insoluble protein fractions omd TR
purification

Cells concentrated up o a pre-delined ODss, were dee-jacketed  and
disrupted by sonication m a Braun Tabsomic U device for 10 minutes with a

needle titaninm probe. Sonication settings were 20 Kllz and 50 W acoustic
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power with 0.5 s—eyeles ol allermabive somicalion and restmg. Samples were then
centrifuged for |5 minutes at 12000 rpm, the soluble fraction was stored at 80
“C until vsed and the pellet was treated for 113 purification by repeated detergent
treatment as deseribed [27)]0 Soluble cell Trachion and [Bs were analysed by
PAGE and protein bands were detected in Western blot by using a polyclonal

anti p-galactosidase sera.

2.3 Light scattering and 1B image analysis

Light scallering measurements were made in an AMINCO SLM 8000
spectrofluorometer on punificd TBs. Scattered light (320 nm) was collected at an
angle of 90°C of the incident light by integrating in the 315-325 nm window, For
mmage analysis, samples ol VP1ILAC-producing cells 3h alier the wemperature up
shift were fixed with 001% formaldchyde and stored at 4°C until use. Photographs
were taken at =1000 magnification factor in a ZUISS (Axioplan 13-7082) optical
microscope and images processed as described in detail [21] for IB-volume
determination. More than 100 individual cells were scanned [rom each sirain lor

statistics.
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3. Results

A1 Praotein aggrepation as IBs is enhanced in absence of Dnakl bt
largely reduced in a Grolll background

The mechanics of the in vive 1B construction and disintegration 28] are
stll unknown. However, since specthe chaperones such as DnakK and ClpB have
been proven to detach polypeptides in vitre and also in vive from certain tyvpes of
ageregales, these cell protems (and evenlually other chaperones) were presumed
to also actively participate in IR solubilization [29]. Therefore, we investigated
the construction and deconstruction of 1l3s in a relevant set of L. coli mutant
strams (Table 1). Prolem aggregation moabsence ol relevanl chaperomes was
determined by hght scattering of purthied TBs upon recombinant expression of the
model hybrid gene FIP{LAC, In addition, the amount of VP1LAC protein in the
solated 1Bs was determimed by Western blot (Figure 1) The comeidence
between the profiles of total aggregated protein and VPIT.AC amounts (Figure
1C) indicates that the relative presence of the recombinant protein in the
agerepales 15 nol signmibcantly dilTerenl within the muotanl strams and also
compared to the wild type, and confirms that VI'ILAC is a reliable reporter
protein [or the analysis ol 1B lormation in dillerent genetic backgrounds. On the
other hand, the amount of VPILAC IB protem was signmificantly higher m the
e mutant than in the rest of the strains, and In grofS, grof L1440 and clpB
e mutant strains clearly lower than that found in the wild type. The amount
of IB protein m the dnak’ and graELT40 mutants was also determined for a
recombinant, non-fused VPI1 protein of 23 kDa, rendering the same profile than
that [ound [or VPTLAC (not shown).

Inversely, the soluble VPITAC protein i the groEl. background was
more than six fold higher than in the wild type cells, while in the draX mutant
the soluble form ol VPITLAC was hardly delected (Figure 2A). Minor vanabions

in the VI'IT.AC fractioning were observed in the rest of the strains,
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3.2 Inmactivation of Dnakl minimizes proteolyisis of VPILAC

Interestingly, a VPIT.AC degradation fragment of |16 kTla commonly
observed in recombinant cells (named “P-gal-like™) was not detecied in any of
the drakl mutants but in all the other strains (Figure 213). This suggested that the
absence of Dnak would render VPILAC more proleolylically stable. In GroEL
cells, in which most of the recombinant protein is soluble, proteclytic stahility
might be impaired as observed by the ratio between the truncated and full-length
lorms ol the protem. On the other hand, the divergent impact ol groEL and dnakl
mutations on VI'IT.AC solubility 15 clearly observed in the protein fractioning as

depicted in Vigure 20,

3.3 ClpR- and TmaK-null muations have o moderate impact on the n
vivo sefubilization of 1 proiein

The [vrmation of baclenal 1Bs 15 the resull ol an unbalaneed cquilibrium
between protein aggregation and solubilization under overproduction conditions
|27]. In addition, it has been suggested that chaperones Dnakl and ClpB might
participate i 1B disintcgration through the removal of 1B proteins [29].
Therefore, the inverse influence of drak and groFL (and also grofS) null
mutations as deduced [rom the cellular amount of IB protein (Figure 1) could be
due to either a deficient prevention of aggregation and/or a less efficient protein
removal from IDBs. In particular, the high 1B protein amounts found in the drak
mulant strain might be cawsed by cither a favoured protein deposilion or o a
restricted rate of protein solubilization in absence of Dnak, To discniminate
between these possibilities, we determined the loss of 13 protein upon arresting
prolem synthesis mocells conlaming already lormed [Bs, and estimated the
concomitant increase of soluble VP IT.AC protein and [I-galactosidase activity in
the soluble cell [raction (lable 2). ln all the tested genetic backgrounds less
protein 15 solubihized Irom [Bs than in the wald ype stram (63 %), ranging [rom
intermediate (clpd, groFS, ibpABR; 42-49 %) to high (eroEL; 32 %) negative
impact on the VPTLAC release process. In drak mutants the amount of released

protein within a given time period 15 comparable to that produced by the
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grobEL 140 mulation.  This mdicates  that the hgher extent ol VPILAC
aggregation observed in dnak” compared to the wild type and also to the GroEL
strains (Uigure 1) is not merely due to a failure in protein solubilization but rather
Loy allered aggregalion pathways thal lavour prolem precipilabion moabsence ol
Dnak., Interestingly, GroEL might have a major solubilizating activity on IR
protein. This was conlirmed by the analysis ol I3 disimegration also in the
CroEL(44) background m which omly around 15 % of VPTLAC protein was Tost
from IBs (not shown), a value still lower than that found in the greEL {44 mutant,

On the other hand, while the protein release [rom 1Bs in the dnak and
danakl clpB mutants 15 less cfficient than that in the wild type stram, it results ina
more important rise of VPILAC (and its enzymatic activity) in the soluble ¢ell
lraction (Table 2). Since protcolysis 15 the lale lor most of the 1B releascd
polypeptides [27] 1t 15 again indicative of a higher proteolytic stabality i absenee
of Dnak.

3.4 The absence of GroFEL impairs protein deposition intao TBs

Since Dnak and Grolil. chaperones have been proven to be kev elements
ol the cell protem guahly control system | 30], ther mverse impacl on 1B
formation was analysed in more detail. Protein fractioning was monitored in the
dnak and two grofd mutants plus in the GrollS™ strain. Data at both 3 and 5
hours post-induction ol FPTLAC expression are depieled m Figure 3. Agam, the
soluble protein fraction was hardly detectable in the drak’ mutant but
increasingly abundam in both GrolL™ strains. Interestingly, the absence ol
(moES docs not result m oa higher amount of soluble protem but moa lower
productivity than in the wild type strain, indicating that the roles of GroEL and
GroES in the management ol VPILAC are not exclusively cooperative. In
agreement with the abundance of soluble protemm i GroEL cells, the [
galaclosidase enzymatic aclivily n both grofl mulants was higher than m the
rest of the tested strains (not shown). This fact proves that although the absence
o GrolL lavours the occurrence ol soluble YPILAC, this chaperone is

dispensable for its complete refolding to the native comformation.
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3.5 The recular IB architecture is not veached in GroEL null pritants

'The morphological features of 135 formed under the genetic backgrounds
depicted m Figure 3, were determined three hours aller mduction ol FPILAC
gene expression. In wild type cultures, cells bearing more than two ITis were
rarely observed while those containing only one were abundant, representing
over 80% of the [B-bearimg cells (Figure 4). This s m agreement with previows
observations on the Lon-deficient strain BL21 producing VPILAC [21].
However, in the grofll J40 mutan, cells comaining more than two parlicles
represented more than 60% of the cell population m which aggregation was
observed (Figure 5A), with an average of 5.1 particles per cell, A mere inhibition
ol cell division as occurring in this strain could not account lor the higher
number of aggregates since m Dnako cells, also showing filamentation, the
statistics resemble those of the wild type strain. In addition, the average volume
ol 1Bs [ormed i Dnakl” 1 signilicantly higher than those produced in the wild
type cells (.38 versus 0.25 pm’), while the aggregates observed in GroFl. cells
only measure (L0535 um’ {Vigure 513). We cannot exclude the existence of smaller
ageregales m s last siram escaping from the microscopic observabion. GroES

TRs are in the range of 0,18 pm’, close to data obtained from the wild type cells,
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4. Discussion

Inclusion bodies are a particular type of protein aggregates formed
bacterial cells upon expression of recombinant genes at high, non physiological
rales |31). Struclurally, they are porous |32], composed by helerogencously
folded chains [2, 33] and organized into a particulate structure [2]. Protein
deposition as 1135 occurs simultaneously 10 cell-mediated solubilication ol 13
protein [34], bomng the volumetric 1B growth the result of an unbalanced
equilibrivm of both events, that can be redirected towards disintegration vpon the
arresl ol protein synthesis |27]. An important part of the solubilized 1B protein
undergocs proteolytic attack and it 15 degraded while a fraction reaches a fully
functional form [27]. On the other hand, the formation of IBs and in general
protein agpregates 1s largely enhanced in strains devoid of the protease Lon |24,
35]). Altogether, these observations prompt to observe 1Bs as an intermoediate and
transient statws of misfolded protein deeply integrated in the cell quality control,
in which proteasces and chaperones play inlerconnected roles. Prolein aggregation
as [Bs would be then the result trom the mahility of chaperones and proteases to
process high amounts of misfolded protein, that are clustered until they can be
released W re-enler the guahly control. However, the specilic components ol the
cell folding system involved in the specific processing of TR protein remained
unidentified and the specific properties of the I3 structure allowing the dvnamic
prolemn transler [rom, and o 1Bs are sall w be elueidated.

Recent research on protein aggregation has revealed that a hi-chaperone
syslem consisting of Dnak and ClpB has the capacilty o solubilize heat-
aggregated protems (reviewed m reference 29). The participation of these and
other relevant chaperones and components of the heat-shock response in IDB
[ormation has been analysed o straims containing null mutations in the cocoding
genes { Table 1), Expectedly, the absence ot a functional Dnak protem resulted m
enhanced amounts of agerepated VPILAC protein (Figures 1, 2) and in laree 113
{Figures 4, 5). However, this lact s nol only depending on impaired
solubilization activities, since the capacity of the DnaKl strain to remove protein

from 113 is comparable to that observed in a Grolil.” background (lable 2), and in
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which the deposiiion ol msoluble protem s nol pariicularly [avoured (Figure 1).
Interestingly, in absence of a tunctional Dnak, the amount of the remaining
soluble VP1LAC protein is hardly detectable (Figure 2). Moreover, a commonly
observed  degradation prodoct of VPILAC, namely the [-galactosidase-lhike
lragment, is absent in both Dnak” and Dnakl™ClpB™ cells (bul not i ClpB7)
(Figure 2), suggesting that Dnak could be mvolved m VP IT.AC degradation by
delivering folding intermediates to proteases. ln this context, the DnakK co-
chaperone Dnal has been proven o be mvolved i the scleclive breakdown ol
misfolded proteins by promoting the formation of protease-substrate complexes
|9, 36]. Also, Dnak itsell is necessary [or the degradation of particular mislolded
proteins and myolved m the general proteolybe processing mm £ ol |3, 37).

These results indicate that prevention of aggregation and the favouring of
degradation (rather than the disaggregating properties), are the main activities of
Dnakk mvolved m 1B lormation. In (s conlext, the absence ol ClpB,
participating in the bi-chaperone network for reversion of heat denaturation [6,
11] does not allTect neither the total amount ol 1B protein {Vigure 1) nor the
ctheiency of protein release from IBs (Table 2). It 15 not clear why 1B formation
15 impaired in the double Dnak Clpld¥ mutant (Figure 1) and why DnaK and
ClpB docs not cooperate [or the dissolution of 1Bs, while such coordinated
activity has been proven on other types of aggregates different from TBs. The low
disagereeating efficiency of DnaK-Clpld on big-sized aggregates [38] could
account [or [Bs being recaleitrant o disimtegration mediated by these chaperones.
On the other hand, the molecular organization of polypeptide chaing in heat- or
chemically-denatured protein does not need to be necessarily comparable to that
ol polypephides m [Bs, where cell chaperones IbpA and lbpB and others are also
present and associated to misfolded polypeptide regions, Therefore the refolding
mechanics and requirements lor solubilization of dillerent aggregates could be
nol similar. In s conlext, several chaperome-machivaling mutabions  have
observable impairing effects on the release of I} protein (Table 2), proving that
this process is the resull of cooperative or complementing activities of the mulu-
chaperone network.
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Lnexpecledly, m a GroEL-dehaent background, 1B Tormation s largely
impaired (Figure 1), the VP IT.AC protein remaining soluble in the cell cytoplasm
(Vigures 2, 3) and retaining enzymatic activity. On the other hand, in absence of
this chaperome, regular IBs are nol formed (Figure 4) despale the wtal VPTLAC
amounts are comparable to those found in wild type cells (Figure 3). Contrarily,
small and abundant protein aggregates are observed in the cell cyloplasm
(Figurcs 4 and 5), mdicative of a fallure m the sceding process for 1B
construction, This role of GroEL in promoting protein ageregation and the
organization ol small protein aggregates in higher organized structures such as
IBs would be mrespective of s well-desenbed folding activities for which
GroES s required [39]. The divergent impact of GroEL- and GroES-inactivating
mutations (Figures 2, 3, 4, 5) indicates a lack ol cooperation of these proteins in
IB formation. In this context, GroEL without GroES can mediate PrP® aggregation
irr vitre [17]. On the other hand, GrolL is also involved in protein removal from
IBs, since the deliciency in this chaperone largely mimmizes the release ol 1B
protein (Table 2). These results support the idea that GroEl drives protein
transfer not only from the soluble to the insoluble cell fraction but also inversely.

The lolding activities ol GroEL-GroEL are hmited by the siee ol the
protein substrate to be encapsulated up to 35 kDa [40], and VPIT.AC is an
homotetrameric hybrid p-galaciosidase eneyme of about 135 kDa per monomer
[24]. llowever, binding of GrolL to proteins larger than 80 kDa for their folding
has been reporied |41 ). In addition, GroEL co-purifics with VPTLAC [rom crude
cell extracts [42] and in absence of GroES, it forms in vitro complexes with
denatured P-galactosidase [43]. These observations prove nol only the

dispensability of Grol'S for GroLL activities leading 1B3-formation but also the

distinguishable from the encapsulated folding. Although the nature of these
interactions remains still unsolved GroliL association with large-mass substrates
would prevent GroES Lo seal the GroEL cavity |39]. Morcover, the lacl thal
FMDV VPl (23 kDxa) TRs are also poorly formed in a GroEl. context (not
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shown), mdicales that the mvolvement ol GroEL m these 1B managing activilies
might be independent of the molecular mass ot the protein, On the other hand,
the inefficient VPILAC solubilization from IB3s in the Groll” background
{Table 2) suggests thal this protem might mediale the ransit of mislolded protemn
in both directions, from the soluble to the insoluble but also from the insoluble to
the soluble states. This would be in agreement with previous experiments
performed in vitre and revealing an unusual behaviour of GroEL, in which this
chaperone prevented the aggregation of denamred [-ealactosidase but in
presence ol A'TP, it instead stimulated its deposition into aggregates |43].

In summary, the construction of bactenal 1Bs 15 the result of 2 multi-
chaperone network acting on hoth ageregation and disaggregation pathways, In
which Dnak and GroEL play critical bul antagonistic roles. While Dnakl
prevents B formation by reducing appregation and promoting proteolysis of
misfolded proteins, GroLL operates its transit between soluble and insoluble cell
lractions and positively participates m 1B [ormation. The antagonism ol Dnak
and GroFEl activities 1s amazingly exemplified by the volume reduction i TRs
formed by the human growth hormone, the increase of the I3 number per cell
and also the mgher amounts of soluble protem lound upon over-cxpression ol
drcrk gene along with the recombinant gene [44], heing this a phenotype similar
to that reported here for Grolil-deficient mutants, A natural GroLL 13-seeding
aclivily would be comparable W thal drving the Tormation of Pri® aggregales in
vitre and as suggested to occur /v vive in eukarvotic cells by analogous
chaperones during the cowse ol conlormational diseases [16, 17]. Therelore,
(moElL (and ecventually the penene Hsphl) chaperome  family), m close
combination with, or supervised by other cell elements, would act as a key
nstrument W minimize the woxicily associaled o the exposition of hydrophobic
domains on mistolded protemns. In bactena, this protective task maght be at least

partially accomplished by 13 formation.
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Table 1. E. eodi strams used m this work
Strain Grenotype Phenotype  Reference
MCH0  gralf 39 A{argF-lac)UJ 69 rpsL i 50 reld { wi 22
SRS I0T dheeer T il 25 rhf?
JGT3 MC4100 AclpB; kem ClpB 22
JGT4 MCA100 clpA:kan ClpA 22
TG T MCATO0 oy T 1 g dZ 8340 Carol s 22
IGTI17 MC4100 Aibpl kan IbpA . 22
Ihph”
JOT20 MACAVND K756 e T 10 Dmakl” 22
JGT32 MCA100 dnak 756 thr: Tnl0 AclpB: kan ClpE 22
Dnak”
BB45364 MC4100 grolfL 44 zdi::Tnl0 zie:QSpe” GrolL” 6
BB4565 MCA100 groEL 40 =di: - Tnl0 zie::kan GroEL" [
Table 2. VPILAC release Irom IBs moabsence ol protemn synthesis
Phenotype Loss of Increasc of VI'ILAC in Increasc of
VIMTLAC TR the soluble fraction " enzymatic activity "
prodein * (%) (%) %)
wil. 6.3 244) 253
ClpB 64 510 294
ClpA© 42 172 211
Grols 49 461 272
IbpA Thpb 44 376 3
nak” 34 DE 404
ClpE DnakK 35 173 465
GrroEL{140Y 32 161 172

* Muximal amount ol VPILAC proiein lost rom IB within a 3h-period aller the amest
of protcin synthesis. Note that a certain extent of protein re-aggregation can occur under
these conditions (27).

® Muximal inerease in both the amount of VPILAC found in the soluble ¢cll fraclion
and the [-galactosidase activity within a 3h-period after the arrest of protein synthesis,
relerred o time (. An important fraction ol the solubilized prodein s degraded opon

rclease from IBs (27).
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Figure 1. Amounls of VPILAC protemn m punbed IBs 3 h aller imduction
of FPITAC gene expression, as measured by Western blot (A) and light
scattering (B). The growth curves and f{inal biomasses were similar in all the
stramms under the ested bme penod. The correlation between bolh paramelers 15

also shown (C). Statistics are »—0.94; p=0.01,

Figure 2. Amount of soluble VPTLAC protem 3 h post-induction (A). The
intact, full-length VPILAC fusion of 135 kDa is shown as a black bar while a
main degradation fragment ol 116 kDa (f-galactosidase-like) is shown as a while
bar. The guotiem between the amount p-galactosidase-like and the intact
VPILAC protein is shown as an index of proteolytic susceptibility (I3). The
lraction of soluble (white bar) and IB (black bar) VPILAC protein is also
ndicated ().

Figure 3. Partitoming ol VP1LAC protem al 3 h (pancl A) and 5 h (pancl
R) atter induction of gene expression, Protein was quantified by Western blot for
the soluble (black bar) and 1B (white bar) fractions.

Figure 4, Micrographs of mutant cells 3 h after the induction of FP/TAC

CENe expression .

Figure 5. Number of refractile IR particles per cell, namely one (black
bar), two (light grey bar) and more than two (dark grey bar) (A). The average
number of aggregates per cell has been calenlated for GroES (3.0), for Dnak
{(3.6) and GroLEL{140Y (5.1). The average 1B} volume is represented in panel I3,
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Figure 1, Carrio and Villaverde
My, 2 ? e e
— n -
= o L
5 5 1 i ' a
4 3 g e
E; N E-I En p-"".'..
2 I I
i o 0
{5; ‘?.'?‘ @J’ -'F 5. b“ 100 v} ano Elelu]
ﬂf‘ g’i?i;? ¢ {?"3’ = ﬁ.ﬁ‘ép B YFILAL (el
Figure 2, Carrio and Villaverde
240 an 1201
A B . C
- 10
5 1.5 .-;39; 15
= 55__. F W
3 e
= 10 g'i 1.0 4 G
= =X -y
o 8@ > M
ENTE . B s
" il :
an - o a &
‘@' -;:5?'(,@{ '51'- gt r:; "? ﬁ @:59: '-:‘f cf\- "ﬁ' :‘&: -:?E. ﬁf ’.:F“'?’- #"?&a{
“5'& q:!._l';g,‘::;“ ‘-J-‘?.;;p o Qﬂ‘g rﬁ?d:g_._,
Figure 3, Carrio and Villaverde
10 10 4
A B
— 8 8
E E
2 6 g 6
L] L]
é 4 é 41
= =
2 2|
n m

DF{ Bﬁq

R

117



RESULTATS
TREBALL 9

Figure 4, Carrio and Villaverde

Figure 5, Carrio and Villaverde
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4.6. NOVES ESTRATEGIES PER A RECUPERAR PROTEINA NATIVA
DELS COSSOS D’INCLUSIO

La formacié de cossos d’inclusio representa un dels majors obstacles dels processos de
produccio de proteines recombinants. Per aix0, un dels principals objectius de conéixer el
seu procés de formacié és explotar el seu potencial biotecnologic, optimitzant la
recuperacio de proteina nativa d’aquests. Es va analitzar la possibilitat de solubilitzar
proteina de cossos d’inclusié per dos métodes nous que ofereixen algunes avantatges
respecte els descrits fins ara, aixi com ésser genérics per a tot tipus de proteines i reduir
els agents caotropics i desnaturalitzants usats. En primer lloc, es va proposar usar
extractes cel-lulars concentrats per a mimetitzar el procés de renaturalitzacié de la
proteina agregada, que s’havia observat in vivo. En segon lloc, es va estudiar I'Gs de la
pressio hidrostatica per a desagregar els cossos d’inclusio i recuperar-ne la proteina
activa.
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L'AGREGACIO DE PROTEINES EN FORMA DE COSSOS
D'INCLUSIO ES REVERSIBLE: UTILITZACIO D'EXTRACTES CEL-
LULARS PER A LA SOLUBILITACIO DE COSSOS D’INCLUSIO

La capacitat dels extractes cellulars de
desagregar els cossos d’inclusio i recuperar una
part de la proteina en la seva forma activa (Fig.4,
treball 3) ens ofereix la possibilitat d’estudiar si
aquesta propietat es pot utilitzar per a
desenvolupar un nou metode de recuperacio
de proteina activa dels cossos d’inclusio. El
procediment es basa en incubar cossos
d’inclusio purificats amb un extracte cel-lular
concentrat (20X) que ha estat sotmes a un xoc
térmic (Fig.1). Els resultats obtinguts mostren
gue els cossos d’inclusio de VP1LAC es
desintegren un 60 %, perd nomeés una petita
part de la proteina desagregada es veu en la
seva forma nativa (entre un 25 i un 30%). Com
gue la resta de proteina desapareguda dels
agregats no és detectada creiem que és
proteolitzada. Per altra banda, part de la
proteina solubilitzada també és proteolitzada
posteriorment (un 10% aproximadament)

A) Produccié CI Purificacio i rentat

> v

B) Creixement del Extracte cel.lular
cultiu i xoc térmic (CX)

(-

Assaig de
replegament

:

v
Recuperacio de la
proteina soluble

Figura 1. Protocol de solubilitzacié de cossos d'inclusio,
utilitzant extractes cel.lulars.

(Fig4A, treball 3).

El primer pas per a I'optimitzacio d’aquest
proces seria minimitzar la proteolisi, per la qual
cosa es va afegir una mescla d’inhibidors de
proteases (preparada comercialment per
I'empresa Roche) a les mostres de solubilitzacio
de cossos d'inclusié amb extractes cel'lulars. Els
resultats obtinguts no mostren una total
inhibicio de la proteolisi (Fig. 2), la qual cosa
suggereix que <shauria d’'utilitzar una
concentracié més elevada o provar-ne d'altres .

Els components dels extractes cel-lulars
responsables de la solubilitzacié dels cossos
d’inclusié no han estat del tot identificats,
pero en altres treballs realitzats en aquesta
tesi hem vist que algunes xaperones
participen en aquest procés.Com que moltes
xaperones que intervenen en el replegament
de proteines, com la DnaK i la GroEL, son
depenents d’ATP, vam afegir-ne per evitar
gue fos un factor limitant. Per a que no
s’exhauris rapidament, també vam afegir un
sistema de regeneracio d’ATP, basat en el
fosfoenolpiruvat i la piruvat quinasa (Dillon i
Clark, 1990). Pero el rendiment del procés
tampoc va millorar significativament amb el
suplement d’ATP,com es pot verure ala Fig.2..

Tot i que els primers intents d’optimitzar el
procés de solubilitzacié de cossos d'inclusio
mitjangant extractes cellulars no hagin tingut
bons resultats, val la pena continuar estudiant
com inhibir eficientment la proteolisi i afavorir
el replegament de la proteina desagregada.
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Activitat prgalactosidasa (A,

0,40

0,35
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Figura 2. Optimitzaci6 del protocol de solubilitzacié de cossos d'inclusid descrit. Es van testar les
diferents condicions descrites a la llegenda, essent E els extractes, PK piruvat quinasa i PEPK
fosfoenolpiruvat quinasa i com a control es van incubar cossos d'inclusio amb tampo fosfat
(CI+T)
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UTILITZACIO DE LA PRESSIO HIDROSTATICA COM A EINA
PER A RECUPERAR PROTEINA NATIVA DELS COSSOS

INTRODUCCIO

L'aplicaci6 de pressi6 hidrostatica és una
eina molt util per a estudiar propietats
estructurals d’'una proteina, i sobretot, de
proteines oligomeériques i d’estructures
proteiques macromoleculars. El
comportament de cada proteina sota
pressid hidrostatica depén de la seva
estructura i del seu patré de plegament. La
pressio hidrostatica indueix la infiltracié de
molécules d’aigua en la matriu de la
proteina, que provoca una hidratacié
hidrofobica, és a dir una solvatacié, que
depéen de la preséncia de volums de les
cavitats existents en l'estructura de la
proteina nativa. Per tant el comportament
gue cada proteina presenta sota pressio
hidrostatica, ens déna una idea de la seva
topologia.

La pressio hidrostatica s’ha utilitzat per
estudiar les vies de plegament i
d’agregacio. En alguns casos I'aplicacié de
la pressio hidrostatica desestabilitza els
intermediaris de plegament i porta a
cinetiques de plegament més simples, en
altres estabilitza els intermediaris de
plegament i en permet el seu aillament i la
seva caracteritzacié. Aquest ultim
comportament s’ha utilitzat per aillar
intermediaris que es poden utilitzar com a
antagonistes per a bloquejar I'agregacio
(Foguel icol., 1999; Ferrao-Gonzales i col.,
2000; St.Johnicol., 1999).

D’altra banda, la pressié hidrostatica
també resulta molt util per a estudiar
agregats proteics, ja que les molécules

d'aigua tendeixen a col-locar-se entre les
proteines agregades, desfent les
interaccions que els formen i dissociant els
agregats. Aixi doncs s’ha utilitzat per a
analitzar agregats de rodhanasa (Gorovits i
Horowitz, 1998), mioglobina (Smeller, 1999)
i de la proteina amiloidogénica transiretrina
(Ferrao-Gonzales i col., 2000) i per a
dissociar proteines oligomériques i
complexes macromoleculars, sense afectar
I’estructura secundaria ni terciaria de les
subunitats proteiques (St.Johnicol., 1999).

El grup de la Debora Foguel, va estudiar
la utilitzacié d’aquest meétode per a
recuperar proteina nativa d’agregats
produits in vitro (Foguel i col., 1999). Per
aquests estudis van usar la proteina de la
cua del bacteriofag P22 (tailspike protein,
TSP), de la qual es coneix molt bé el seu
patr6 de plegament i estan ben
caracteritzats els intermediaris de
plegament que sén conduits cap a
I’estructura nativa o cap a l'agregacio.
Aquest treball demostra que la pressio
hidrostatica pot dissociar els agregats de
TSP produits in vitro i recuperar més d’'un
50% de la proteinareplegada en el seu estat
natiu (Foguelicol., 1999).

La solubilitzacio de cossos d’inclusio per
pressio hidrostatica ha estat escassament
estudiada, pero els resultats obtinguts sén
esperancadors.  S’ha estudiat la
desagregacio de cossos d’inclusié de [-
lactamasa i s’observa que aplicant una
pressié hidrostatica de 2Kbar durant 48
hores, s'laconsegueix recuperar un 85% de

123



RESULTATS
TrREBALL 11

proteina nativa, essent independent de la
concentracié de proteina i de I'addicié de
GdmHCI (St.John i col., 1999). Per aixo, és
interessant avaluar amb més profunditat la
possibilitat de solubilitzar cossos d'inclusio
mitjancant pressio hidrostatica, ja que
representaria un métode més facil i barat
per a recuperar proteina nativa.

Els cossos d'inclusié que vam utilitzar per
aquests estudis van ser de les proteines ja
esmentades, VP1LAC i TSP. Els agregats de
VP1LAC es van testar perqué ja estaven ben
caracteritzats (treball 1 1 2) i vam creure
interessant provar de recuperar-ne proteina
nativa. Ens va semblar molt interessant
estudiar els cossos d’inclusié de TSP per
veure si es comportaven semblant als
agregats de la mateixa proteina produits in
vitro, dels quals se’n pot recuperar proteina
nativa. Aquest treball es va realitzar al
laboratori de bioquimica de la Dra. Debora
Foguel, en el que treballen des de fa anys
amb pressid hirostatica i agregacié de
proteines i on vaig fer-hi dues estades
curtes, durant la tesis.

M ATERIALS | METODES
1. Produccio, purificacid dels
cossos d’inclusid i preparacio
de les mostres per a ésser
pressuritzades

Els cossos d’inclusié de VP1LAC es
produeixen a la soca d’Escherichia coli Lon-
BL21, transformades amb el plasmidi
pJVP1LAC (Corchero i col. 1996). Els cultius
de BL21/pJVP1LAC es creixen en medi ric
(LB), a 28°C, i quan entren en fase
exponencial s’'indueix la produccio de la
proteina recombinant, transferint-los a

124

42°C. Els cossos d’'inclusi6 de TSP es
produeixen a la soca d’Escherichia coli Lon-
BL26, que porta el plasmid pTTSP (Carbonell i
Villaverde, 1998). Els cultius de BL26/pTTSP es
creixenen medirica37°Cilaproduccié de TSP
s'indueix mitjangant IPTG (1mM). Durant la
produccio de les proteines recombinants es
recullen mostres de 100ml ales 3,51 24 hores,
per a la purificacié dels cossos d'inclusio.

Els cossos d’inclusié es purifiquen a
través de repetits tractaments amb
detergents després de la lisi cel-lular,com
s’ha descrit previament (treball 1).

Per a la posterior pressuritzacio, els
cossos d’inclusié purificats de TSP es
resuspenen amb un tampo BisTris 50 mM,
NaCl 100mM, i els de VP1LAC BisTrisPropa
50mM, 100mM NaCl i EDTA 1mM. Les
mostres es preparen a un mateixa
concentracio de proteina, mesurada a través
de I'absorvancia a 320nm, s’'usa una DO de
0,6.

2. Deteccid de [Il'activitat
enzimatica de la B-
galactosidasa I de la

preséncia de trimers de TSP
L'activitat enzimatica de la -
galactosidasa es mesura a través de
I'absorvancia a una longitud d’ona de
420nm, que té la mostra de color groc, quan
el lloc actiu de I’'enzim reacciona amb el
substracte ONPG. La preséncia de trimers
natius de TSP es pot detectar mitjancant la
separacio dels polipéptids pel tamany, amb
una columna de cromatografia (HPLC del
sistema Shimadsu, utilitzant una columna
de TSK3000) i monitoritzant I'absorcio a
280nm i I'emissio dels triptofans a 340nm
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(excitant a 280nm).
3. Aplicacio de la pressio
hidrostatica

Les mostres dels cossos d’'inclusio
purificats amb tampo fosfat es sotmeten a
una pressio hidrostatica de 40Kpsi, que
s’'aplica de cop, mitjangcant una bomba de
pressio que va afegint etanol a la mostra
que esta tancada al buit dins d'una
ampolleta de vidre amb un tap de plastic
moldejable. El seguiment de I'agregacio i
I'estat de la mostra es fa mitjangant el
fluorimetre connectat a la bomba. Aixi es

Bomba utilizada per I'aplicacio de la pressid hidrostatica. A
I'esquema petit de la part superior esquerra es veu com queda
col.locada la mostra dins la homba i per on passa el feix de llum per
a fer les mesures optiques necessaries,amb el fluorimetre.

recullen espectres de triptofan i d’espatllament
de llum durant la pressuritzacio.
4. Fluorimetria

Per a monitoritzar I'agregacio de la mostra
essegueixen els espectres de I'espatllament de
llum cada 10 minuts durant el procés de
pressuritzacio, s'obtenen excitant les mostres a
320 i recullint I'espectre d’emissié de llum
incident a 90°C, a través de la intensitat de llum
integrada entre 315 i 325 nm. També
s'analitzen els espectres del triptofan per a
coneixer I'estat de la proteina, excitant la

mostra a 280nm i recullint I'espectre d’emissio
de 300 a 400 nm.
RESULTATS

1. La pressio hidrostatica
dissocia parcialment cossos
d’inclusié de VP1LAC

Cossos d’inclusio purificats en diferents
temps de la produccié de proteina
recombinant,a les 3h,i ales 24 hores, van ser
pressuritzats, a 2,6 Kbar, sota diferents
condicions, de temperatura, presencia
d’agents caotropics i temps de
pressuritzacio. El combinar la pressio amb
temperatura o0 urea provoca petites
variacions, pero en tots els casos els agregats
pressuritzats disminueixen I'agregacio entre
un 35 i un 40%. De totes formes, no s’ha
observat la forma activa de la proteina
desagregada. Aix0 deu ésser degut a que
I'efecte de la pressio hidrostatica inactiva el
tetramer de B-galactosidasa, parcialment o
completament, depenent de les condicions
de pressuritzacié (Degraeve i col., 1996).

1.1. Efecte de l'urea

La preséncia d’urea perjudica una mica la
dissociacio dels cossos d’'inclusio per pressio
hidrostatica (Fig.1). Aix0 podria ser degut a
que la urea afavoreix la hidratacié dels
agregats. Si els agregats estan més hidratats,
I'impacte de la pressio hidrostatica és meés
lleu, ja que aquesta promou la desagregacio
insertant molécules d’aigua entre els
polipéptis associats, que fan trencar les
interaccions intermoleculars que els uneixen.

1.2. Efecte de la temperatura
Elevades temperatures afavoreixen la
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desagregacié (Fig.1A), pero la proteina
desagregada s'inactiva completament (Fig.1B).
Com que la incidencia de la temperatura s’ha
estudiat combinada amb la preséncia d’urea (1
i 2M), la inactivacié de I'enzim podria ser
deguda a la desnaturalitzaci6 per temperatura
o0 per l'urea. De totes formes, resultats anteriors
(Degraeve i col., 1996) mostren que l'estabilitat
de la B-galactosidasa pressuritzada depén del
pH i la temperatura, I'enzim sota pressio es
manté estable entre 4-35°C, fora d’aquest rang
es desestabilitza el tetramer (Degraeve i col.,
1996). La pressuritzacio llarga a baixa
temperatura, disminueix una mica la
dissociacio, pero la proteina alliberada manté
un 15% d’activitat (Fig.1B).

1.3. Temps de pressuritzacid

Les mostres s’han pressuritzat a varis
intervals de temps, des de 3 hores, fins a 48
hores, pero sobserva que la desagregacio es
dona durant els primers moments d’aplicar
la pressié hidrostatica.

1.4. Comparacié _entre cossos
d’inclusid joves i vells

Els cossos d’inclusié de 24 hores sén una
mica més sensibles a la pressié que els de 3
hores. La fraccié de proteina desagregada
que és replegada a la seva forma nativa,
esta en la mateixa proporcio en els dos
tipus de cossos d’inclusio, la qual cosa
indica que deu haver-hi una fraccio
equivalent de proteina potencialment
replegable. En tots els casos, la
fluorescéncia del triptofan augmenta un
nanometre, la qual cosa indica una major
exposicio del triptofan, associada a la
desagregacio.
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Figura 1. Desagregacio dels cossos d'inclusid de VPLLAC de 3 0 24
hores al ser pressuritzats en diferents condicions de concentracio
d'urea, temperatura i temps de pressuritzacié (descrites a la
llegenda). A la grafica inferior es mostra I'activitat enzimatica de la
proteina dels cossos d'inclusio que es conserva després de ser
pressuritzats.

2. Dissociacié dels cossos
d’inclusié de TSP

S’ha analitzat I'efecte d’'una pressié
hidrostatica de 2,6 Kbar sobre cossos
d’'inclusié de TSP de 5 hores, a diferents
temperatures i amb la preséncia de lI'agent
caotropic clorur de guanidine (GnCl). Els
resultats obtinguts, que es mostren a la
Figura 2, sén similars als obtinguts amb els
cossos de VP1LAC. En els dos casos, els
percentatge de desagregacio esta al voltant
del 40%. Les diferéncies observades entre les
temperatures de 3-36°C son insignificants.
Curiosament, a temperatures elevades es
comporten lleugerament diferent als
agregats de VP1LAC, ja que en aquest cas
s'observa una menor dissociaciéo dels
agregats.

Elreplegament de la proteina alliberada es
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va intentar estudiar per HPLC, perd no vam
aconseguir aillar el pic dels trimers de TSP,
degut a la presencia de proteina agregada.
De la mateixa manera que en els cossos de
VP1LAC, la fluorescéncia del triptofan
augmenta un nanometre en les mostres
pressuritzades.

100

80
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40
Desag@éhacio o{ de in)
0 T T T T
1 2 3 4

Condicions de pressuritzacio

1- CI5h + 2M Gnd + 2,6Kbar + 36°C
2- CI 5h + 2M Gnd + 2,6Kbar + 28°C
3- Cl 5h + 2M Gnd + 2,6Kbar + 3°C
4- Cl 5h + 2,6Kbar + 49°C

Figura 2. Desagregacd dels cossos d'inclusid de TSP de 5 hores
sotmesos a una pressid hidrostatica de 2,6 Kbar a diferents
temperatures i en preséncia 0 no de GnHCI (veure llegenda).

3. Dissociaci6é dels cossos
d’inclusidé per SDS

Per a comparar la dissociacio dels cossos
d’inclusié per detergents i per pressio
hidrostatica, els agregats de VP1LAC i TSP es
van incubar amb concentracions creixents
de SDS i es va observar una dissociacio
rapida i quasi total (del 85%) de les
particules. Aixd ens indica que aquests
agregats estan formats per unions
hidrofobiques i de ponts hidrogen, que al
ser atacades per el SDS es desintegren
immediatament. De totes formes, queda una
fraccié de proteina agregada incapag
d’ésser solubilitzada per SDS, que mostra la
preséncia d'una espécie de polipéptids
agregats molt més resistents, que

1,0 ©
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Figura 3. Dissociaci dels cossos d'inclusio de VP1LAC (triangles) i
TSP (cercles) de 1 hora (blancs) i 5 hores (negres) amb
concentracions creixents de SDS. La desagregacio dels cossos es
mesura amb els valors de I'espatl/lament de llum de les mostres,
normalitzats amb el valor inicial, sense SDS.

probablement s'uneixin covalenment.

DISCUSSIO

L'ds de la pressio hidrostatica per a
diferents processos biotecnologics és forca
extens, en Il'ambit de la tecnologia
alimentaria, per a la pasteuritzacio
(Heremans,1997), per ala inactivacio de virus,
I pel desenvolupament de vacunes
(Jurkiewuckz i col., 1995; Silva i col., 1996). El
coneixement de la desagregacido de
proteines a través de pressio hirostatica pot
obrir noves arees de recerca i d'aplicacio
interessants utilitzant aquesta técnica.

L’agregaci6é de proteines pot esdevenir
per diferents mecanismes. Un d’ells és a
través de la formaci6 de ponts disofre
intermoleculars (Stoyan i col., 1993), creant
agregats que requereixen Il'addicio
d’oxidants i tampons redox per ésser
replegats (Builder i col., 1997; De Bernandez-
Clarck i Georgiou, 1991; Rudolph i Lilie, 1996).
En  molts casos predominen altres
mecanismes en els que intervenen unions no
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covalents,com son els agregats responsables
de les enfermetats prioniques, I'Alzeheimer, o
el Parkinson i per altra banda, la formacio de
cossos d’inclusi6. Les interaccions no
covalents son susceptibles a la pressio
hidrostatica i per aixo es pot usar aquesta
eina per a desfer aquest tipus d’agregacio
proteica.

En aquest treball es mostra que els cossos
d’inclusi6 de dues proteines diferents,
VP1LAC i TSP poden ésser desagregats per
pressid hidrostatica, fins a un 40%. De totes
maneres, encara s’ha d’optimitzar el procés
per tal de conéixer les condicions idonies pel
replegament i I'estabilitat de la proteina
desagregada.

El fet que els diferents cossos d’inclusio
pressuritzats tinguin una mateixa fraccié de
proteina susceptible a la pressio hidrostatica,
suggereix que tenen una organitzacio
molecular semblant. En estudis anteriors, ja
haviem proposat que els cossos d’inclusio
estan formats per espécies polipeptidiques
diferents, que responen diferent a l'atac
proteolitic (treball 5) i també a la pressio
hidrostatica. El 60% de proteina agregada
que no és afectada per la pressio hidrostatica,
deu correspondre a una fraccid6 més
hidratada, que augmenta quan les particules
son incubades amb urea, que faaugmentar la
hidratacié.

La drastica desintegracié dels agregats
amb SDS, demostra que la major part de les
interaccions que uneixen els polipeptids
agregats en els cossos d’inclusié sén ponts
d’hidrogen o interaccions hidrofobiques. De
totes formes, també s'observa una espécie
polipeptidica menor (15%), que esta
agregada per unions més fortes, resistents al
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SDS.

La solubilitzacié dels cossos d’'inclusio
mitjangant la pressio hidrostatica evitaria els
passos de desnaturalitzacio i replegament,
simplificant el procés de recuperacié de
proteina nativa i eliminant I'Us d’'agents
desnaturalitzants i caotropics, que a gran
escala creen residus toxics. Per aix0 seria
interessant coneixer millor les possibilitats
de la pressio hidrostatica per a la recuperacio
de proteina replegada dels cossos d’inclusio.
Els resultats obtinguts ens mostren que la
pressi6  hidrostatica provoca efectes
especifics sobre I'estructura i funcionalitat de
diferents proteines i per tant, I's d’aquest
meétode per a la solubilitzacio dels agregats,
requeriria estudiar la potencialitat de la
proteina agregada d’ésser replegada en la
seva forma nativa, sota pressié hidrostatica.
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Els cossos d’inclusio es formen durant la
sobreproducci6  d'algunes  proteines
recombinants,  quan aquestes  no
aconsegueixen adquirir la seva estructura
nativa i s'acumulen formant particules
intracel-lulars de proteina agregada. Com que
I'aparicio de cossos d’inclusié durant els
processos de produccid6 de proteines
recombinants sempre ha suposat un
entrebanc,s’han buscat maneres d’evitar-ne la
seva formacio o de recuperar-ne proteina
replegada, perd no s’havia estudiat a fons la
seva biologia. Aixi doncs, es coneixia poc el
procés de formacié dels cossos d’inclusio, les
formes polipeptidiques que agreguen i la
manera en queé s'associen i construeixen els
agregats. Seria interessant esbrinar en quin
estat conformacional es troba la proteina
agregada, si es tracta de material
irrecuperable, com s’ha proposat en varis
treballs (Marston, 1986) o si presenta una
estructura quasi-nativa com s’ha observat en
d’altres (Oberg i col., 1994) i quines raons 0
explicacions fisiologiques porten a la seva
formacid. Per aixo hem de tenir en compte el
medi on es produeixen els agregats, que és la
cél-lula hoste, i els factors que hi poden estar
implicats, com els components del sistema de
control de qualitat de plegament proteic i de
resposta a l'estres, les xaperones i les
proteases.

En aquest treball hem examinat la
formacié dels cossos d'inclusio de les
proteines VP1LAC, LACVP1 i TSPA, el seu
creixement en el citoplasma d’Escherichia
coli, la seva vinculacié amb el sistema de
control de qualitat cel-lular i I'estructura
macromolecular dels agregats.

1. FORMACIO | CREIXEMENT
DELS COSSOS D’INCLUSIO EN EL
CITOPLASMA D’Escherichia coli

mida |
COSSOS

1.1. Morfologia,
distribucio dels
d’inclusio

El creixement dels cossos d'inclusié de
VP1LAC i LACVP1 es pot seguir mitjangant
microscopia optica de contrast de fases, on
s'observa I'augment de volum dels granuls
citoplasmatics, refringents durant la fase
exponencial del cultiu en la que la cel-lula
esta sintetitzant grans quantitats de proteina
recombinant (figura 1, treball 1). Els cossos
d’inclusié de VP1LAC i LACVP1, comencen a
ser visibles a partir de les 2 hores de
produccié de la proteina recombinant i
s'observa un augment de tamany fins que la
cél-lula entra en un estat biosintétic menys
actiu, en el que s’'atura el creixement dels
agregats i en alguns casos inclis pateix
petites davallades (taula 1, treball 2).

Els cossos d’inclusié de VP1LAC i LACVP1
presenten una morfologia ovoide (figura 5,
treball 1itaula 1, treball 2) i volums diferents,
essent els cossos de VP1LAC més grans que
els de LACVPL1. A les 2 hores de producci6 de
la proteina recombinant, els cossos d’inclusio
de VP1LAC tenen una grandaria de 0,15 um3
I creixen fins a 1,8 um3, durant 24 hores
(figura 6, treball 1), mentre que els cossos de
LACVP1, creixen durant el mateix periode de
temps des d’'un volum de 0,007 um3 fins a
0,14 um3(taula 1, treball 2). L'analisi d'altres
cossos d’inclusié, conjuntament amb
aquestes dades, mostra que hi ha una
variabilitat en la morfologia i mida dels
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cossos d’inclusio, s’han observat cossos
cilindrics, ovoides, esferics i amorfes (Bowden
i col.,,1991; Taylor i col. 1986) amb una amplia
variabilitat de mides que van des de
O,OO?pm3 fins a presentar un volum
equivalent al de la céllula (2 um3). Les
diferencies morfologiques dels diferents tipus
de cossos d’inclusi6 citoplasmatics depenen
de la proteina recombinant que els forma. La
topologia superficial dels cossos d’inclusio
també pot variar, pot ser rugosa o llisa
(Bowden i col. 1991). Les imatges de
microscopia electronica dels cossos
d’inclusié de VP1LAC i LACVP1 (figura4d ,
article 4) i el seu comportament davant de
pressid hidrostatica (treball 11) semblen
ésser compatibles amb una estructura
porosa, com s’havia trobat amb els agregats
de prochymiosin i y-interferd (Taylor i col.
1986).

S’observa una bona correlacio entre la
guantitat de proteina recombinant agregada
i el volum dels cossos durant la fase
d’acumulacio (figura 5, treball 1), la qual cosa
ens indica que els agregats no pateixen
canvis de densitat importants en aquesta
etapa. Durant la primera hora de produccio
de la proteina VP1LAC s’observa, per
microscopia optica, la preséncia de moltes
célllules amb 2 agregats petits, representant
quasi un 70 % del total de les cel-lules del
cultiu. Aquests agregats no creixen
independentment, ja que a partir de les 2
hores, quan els cossos d'inclusio jacomencen
a ser particules refringents ben definides, la
proporcié de cellules que en tenen dos
decau fins a un 20 %, i es manté permanent
durant el seu creixement (figura 7, treball 1).
Aquesta observacié suggereix que
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I'agregacio proteica pot comencar en varis
punts del citoplasma cel-lular i que la unio
d’aquests agregats petits per formar un o dos
grans agregats exclou la formacié d’'un altre,
dirigint els nous polipeptids agregats cap a
aquests. Aquesta hipotesi seria compatible
amb la cinetica de primer ordre que s’ha
descrit per lI'agregacié proteica en c0ss0S
d’inclusié (Hoffmann i col., 2001) i indica que
petits preagregats s'uneixen en una Unica
particula que representa un nucli d’agregacio,
a partir del qual creix el cos d'inclusio.

1.2. Analisi de la compaosicio
dels cossos d’inclusié durant
el seu creixement

El component principal dels cossos
d’inclusio és la proteina recombinant (Rinas i
Bailey, 1992; Rinas i col., 1993; Valax i Georgiou,
1993), pero hi ha altres proteines cel-lulars que
també <s’hi troben associades, en
concentracions molt variables, en els diferents
cossos d’inclusio. La quantitat de proteines
coagregades, diferents de la recombinant,
depén de la proteina produida, pero també de
I'estratéegia  d’expressi6  dels  gens
recombinantsi de les condicions de produccio.
S’han observat diferéncies significatives entre
cossos d'inclusiod de B-lactamasa, formats en el
citoplasma o en el periplasma, essent els
c0ss0s citoplasmatics molt més homogenis (95
% de proteina recombinant) comparats amb
els periplasmatics (sols un 35 %) (Valax i
Georgiou, 1993). Entre els components
minoritaris dels cossos d'inclusio, s'inclouen les
proteines contaminants procedents del procés
de purificacié (Georgiou i Valax, 1999), de la
coagregacio inespecifica d’altres polipeptids
cel-lulars (Rinas i col., 1993) i xaperones, que
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probablement queden atrapades en el procés
d’agregacio. Entre aquestes destaquen les
proteines IbpA i IbpB, que sén abundants en
els cossos (Allen i col., 1992).

L'analisi cinétic de la composicio proteica
durant el procés de formacié i creixement
dels cossos d’inclusié de VP1LAC i LACVP1
mostra que en les primeres fases de la seva
formacié hi ha una gran heterogeneitat
proteica, indicant que els primers agregats
gue apareixen s’associen més facilment a
altres proteines (figura 4, treball 1). A partir de
les 2 hores d’edat, quan els cossos ja sén ben
identificats com a particules refringents,
s'observa que la proteina recombinant és el
principal component dels cossos d’inclusié.
En els de VP1LAC, la proteina recombinant
intacta representa entre el 80 i el 100 % del
seu contingut, i es manté estable durant
I'acumulacié de proteina. En canvi, en els
cossos de LACVP1 en representa menys del
30 %, augmentant fins a un 70-80 %
considerant també el seu fragment de
degradacio estable “B-galactosidasa-like” Aixi
doncs, presenten una composicié molt meés
heterogenia, amb un 20-30 % de proteines
coagregades diferents a la proteina
recombinant intacta (taula 1, treball 2). Aixo
mostra que hi ha una gran variabilitat en la
composicio proteica de cossos d’inclusié de
diferent naturalesa proteica, que depen, en
part, de [l'estabilitat de la proteina
recombinant. Probablement, proteines més
inestables proteoliticament arrosseguen més
facilment polipeptids que coagreguen.

Les proteines que coagreguen en els
primers estadis de formacié dels cossos
d’inclusi6 no han estat identificades.
Tanmateix, les xaperones DnaK, GroEL i Ibps

s’han detectat formant part de les proteines
minoritaries dels cossos d’inclusié més
tardans, en els que la proteina recombinant
és el component principal de les particules
(Figures. 3 i 4, treball 8). El fet que es formin
cossos d'inclusié de composicié proteica tan
heterogénia com els de LACVP1 implica que
les interaccions intermoleculars que
intervenen son, principalment, inespecifiques, i
no especifigues com shavia proposat
anteriorment (Speed i col., 1996).

La proteina recombinant s'incorpora en els
cossos de VP1LAC i LACVP1 a taxes quasi
constants durant la seva produccio (figura4,
treball 1 i figura2C, treball 2). Quan la taxa de
sintesi de la proteina recombinant disminueix,
s'observen péerdues de proteina dels agregats.
En els cossos de LACVP1 també s'observa que
la proteina recombinant agregada pateix un
atac proteolitic donant lloc als seus fragments
de degradaci6 VP1 i “B-galactosidasa like”
(figura 2, treball 2),la qual cosa ens mostra que
la proteina dels agregats no és inerte, com
s’havia proposat anteriorment (Marston, 1986,
Hellebust i col., 1989).

1.3. Els cossos d’inclusid son
estructures dinamiques

El fet de trobar que els cossos d’inclusié
pateixen periodes de pérdua de proteina
agregada, simultanis a petites reduccions del
seu volum (taulal,treball 2) ens suggereix
gue no sén particules inertes, siné que es
tracta d’estructures actives i flexibles. Les
davallades de proteina agregada s'observen
guan els cultius entren en fase estacionaria i
per tant poden estar associades a I'aturada
de la incorporacid de polipéptids en els
cossos d’inclusié. Aixd ens va portar a
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investigar amb més profunditat I'’evolucio
dels cossos d’inclusi6 en el citoplasma d’E.coli
en abséncia de sintesi proteica.

Aquest estudi es va portar a terme amb
cossos d'inclusio de diferents proteines,
VP1LAC i de TSPA, produides per sistemes
d’expressio diferents, descrits préviament
(veure antecedents del treball de recerca).
Quan els cossos d’inclusié estan formats i
s'atura la produccio de proteina recombinant,
amb l'addicié de cloramfenicol, s'observa una
progressiva reduccio en el seu nimero i volum
(figuresli 3,treball 3).El contingut proteic dels
cossos d'inclusié disminueix molt, i en
concordanca apareix proteina soluble i amb
activitat biologica. Aquest fet suggereix que la
construcci6 dels cossos d’inclusi6 és un procés
dinamic, en el que hi intervenen
simultaniament la incorporacio i I'alliberacio
de proteina. Per tant, la formacié dels cossos
d’inclusio és el resultat d’un equilibri dinamic
entre la precipitacio i la solubilitzacio, que esta
desplacat cap a I'agregacio quan les cel-lules
sobreprodueixen proteina recombinant, pero
que es pot invertir quan s'atura la seva
produccié (figura 1). De totes formes, la
proteina soluble apareguda representa una
petita fraccio de la proteina desapareguda
dels cossos d’inclusid, la qual cosa suggereix
gue la porcié més important de proteina
desagregada és degradada. Per tant, la
proteolisi també juga un paper primordial en
el tractament de la proteina agregada durant
la desintegracio dels cossos d’inclusio (figura
1). Aquests resultats ens porten a pensar que
els cossos d’inclusié no sén, Unicament, el
resultat de 'acumulacié de proteina que ha
escapat del sistema de qualitat cel-lular, sind
que son reservoris de proteina agregada amb
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potencial per a ésser processada per la cel-lula.
Les condicions d’estres generades per la
sobreproduccié de proteina recombinant
indueixen I'expressio dels gens de xoc termic
(Goff i Goldberg, 1985). Tot i que s’han
identificat moltes de les proteines que
intervenen en la resposta al xoc téermic,
encara es tenen escassos coneixements
sobre els seus mecanismes d’accio. Fins ara,
es creia que la resposta a l'estres incloia,
principalment, sistemes per evitar el mal
plegament i I'agregacio proteica, ajudant
els polipéptids recent sintetitzat a plegar-se
correctament i induint la proteolisi de les
formes aberrants (Gross, 1996; Bukau i
Horwich, 1998; Netzer i Hartl, 1998; Ellis i
Hartl, 1999; Diamant i col., 2000). Els resulats
gue hem obtingut sobre la biologia dels
cossos d'inclusid ens suggereixen que
I'agregacio proteica podria representar un
mecanisme integrat en la resposta cel-lular.

Proteolisi

-0

Proteina nativa

Sobreproduccio
proteina
recombinant

Fig. 1. Equilibri dinamic entre I'agregacid, la solubilitzacid i la
proteolisi, desplagat cap a I'agregaci, durant la sobreproduccié de
proteina recombinant. Els factors implicats en la solubilitzacié i la
proteolisi dels agregats encara es desconeixen.



DISCUSSIO

1.4. Desintegracio dels
cossos d’inclusido en el
citoplasma cellular

Com s’ha esmentat previament, els
cossos d’inclusié formats durant la
sobreproduccio de proteina recombinant
son desintegrats quan s’atura la produccio
proteica. Aquest fenomen s’ha observat en
cossos d’inclusié produits en diferents
soques, BL21 i MC4100, i formats per
diferents proteines, VP1LAC, LACVP1 TSPA.
(figura 1, treball 4).

En la soca BL21, al cap de 4 hores de
I'aturada de la sintesi proteica ja s’ha perdut
un 76 % de la proteina dels cossos de
VP1LAC, un 79 % dels de LACVPL1 i un 61 %
dels de TSP (figura 1,treball 4). Al cap de 24
hores, els cossos de TSP semblen haver-se
desintegrat totalment, pero no els de
VP1LAC i LACVP1, dels quals una fraccio
molt petita de proteina roman agregada (un
1 % en els de VP1LAC i un 25 % en els de
LACVP1) (figura 1, treball 4). Aquesta fracci6
recalcitrant, que també s’observa quan els
cossos han estat produits en la soca
MC4100, deu estar composta pels
polipéptids que han interaccionat més
fortament i que els mecanismes cel-lulars
han estat incapacos de disgregar. Per altra
banda, els analisis de susceptibilitat
proteolitica dels polipéptids dels cossos
d’inclusié de VP1LAC i LACVP1 duts a terme
in vitro mostren I'existencia d’un tipus de
proteina més resistent a proteolisi (taulal,
treball 5), que podria representar aquesta
fraccio de proteina que la cel-lula no pot
processar. També s’observa que els agents
caotropics, com urea (figura 4, treball 7), 0

detergents,com SDS (figura 3, treball 11), no
aconsegueixen una desnaturalitzacié total
dels cossos d’'inclusioé de VP1LAC i LACVP1,
la qual cosa demostra que hi ha una fraccio
agregada més resistent a la solubilitzacio.
Aix0 podria ser degut a que s’han creat
unions covalents entre alguns polipéptids
agregats, com per exemple ponts disofre. La
possibilitat de que es crein 0 no aguestes
interaccions més fortes deu dependre de la
naturalesa de la proteina agregada,
probablement les proteines VP1LAC i
LACVP1 tinguin més tendéncia a formar
aquest tipus d'interaccions, que la TSP . De

totes maneres, les interaccions que
predominanment formen els cossos
d’inclusié sén hidrofobiques i ponts

d’hidrogen, que son facilment dissoltes.

Proteolisi

Sobreproduccio
proteina
recombinant

Proteina nativa

Figura 2. Desintegracio dels cossos d'inclusié. Quan s'atura la
incorporacié de proteina recombinant, la proteina agregada
desapareix, una fraccié és proteolitzada i una altra replegada. Els
factors implicats en la dissociacié dels cossos d'inclusid i en la
degradacio i el replegament de la proteina agregada es
desconeixen.
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1.5. La formacié de cossos
d’inclusié podria representar un
mecanisme per a reduir la
toxicitat provocada pels
polipéptids mal plegats

La sobreproduccié d'una proteina
recombinant suposa un gast energetic molt
elevat per lacéllulaiper aixo els sistemes de
plegament i de proteolisi no poden abordar
tota la proteina produida i es saturen
rapidament (Rinas, 1996). En aquestes
condicions, els polipéptids que no poden
ser ni plegats ni proteolitzats, poden
presentar toxicitat en el citoplasma cel-lular
ja que presenten regions hidrofobiques
exposades que atrauen altres polipeptids
cap a l'agregaci6. Aixi doncs podria ser
millor acumular-los en un Unic agregat de
proteina recombinant, perqué interferis el
minim en les altres funcions cel-lulars, com
passa en alguns casos d’agregats eucariotes
(Kopito, 2000; Muchowski i col., 2002). Per
tant, 'aglutinacio de la proteina agregada en
un unic nucli d’acumulacié podria reduir la
toxicitat que ocasionen els polipéptids mal
plegats i agregats, dispersos al citoplasma. Per
altra banda, el fet que els cossos d'inclusio es
desintegrin tan eficientment un cop s'atura la
incorporacio de proteina agregada, indica que
hi ha un mecanisme cel-lular dirigit a eliminar
els agregats citoplasmatics. Aquestes
observacions ens suggereixen que
I'acumulacio de la proteina recombinant en
els cossos d'inclusié podria representar un
magatzem de proteina possiblement toxica
per la cellula, que agrega per ésser eliminada
posteriorment pels mecanismes cel-lulars i,en
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menor mesura, replegada.

2. ESTRUCTURA | ORGANITZACIO
INTERNA DELS COSSOS
D’INCLUSIO

L'organitzacié interna dels cossos
d’inclusio ha estat molt escassament
estudiada. Els pocs treballs realitzats han
determinat el tipus d’estructura secundaria
gue presenten els polipeptids que formen els
cossos d’inclusio, pero no la naturalesa de les
interaccions que els uneixen ni la seva
ordenacio dins els agregats. Entre aquests,
s’han trobat cossos d’inclusio formats per
proteina amb una estructura secundaria molt
propera a la nativa, els de IL- i cel-lulasa
(Oberg i col., 1994) i d’altres en els que
augmenta considerablement el contingut en
fulles beta, com els de p-lactamasa
(Pryzbyecienicol., 1994).

Analitzant la susceptibilitat de la proteina
recombinant agregada en els c0ssos
d’inclusi6 de VP1LAC i LACVPL1 a la proteolisi
in vitro per tripsina, i fent un modelatge de la
seva digestié proteolitica, vam obtenir
informacié sobre [I'organitzacié interna
d’aquestes particules.

2.1. Els cossos d’inclusié de
VP1LAC i LACVP1 sén
proteolitzats rapidament amb
tripsina

Malgrat que anys enrera es creia que els
cossos d’inclusio eren resistents a proteases
(Hellebust, 1989), hi havia dades que
mostraven que agregats proteics laxes
(Corchero i col., 1997) i cossos d’inclusi6
(Weickert i col., 1996) presentaven una vida
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mitja meés curta que la proteina soluble. En
aquest treball hem determinat que cossos
d’inclusié de VP1LAC i LACVP1 es digereixen
completament amb la tripsina en pocs
minuts (figura 2,treball 5). Tant en els cossos de
LACVP1 com en els de VP1LAC, la resisténcia a
proteases augmenta durant el procés de
creixement. En els cossos de VP1LAC la vida
mitja augmenta de 1,35 a 14 minuts, des de la
primera hora de la seva formacio fins a les 24
hores i en els de LACVP1 passa de 0,35 a 21
minuts, en el mateix interval de temps.
Aquests canvis indiquen que es produeixen
transicions estructurals durant I'acumulacié
de proteina que afecten a la susceptibilitat
proteolitica global dels agregats.

2.2. La proteina dels cossos
d’inclusid presenta una gran
heterogeneitat
conformacional

Els resultats obtinguts amb el modelatge
del procés de digestio dels cossos d'inclusio
de VP1LAC i LACVP1 mostren que aquests
presenten una estructura heterogenia. Si els
cossos d’inclusio fossin agregats compactes
de dificil accessibilitat per les proteases, es
degradarien per una erosio superficial degut a
una menor accessibilitat interna, i
augmentaria la taxa de degradacio durant el
procés digestié degut al progressiu increment
de la relacio superficie/volum (figura 3B). Si els
agregats fossin més laxes i tota la proteina
agregada fos igualment accessible a la
tripsina, la taxa de degradacié no variaria
(figura 3A). Pero s'observa una taxa de
degradacié decreixent, que en condicions no
limitants de tripsina només es pot explicar
considerant que els cossos d’inclusio estan

compostos  per diferents  espécies
polipeptidiques coexistents, amb diferent
susceptibilitat a la tripsina (figura 3C; figura 3,

» .

[ g
A B C

Figura 3.L'analisi cinetic de la digestio dels cossos d'inclusid in vitro
indica que tenen una resisténcia proteolitica heterogénia
(representada amb la intensitat de grisos). Es mostren altres
possibilitats, com una sensibilitat homogeénia (A) o una sensibilitat
restringida a la superficie, com es podria esperar (B), que no son
compatibles amb les dades experimentals. Per tant, els cossos
d'inclusié deuen estar formats per varis nuclis de proteina amb
diferent sensibilitat a proteases (C).

treball 5). Com que la sensibilitat a proteases
depeén de la conformacio proteica, les diferents
especies proteiques deuen correspondre a
diferents estats conformacionals de la proteina
recombinant.

El patré de digestio dels cossos d’'inclusio
estudiats, es pot explicar per un model
d’agregat compost per 3 espécies
polipeptidiques diferents; una molt sensible a
la tripsina, que és degradada en questi6 de
pocs minuts (entre 11 6,5), una altra una mica
mes resistent (entre 4 i 19 minuts) i una altra
amb una vida mitja molt més llarga (entre 26 i
103 minuts). Al llarg del creixement no varien
gaire les proporcions de les diferents espécies
polipeptidiques, pero la seva resisténcia a
proteases augmenta en quasi tots els casos
(taula 1, treball 5),i per aixo la vida mitja dels
cossos d'inclusié augmenta.

El seguiment per microscopia electronica
de la digesti6 per tripsina dels cossos
d’inclusi6 de VP1LAC i LACVP1 mostra
I'aparici6 de subparticules amb una
distribuci6 aleatoria, que van desapareixent
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progressivament després de periodes
d’incubacié més llargs (figura 4, treball 5).
Aguestes observacions sén coherents amb
una composicio proteica heterogenia, ja que
revelen que una fracci6 de proteina és
rapidament proteolitzada, deixant petits
granuls proteics mes resistents que tenen una
vida mitja més llarga. Les subparticules que

degradacio sequencial, en el que la proteina
passa per 3 (per LACVP1) o 4 (per VP1LAC)
fragments de digesti6 estables, abans de la
completa degradacié (figura 3 , treball 6). Els
fragments de degradacié que es generen
durant aquest procés son més estables que els
gue apareixen durant la protedlisi de la proteina
soluble, i es mantenen en la fraccié agregada

(figura 1, treball 6), la

- qual cosa ens permet
observar el seguiment
| del procés de tall
‘ sequencial. El fet de no
trobar proteina soluble
detectable (figura 2,
treball 6) ens suggereix

gue la proteolisi es

Figura 4. Model de la formacid dels cossos d'inclusié per I'aglutinacid de preagregats. Es desconeix si hi

ha algun factor involucrat en la unid dels petits agregats.

apareixen semblen tenir una organitzacio
interna independent de les altres, que podrien
correspondre amb els preagregats que
interaccionen per a formar un gran cos
d’inclusio.
2.3. La proteina dels cossos
d’inclusidé és proteolitzada in
vitro a través d’'un procés en
cascada

L'analisi detallat del procés de digestio in
vitro de la proteina inclosa en els agregats de
VP1LAC i LACVP1 mostra una elevada
sensibilitat a la tripsina i un procés de digestio
similar al de la proteina soluble, la qual cosa ens
indica que les dianes de proteases dels
polipéptids agregats estan exposades i
conservades conformacionalment. La proteina
dels cossos d’inclusié segueix un procés de
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dona sobre la proteina
agregada. La cascada
proteolitica requereix
una serie de
modificacions conformacionals que es
produeixen a través dels talls restringits de la
proteina i activen els llocs d’escissio de la
proteasa, determinant la susceptibilitat dels
nous fragments de degradacié a ser
proteolitzats. El fet que aquests episodis
conformacionals es donin sobre la proteina
agregada en els cossos d'inclusié resulta
interessant, ja que indiquen la presencia de
proteina estructurada i susceptibe a canvis
conformacionals (en els seu patré6 de
plegament) (Hubbard i col., 1994; Tokatlidis i
col.,,1991).

2.4. Dinamisme
conformacional dels
polipeptids que formen els
cossos d’inclusio
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L'analisi estructural dels polipéeptids que
formen els cossos d'inclusié mostren que es
troben en estat de molten globue.
L'estructura secundaria detectada en els
cossos d’inclusio, per dicroisme circular,
incrementa al llarg del seu creixement (figura
2, treball 7),aquesta podria correspondre a la
proteina que esta en un estat transitori entre
l'agregacio i la solubilitzacio. Aquests resultats
semblen indicar que durant el creixement dels
c0ssos, hi ha una tendéncia cap a incrementar o
estabilitzar la forma plegada d'aquesta
proteina, aixo podria estar relacionat amb la
solubilitzacié dels agregats, que augmenta
guan els cultius envelleixen i disminueix la
incorporacio de proteina agregada als cossos
d’inclusio (figures 21 3 i taula 1, treball 2).
Tanmateix, els espectres de triptofan,de DC i la
unié al’ANS (figures 2,35, treball 7) dels cossos
d’inclusié més vells, de 24 hores, indiquen que
sén agregats més compactes, probablement
resultants d’un procés dinamic d’agregacio i
solubilitzacid, en el que resta la proteina
agregada que no ha pogut ésser solubilitzada.

3. BIOLOGIA DELS COSSOS
D’'INCLUSIO EN LA RESPOSTA
D’ESTRES CEL.LULAR

La produccid massiva d’'una proteina
heterdloga en el citoplasma d’Escherichia coli
causa una situacié d’estres cel-lular, que
desencadena 'activacio dels mecanismes de
defensa cel-lulars (Rinas, 1996; Dong i col., 1995;
Kanemori i col., 1994; Parsell i Sauer, 1989;
Hoffman i Rinas, 2000). Els mecanismes de
resposta a I'estres conformacional els porten a
terme una xarxa de proteines, xaperones i
proteases, encarregades d’assistir el
plegament proteic, evitar I'agregacio i eliminar

les proteines mal plegades per proteolisi (Ellis i
Hartl, 1999; Hartl, 2002). Una de les
consequeéncies meés problematiques dels
processos de sobreproducci6 de proteina és la
formacié dels cossos d'inclusié. Fins fa poc, els
cossos eren considerats com agregats
aberrants de polipeptids mal plegats, que
havien escapat de la proteolisi i el sistema de
xaperones no havia pogut assistir degut a la
seva saturacié (Marston, 1986; Rudolph i Lilie,
1996; Thomas i Baneyx, 1996). De totes formes,
I'estudi més detallat de la biologia dels cossos
d’inclusié que hem portat a terme els ultims
anys, ens suggereix que la formacio dels cossos
d’'inclusié és un procés inclos dins dels
mecanismes de resposta a I'estrés. Xaperones,
foldases, proteases i diferents proteines de xoc
térmic, es fan carrec d'aquesta resposta
cel-lular i juguen un paper important tanten la
seva formacio, com en el replegament de la
proteina dels cossos.

Per a estudiar la influéncia de diferents
proteines de xoc térmic en la biologia dels
cossos d’inclusié, s’han utilitzat soques
deficients en les xaperones DnakK, GroEL,
GrokES, Ibp, ClpA, ClpB, DnaKClpB (Thomas i
Baneyx, 1998; Mogk, 1999) per a la produccio
de cossos d'inclusio i la seva solubilitzacio. En
totes les soques mutants estudiades s'observa
la preséncia de cossos d’inclusié (figura 1,
treball 9), la qual cosa indica que cap d’elles és
imprescindible per a la seva formacié. De totes
formes, sembla que quasi totes intervenen en
el procés, essent la DnakK i la GroEL les que
tenen un paper més rellevant.

3.1. La DnaK és la xaperona
més important en prevenir la
formacio de cossos d’inclusio
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Els cossos d'inclusié sén més grans en les
soques deficients en DnaK que en la soca
salvatge (figures 4 i 5, treball 9), el que indica
que aquesta xaperona té una funcié important
en la prevencio de I'agregacié i formacio dels
cossos d’inclusié. La proteina DnaK podria
facilitar el plegament de les proteines
novament sintetitzades (Hartl i Hayer-Hartl,
2002), intervenir en la desagregacié o
desintegracio dels cossos d’inclusié formats
(Goloubinoff i col., 1999; Ben-Zvi i Goloubinoff,
2001; Zolkiewski, 1999), 0 en la proteolisi dels
polipéptids mal plegats.

Tot i que en aquest mutant la desintegracio
dels agregats en abséncia de sintesi proteica,
disminueix un 30 % respecte la soca salvatge
(taula 2, treball 9), el major volum dels cossos
d’inclusié no depén d’aquest procés, ja que
s'observen valors comparables en la soca
deficient en GroEL, mentre que en aquest cas,
els cossos d'inclusio son significativament més
petits (figura 4 ,treball 9).

Els nivells de DnakK regulen la produccié
d’algunes proteases a través del factor 032
esta involucrada en el processament
proteolitic general d’E. coli (Yura, 1999; Bukau,
1993).En els resultats d’aquest treball, el fet de
no detectar el fragment de degradacio estable
(B-galactosidasa like) de la proteina
recombinant VP1LAC en cap de les dues
soques DnaK™ provades (DnaK™ i DnaK™CIpB"),
suggereix que hi ha una menor activitat
proteolitica (Figura 2, treball 9). Aixi doncs, si la
seva abséncia provoca una menor proteolisi,
laugment de l'agregacié podria estar
associada, en part, a la reduccio de la proteolisi
dels polipéptids mal plegats, que
consequientment sén conduits cap a
I'agregacio. Per altra banda, un menor
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processat proteolitic dels cossos d’inclusio
podria contribuir també al major tamany dels
€0ss0s en aguesta soca. Aixi doncs,sembla que
la prevencié de I'agregacio per part de la
xaperona DnaK es basa en assistir el plegament
de les cadenes d’aminoacids naixents i
promoure la degradaci6 dels polipéptids
mal plegats.
3.2. El sistema DnaK/ClpB
sembla que no excerceix la
seva funcidé desagregadora
amb els cossos d’inclusio

El complex DnaK/ClpB funciona
cooperativament per a desfer agregats
citoplasmatics produits per estrés térmic
(Goloubinoff i col., 1999; Ben-Zvi i Goloubinoff,
2001; Enfors, 1992; Zolkiewski, 1999). No
obstant la desagregaci6 dels cossos d'inclusio
en el mutant deficient en ClpB/DnaK no varia
significativament respecte els altres mutants
(taula 2, treball 9). Aixi doncs, sembla que
I'activitat desagregadora del complex bi-
xaperona no és critica pel processament dels
cossos d’inclusié. Possiblement, els cossos
d’inclusi6 s6bn massa grans per a ser
desagregats per aquest sistema, ja que la seva
efectivitat és depenent de la mida dels
agregats (Diamant i col., 2000). Tanmateix,
també seria raonable que els mecanismes
encarregats de processar els cossos d'inclusio
fossin diferents dels que actuen sobre els
agregats de proteines citosoliques.

Sorprenentment, els cossos d’inclusié que
es formen en la soca DnaK™ClpB~ s6n més
petits que els que es formen en les soques
salvatge, DnaK™ i ClpB™. Aquest resultat no
s'esperaria si les dues xaperones exercissin la
funcié de desagregar proteines dels cossos
d’inclusié i no és compatible amb el procés
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cooperatiu i sequencial descrit pel sistema
ClpB/DnaK per altres tipus d’agregats (veure
apartat 1.4.4. de la introduccid) (Ben-Zvi i
Goloubinoff, 2001), ja que si fos aixi I'abséncia
de les dues xaperones individualment tindria
un efecte similar. Aixi doncs, sembla que
aquest sistema no esta involucrat en el
tractament dels cossos d’inclusio.

3.3. La xaperonina GroEL
afavoreix la formacié de
cossos d’'inclusio

Els agregats que es formen en les soques
deficients en GroEL presenten un aspecte
diferencial de la resta, ja que son petits i n’hi
ha varis per cél-lula (5,1 de mitja)(figura 5,
treball 9). Sorprenentment, hi ha més
proteina recombinant soluble, aixi que la
manca de la xaperonina afavoreix la
produccié de proteina nativa i redueix
I'agregacié (figura 3, treball 9). Per altra
banda, la desagregacié dels cossos d’inclusié
disminueix un 30 % en abséncia de la
xaperona GroEL (taula 2, treball 9), la qual
cosa suggereix que aquesta també esta
implicada en el pocessament dels agregats.
La xaperonina podria actuar d’intermediaria
en els processos d’'incorporaciéo i
d’alliberament de proteina en els cossos
d’inclusio.

L'aparicio de cossos d'inclusio més petits
en la soca GroEL- que en la salvatge s’ha
observat en proteines de masses moleculars
tan diferents com la (3-galactosidasa d’E.coli,
de 114 kDa per monomer, i la proteinaVP1 de
la capside del virus de la febre aftosa, de 23
kDa. El fet que I'abséncia de GroEL limiti la
formacié de cossos d’inclusié de les dues
proteines indica que la seva intervencio és
independent del tamany de la proteina, i per

tant de lainternalitzacio a la cavitat interna de
GroEL.

Recentment, s’ha vist que la xaperonina
GroEL pot actuar com a inductor de
I'agregacio6 de la proteina prionica PrpC in
vitro, provocant la formacié d’'agregats
d’estructura fulla beta, resistents a proteolisi
(Stockel, 2001). Es creu que aquesta nova
activitat “anti-xaperona” de la GroEL és
especifica de la Prp i s'associa a I'estructura
anomala de la proteina Prp, que presenta una
cua amino terminal desestructurada, que és
reconeguda per la xaperonina amb elevada
afinitat. EIl mecanisme descrit a través del
gual la xaperonina GroEL indueix I'agregacio
de Prp, implica que la proteina s'internalitzi
dins la cavitat de la GroEL, on es produeix un
canvi d’estructura cap a fulla beta, creant els
precursors dels agregats (Stockel, 2001).
Aquesta troballa ens indica que la
xaperonina pot actuar com a promotor de
I'agregacid, en determinades ocasions.

Totique els resultats que hem obtingut en
E.coli suggereixen que la GroEL intervé
positivament en la formacié dels cossos
d’inclusio, aquest ha de ser per un
mecanisme diferent al descrit per la Prp, ja
gue la proteina estudiada és massa gran per
aser internalitzada en la cavitat de GroEL i els
cossos d’inclusié analitzats no estan
Unicament compostos per estructura en fulla
beta. De totes maneres, es coneix que GroEL
es copurifica amb VP1LAC (Boelsicol.,1999) i
s’ha descrit que aquesta pot induir
I'agregaci6 de la B-galactosidasa in vitro, en
presencia d’ATP (Ayling i Baneyx 1996).

3.3.1 Possibles mecanismes
del paper de GroEL en la
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construccio dels
d’inclusio

Els resultats obtinguts ens mostren que la
xaperonina GroEL intervé positivament en la
formacio dels cossos d’inclusio, pero el seu
mecanisme d’accio es desconeix. El fet de
que la seva accio sigui independent de la
massa de la proteina, obre la possibilitat de
que la influéncia de GroEL sobre la formacio
dels cossos d’inclusié sigui indirecte.

El fet que les cel-lules GroEL™ filamentin
(Figura 4, treball 9) indica que I'abséncia de
GroEL repercuteix en algun aspecte de la
divisié cellular, perjudicant el procés de
septacio. Aquesta peculiaritat és interessant
ja que els processos de formacié d’agregats
descrits en cel-lules eucariotes utilitzen els
(també
responsables de la divisio cel-lular) per a
conduir els petits agregats cap al'agresoma o
cos d'inclusio unic (Kopito, 2000; Muchowski
icol.,2002). Aixi doncs, la filamentacié cel lular
de les soques GroEL™ podria insinuar una
associacio entre la deficiencia en els sistema

COSSO0sS

sistemes de microtubuls

de microtubuls bacterians i la menor
agregacio. Els petits agregats que s'observen
dispersos pel citoplasma de les cellules
GroEL" podrien correspondre als preagregats
a partir dels quals es formen els grans i
refringents cossos d’inclusi@. De la mateixa
manera que succeeix en les cellules
eucariotes, el transport dels preagregats cap
a un nucli unic d’agregacié pot necessitar
ésser motoritzat a través del sistema de
microtubuls bacterians.

Aquests resultats ens porten a especular
que l'aglutinacio dels preagregats per a
formar un cos d’inclusié podria ser un procés
en el que hi contribuis un factor cel-lular

140

associat a la xaperonina GroEL, que també
intervingués en el mecanisme de divisio
cel-lular. Un candidat podria ésser la proteina
FtsZ,ja que és el component del citoesquelet
clau pel funcionament de la maquinaria de
divisio cel-lular bacteriana (Bramhill, 1997,
Lutkenhaus i Addinall, 1997).

El sistema de microtubuls bacteria, FtsZ i
FtsA, és homoleg a l'actina i la tubulina
d’eucariotes, totes aquestes proteines tenen
un patré de plegament idéntic i es creu que
tenen un origen evoltiu comu (Rombergicol.,,
2001). Curiosament, la maduracio i la
polimeritzacié de l'actina i la tubulina és
depenent d’una xaperonina,anomenada CTT
(Dobrzynsky i col., 2000; Llorca i col., 2001),
gue és molt similar a la GroEL tant en
estructura com en el mecanisme funcional
(Dobrzynsky i col., 1996; Marco i col., 1994;
Melki i col., 1997; Tian i col., 1995; Yaffe i col.,
1992). Aquest fet podria suggerir que la
GroEL fos necessaria per a la polimeritzacio
de FtsZ, que podria intervenir en la formacio
dels cossos d’inclusio.

Elfet que les soques DnaK™, en les que hiha
molta agregacio, també filamentin, sembla
contradictori amb aquesta hipotesi. De totes
maneres, es coneix que la DnaK intervé en el
procés de septacio ajudant la formacio de
I'anell Z (Uehara i col., 2001). Aquest anell es
formaa través de I'ensemblatge dels polimers
de FtsZ, es localitza en el centre de la cellulai
forma el septe que dividira la cellula
(Erickson,1997). Aixi doncs, tot i que I'abséncia
de DnaK provoqui filamentacio, sembla que
no influeix sobre el procés de polimeritzacio
de FtsZ, que es requeriria per a dirigir
I'agregacio. Per altra banda, s’ha observat que
mutants DnaK™ produeixen més quantitat de
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GroEL (McCarty i Walker, 1994), la qual cosa
també pot influir en 'augment de I'agregacio
gue s'observa en les soques DnaK" (Figura 1,
treball 9).

3.4. Les IbpAB coagreguen
amb els cossos d’inclusio

Malgrat que s’ha trobat que les
xaperones petites IbpA i IbpB formen part
de diferents tipus de cossos d’inclusié
(Allenii col., 1992), es desconeix si aquestes
sols hi queden atrapades o si també tenen
una funcio en I'agregacié i la desagregacio
dels cossos d’inclusio. Es creu que aquestes
proteines podrien representar els primers
components cel-lulars que s’'uneixen als
polipéptids mal plegats, funcionant com a
controladors de I'agregaci6 (Veinger, 1998)
i facilitant una agregacid reversible
(Laskowska i col., 1996; Thomas i Baneyx,
1998).

S’ha detectat la preséncia de les IbpA i
IbpB en els cossos d’inclusié de VP1LAC
produits en la soca MC4100 i els seus derivats
deficients en les proteases de la familia Clp
(CIpA, ClpB i ClpP). La proporcio de IbpAB
respecte la proteina recombinant VP1LAC en
els cossos d'inclusié produits en la soca
salvatge i en els mutants es manté constant
(0,4), excepte en la soca CIpA™ (0,7).En aquest
mutant també augmenta la proporcié de
DnaK i GroEL (Figures 2, 3 i 4, treball 8).

La manca de les IbpAB no afecta en la
formacié dels cossos d’inclusié (Figura 1,
treball 9) i presenta una influencia
comparable amb les altres soques en la
desagregacié dels cossos d’inclusid. La
coagregacié d’aquestes xaperones petites
podria tenir algun paper en la biologia dels

cossos d’inclusid, que encara es desconeix.
No obstant, la presencia d’IbpAB en els
c0ss0s no és imprescindible ni per la seva
formacid, ni per la seva desagregacié, com
s’havia proposat (Shearston i Baneyx,1999).

El fet que la manca de les diferents
xaperones influeixi d'una  manera
guantitativament tan similar en el procés de
desagregacio i replegament dels cossos
d’inclusié suggereix que aquest fenomen és
el resultat d’'un procés en el que cooperen les
diferents xaperones i en el que exerceixen
activitats complementaries.

3.5. CIpA i ClpB no intervenen
individualment en el procés de
formacio dels COSSO0S
d’inclusio

Tot i que la formacio dels cossos d’inclusio
esta molt lligada a la protedlisi, sembla que
les dues proteases estudiades, CIpA i CIpB no
intervenen de forma destacada en aquest
proceés, ja que els cossos d’inclusié que es
formen en els respectius mutants deficients
no presenten masses diferéncies respecte els
gue es formen a la salvatge (figura 1 taula 2,
treball 9). Una particularitat detectada en els
cossos d’inclusié produits en la soca CIpA” és
gue presenten una quantitat més elevada de
les xaperones IbpAB, DnaK i GroEL
coagregades, respecte els altres cossos
(figura 3 i 4, treball 8). Aix0 ens suggereix que
la seva abséncia provoca una major
interaccid de la proteina recombinant,
VP1LAC, amb les xaperones IbpAB, Dnak,
GroEL,que queden atrapades en els agregats.
Es desconeix de quina forma pot influir
I'abséencia de ClpA en aquest fenomen, pero
ens indica que I'abséncia d’aquesta xaperona
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provoca una major demanda de les altres, el
que vol dir que com a minim, algun dels
components del sistema actua de forma
coordinada. El fet que els cossos d’inclusio
produits en la soca CIpA™ es dissociin un 20 %
menys que els de la soca salvatge (Taula 2,
treball 9), indica que la CIpA™ participa en
aquest procés i que aquests agregats
presenten meés dificultat per a ésser
desagregats.
4. GENERALITATS DELS COSSOS
D’INCLUSIO BACTERIANS |
EUCARIOTES — FORMACIO
BIOLOGICA D’AGREGATS PROTEICS
L'agregacio proteica és una area d’estudi
que esta en intensa exploracié i darrerament
s'esta comencant a entendre amb més
profunditat la seva biologia i el seu paper en el
context cel-lular. Estudis recents d’agregats
proteics que es formen en cél-lules eucariotes,
suggereixen que aquests representen un
mecanisme de defensa cel-lular. El grup de
Kopito i col. descriuen que els agresomes es
produeixen per evitar que els agregats
proteics dispersos pel citoplasma, provoquin
toxicitat al presentar regions hidrofobiques
exposades, que poden atraure altres proteines
citosoliques cap a I'agregacié (Kopito, 2000).
Per altra banda, la formacié dels cossos
d’inclusi6 de la proteina de huntingtin Exo6 1
(HtEx1) que es produeixen en cel-lules de
mamifer, sembla que és un mecanisme per
segrestar les espécies de proteina soluble
HtEx1l que sOn toxiques per la céllula
(Muchowski i col., 2002). Els dos mecanismes
estan associats al transport actiu dels
polipéptids a través dels microttbuls (Kopito,
2000; Muchowski i col., 2002). Un altre
exemple, és el cas dels agregats que apareixen
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en algunes enfermetats, com les ataxies, que
s’ha vist que no sén la causa de la patogenesi,
com s’havia cregut, sind una consequéncia de
la progressi6 de [I'enfermetat (veure
introduccid, apartat 1.3.1.) (Klement, 1998)
(Sisodia, 1998).

Actualment, l'agregaciéo proteica en
bacteris en forma de cossos d’inclusio s'entén
d’una manera molt diferent de com s’havia
descrit originalment. Anys enrera es creia que
els cossos d’inclusid eren agregats inertes i
irreversibles, de proteina mal plegada,
inactiva, i resistent a la proteolisi (Marston,
1986). Com préviament s’ha esmentat,
estudis més recents ja havien trobat varies
evidencies que no encaixaven amb aquesta
idea original, com la presencia d’activitat
enzimatica en els cossos d'inclusio (Tokatlidis
i col.,1991; Worrall i Goss, 1989), I'alt voidatge
accessible al solvent, que suggereix la
capacitat dels agregats d’interaccionar amb
molécules del solvent (Taylor i col., 1986) i
I'elevat contingut d’estructura secundaria de
la proteina dels cossos (Obergicol., 1994).Les
troballes presentades en aquest treball han
contribuit en tenir un millor coneixement de
la biologia dels cossos d’inclusio, que ens
porten a questionar-nos si representen
mecanismes equivalents als agregats que es
formen en cel-lules eucariotes.

Els indicis que tenim de que els cossos
d’inclusio bacterians es construeixen per la
unio de petits preagregats, ens fan sospitar
gue el seu mecanisme de formacié podria
presentar semblances amb el d’eucariotes.
Kopito i col. van observar, I'any 2000, que els
agresomes es formen a través de I'aglutinacio
de petits preagregats que son transportats de
forma activa, a través de microttbuls, cap a un
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Figura 4.Resum esquematic de les vies que poden seguir els polipéptids que formen els cossos d'inclusid en el citoplasma d’Escherichia coli. Les

fletxes puntejades indiquen les vies que no han estat estudiades.

mateix indret cel-lular per interaccionar amb
els altres i formar un Gnic reservori de proteina
agregada (Kopito, 2000). Tanmateix, fins ara no
s’haidentificat cap factor bacteria que dirigeixi
els preagregats cap a la formacio d’'un cos
d’inclusio, pero els resultats obtinguts no
descarten aquesta possibilitat.

Per altra banda, els diferents resultats
d’aquest treball indiquen que la formacié
dels cossos d'inclusié és un fenomen integrat
dins dels mecanismes de resposta a l'estres,
gue podria estar involucrat en la reduccié dels
efectes toxics de la proteina heterologa, com
també s’ha proposat per alguns agregats que
es formen en eucariotes (Muchowski i col.,
2002). Si consideréssim que els c0ss0S
d’inclusié es formen per eliminar la toxicitat de
proteines aberrants, podria ser que proteines
recombinants plegades que son toxiques per
la cél-lula, també fossin acumulades en els
cossos d’'inclusié. Aixo explicaria la presencia
d’estructura secundaria quasi-nativa (Oberg i
col., 1994) i l'activitat de la proteina associada
als cossos (Worrall i Goss, 1989). La produccio
d'una proteina heterdloga pot provocar
toxicitat a la cel-lula per varies raons: la carrega

metabolica que suposa (Glick, 1995), I'activitat
enzimatica i/o les propietats fisiques de la
proteina poden interferir en el funcionament
de la cellula hoste (Sano i Cantor, 1990),
I'activacié dels sistema SOS (Aris i col., 1998 ;
Lukacsovich i Ventianer, 1991), en el cas de
proteines secretores pel colapse dels llocs de
translocacio i transport que perjudica la
correcta localitzacié de proteines cel-lulars
essencials (Skare i col., 1989) i com ja hem
esmetat, el plegament incorrecte de la
proteina heterdloga també ocasiona efectes
toxics.

5. NOVES ESTRATEGIES PER
MILLORAR EL RENDIMENT DELS
PROCESSOS DE PRODUCCIO DE
PROTEINES RECOMBINANTS QUE
FORMEN COSSOS D’INCLUSIO
Un dels objectius principals d’aquest
treball era tenir un millor coneixement del
procés de formacié dels cossos d’inclusio per
minimitzar la seva formacio i aixi millorar el
rendiment del procés de produccid, o bé
desenvolupar un metode per a recuperar
proteina activa dels cossos d'inclusio.
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Malgrat que els coneixements adquirits
durant aquest treball no ens han ofert la
solucié definitiva a la problematica que
suposa la formacio dels cossos d’'inclusio en
molts dels processos biotecnologics, ens
poden ajudar a dissenyar noves estratégies
per a millorar-ne el rendiment. Quan la
proteina recombinant d’interés forma cossos
d’inclusié es poden seguir dues estratégies;
optimitzar el procés de produccio per a evitar
que es formin o bé purificar-los i intentar
recuperar la proteina en la seva forma soluble
mitjancant processos de replegament.

5.1. Com es pot minimitzar la
formacio dels COSSOS
d’inclusia?

Fins ara, s’ha vist que quan una proteina
forma cossos d’inclusio, és molt dificil evitar-
ho optimitzant el sistema de produccio o les
condicions de cultiu. Hi ha maneres de
minimitzar la seva formacié, modificant les
condicions d’expressio genica (Schein, 1991;
Weicker, 1996), evitant I'Gs d’elevades
temperatures i [l'acidificacio del medi
(Chalmers, 1990; Strandberg i Enfors, 1991) i
manipulant els components del medi
(Bowden i Georgiou, 1990; Moore i col., 1993).
Una altra estratégia que ha aconseguit
millorar la solubilitat de la proteina
recombinant ha estat co-produir-la
simultaniament amb diferents xaperones
(Caspersicol., 1994; Nishihara i col. 1998, 2000;
Thomas i Baneyx, 1996), pero els resultats son
molt variables en funcié de la proteina
recombinant (Nishihara i col., 2000). També es
pot modificar la proteina recombinant,
mitjangcant mutacions o fusionant-li algun
péptid, per augmentar la solubilitat (Rinas,
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1992; Mitraki i King, 1992; Chrunyk, 1993;
LaVallie, 1992; Wetzel, 1994; Forrer i Jaussi,
1998). Tanmateix, cap d’aquests metodes
ofereix una estratégia universal per la
prevencio dels cossos d'inclusid, ja que depén
de cada proteina particular. Gracies als nous
coneixements sobre la formacié dels cossos
d’inclusid, es pot dissenyar un nou organisme
productor, deficient en els factors que
afavoreixen la formacio dels cossos d'inclusio,
i aixi evitar-ne la seva produccio. D’altra banda,
també es podria millorar el sistema de
plegament, per tal de que la proteina que no
pugui ésser agregada, aconsegueixi adquirir la
seva estructura nativa. D’aquesta manera es
podria millorar bastant el rendiment del
proceés.

Una de les troballes més interessants des
del punt de vista aplicat, ha estat veure que
I'abséncia de la xaperona GroEL afavoreix la
solubilitat de la proteina recombinant i
redueix la formaci6 dels cossos d’inclusio. Per
altra banda, s’ha vist que la xaperona DnaK
participa en el plegament proteic i evita
I'agregacio. Estudis anteriors mostren que la
sobreproduccié del sistema de xaperones
DnaK/DnaKJ/GrpE millora la produccio de la
proteinarecombinant en la seva formasoluble
a totes les temperatures (Thomas i Baneyx,
1996). Aixi doncs, creiem que combinar el
genotip GroEL™ amb la sobreproduccié del
sistema DnaK/Dnal/GrpE, seria una bona
estrategia per a millorar la produccié de
proteina recombinant.

5.2. Nous metodes per a
recuperar proteina dels cossos
d’inclusio

Com que moltes de les proteines que es
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volen produir formen cossos d’inclusio, i
aquests representen una font rica de proteina
recombinant, practicament pura, hi ha un gran
interes en poder recuperar-ne la seva forma
activa mitjancant processos de replegamentin
vitro. La recuperacio de proteines bioactives
dels cossos d’inclusio és un procés complex,
pel qual es poden usar diversos procediments
descrits (veure introduccio, apartat 3.3.1).
Normalment el rendiment varia entre un 10 i
un 50 % (Arora i Khanna, 1996; Jin i col., 1994;
Batas i col., 1999; Ejima i col., 1999; Babu i col.,
2000; Patraicol.,2000) de la proteina inicial dels
cossos d’inclusié, perd en alguns casos s’han
aconseguit rendiments més alts, arribant fins a
un 85 % (Vandebroeck i col., 1993; Hellman i
col., 1995; Cardamone i col., 1995; Khan i col.,
1998; Sunitha i col., 2000; Rehm i col., 2001). De
totes maneres, I'éxit del procediment escollit
varia molt depenent de la proteina i per aixo el
procés d’'optimitzacié resulta lent i costés. La
clau per a dissenyar un procés de
renaturalitzacié comercialment viable es basa
en minimitzar el nombre de passos del procés,
les quantitats i els costos dels agents quimics
gue es necessitin, i aconseguir un bon
rendiment de proteina funcional.

5.3. Procés de recuperacio de
proteina activa dels cossos
d’inclusid utilitzant extractes
cel-lulars

El descobriment de la reversibilitat de
I'agregacio i I'observacio que una part de la
proteina dels cossos d'inclusio és replegada in
vivo ens va obrir noves portes pel
desenvolupament d’'un nou procediment, que
mimetitzés in vitro el procés natural que es
dona a la cel-lula. Tot i que la quantitat de

proteina replegada in vivo no és molt elevada,
aquest fenomen es pot explotar i mirar
d’accentuar-lo, manipulant les condicions in
vitro.

Com que els components especifics que
s'encarreguen d’assistir el replegament de la
proteina agregada en cossos d'inclusié encara
no han estat identificats, es va provar d'utilitzar
extractes cel-lulars, sotmesos a un xoc termic,
sonicats i concentrats, per la solubilitzacié dels
cossos d’inclusio. Quan es mesclen aquests
extractes cel-lulars amb cossos d’inclusio
purificats, una part de la proteina agregada es
renaturalitza. Aquests resultats ens van portar a
desenvolupar un nou protocol per a la
renaturalitzacio dels cossos d’inclusié in vitro,
que es descriu en I'esquema 1 del treball 10.
L'eficiencia del procés descrit es va demostrar
amb dos tipus de cossos d'inclusié diferents de
les proteines VP1LAC i TSP. En els dos casos,
s'observa que després de dues hores
d’'incubaci6 amb  extractes cellulars
concentrats, es desagrega un 60 % i un 40 % de
la proteina de les particules, respectivament.
Una fraccio de la proteina desagregada és
replegada en la seva forma nativa, com
reflecteix 'augment d’activitat enzimatica i la
seva identificacié a la fraccidé soluble per
Western-blot (figura 4, treball 3), perd una
fraccio important és proteolitzada.

El procés de solubilitzacid dels cossos
d’inclusié in vitro utilitzant extractes cel-lulars
ofereix varies avantatges respecte els descrits
fins ara.En primer lloc, és un procés generic per
a totes les proteines, i aixo facilita el procés
d’optimitzacio; per altra banda s'evita I'Us
d’agents quimics amb la qual cosa es
redueixen els costos i els residus i també és un
procés més rapid. De totes maneres, el procés
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descrit requereix ésser otpimitzat per a obtenir
un millor rendiment. Fins ara, s’ha provat de
controlar la proteolisi mitjancant inhibidors de
proteases, pero no s’ha aconseguit eliminar. Per
altra banda, també s’ha provat d’addicionar
ATP, juntament amb un sistema de recirculari-
tzacié d’ATP, basat en fosfoenolpiruvat i piruvat
quinasa (Dillon i Clark, 1990), sense millores
significatives (figura2, treball 10) . El procés
d’optimitzacid hauria d’anar dirigit a
optimitzar les condicions de temperatura i
temps d'incubacio idonies i evitar la proteolisi,
i un cop s’hagin identificat les xaperones que
faciliten el replegament, addicionar-les o
utilitzar extractes que les sobreexpressin.

5.4. Utilitzacié de la pressio
hidrostatica com a metode per
a recuperar proteina activa
dels cossos d’inclusio

L'aplicaci6 d'una elevada pressio
hidrostatica ha estat una eina efica¢ per a
desfer agregats proteics. Alguns exemples son
els agregats de rodanasa formats in vitro, que
es disgreguen completament, pero la proteina
sols es manté soluble sota pressio (Gorovits i
Horowitz,1998).Per altra banda,els agregats de
la proteina TSP produits in vitro es dissocien i
s'arriba a recuperar més del 50 % de la proteina
en el seu estat natiu (Foguel, 1999).

Poder usar la pressio hidrostatica pel
replegament de la proteina dels cossos
d’inclusié seria una valuosa eina en la
biotecnologia, ja es podria escalar a nivell
industrial. La pressio hidrostatica ja ha estat
adaptada per la industria alimentaria és un
metode més simple i economicament més
rentable que els descrits fins ara. Aquesta
possibilitat s’ha explorat poc, pero estudis amb
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cossos d’inclusio citoplasmatics de B-lacta-
masa mostraven la capacitat de solubilitzar un
85% de la proteina dels cossos d’inclusio,
sotmetent-los durant 48h,a 37°C,a una pressio
de 2 Kbar (St.John i col.,, 1999).

Tanmateix, els estudis que hem realitzat
nosaltres amb cossos d’inclusio de VP1LAC,
LACVP1 i TSP mostren que la pressié
hidrostatica és una bona eina per a desagregar
parcialment els cossos d'inclusio, perdo que
presenta dificultats per a la recuperacio de la
seva forma nativa. Aquests cossos presenten
un 40 % de proteina sensible a ésser dissociada
per pressié hidrostatica. Si aquest percentatge
de proteina desagregada fos capa¢ d’'ésser
replegada, el procediment tindria un
rendiment forga bo.Per0 la pressio hidrostatica
exerceix un efecte variable sobre les diferents
proteines, i en alguns casos indueix la
desnaturalitzacio total de la proteina (Li i col.,
1976; Wong i col., 1988; Takeda, 1995), en altres
les deixa en estat de “molten globule”
(Mantulin, 1985; Peng, 1993; Zhou, 2000) o en
formes intermediaries del plegament estables
(Vidugiris, 1998; Kobashigawa, 1999; Zhou,
2000; Sashara, 1999. Les proteines
oligomeériques sovint s6n dissociades (Silva,
1993) i hi ha molts enzims que perden
I'activitat (Morild, 1981; Northrop, 2002). Per
aixo, tot i que la pressio hidrostatica representa
una bona eina per a desfer agregats, és dificil el
seu Us com a un meétode genéric per a
solubilitzar una diversitat de proteines.Per altra
banda,cada cop hi hames coneixements sobre
les conseqlieéncies que la pressié hidrostatica
té sobre diferents estructures proteiques
(Perret, 2002; Northrop, 2002; Kornblatt, 2002) i
aixi doncs, pot representar un bon métode per
proteines que no en resultin perjudicades.
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1. Quan es produeixen les proteines
recombinants VP1LAC i LACVP1 en la soca
BL21, es formen cossos d’'inclusid
citoplasmatics polars, de morfologia
ovoide i caracter refringent. En la majoria
de les cel-lules del cultiu es forma un cos
d’inclusio, perd hi ha una proporci6 de
cel-lules, variable durant la primera hora
de la induccid, on se’'n formen dos. Al cap
d’una hora de produccio6 de la proteina
recombinant, el percentatge de cél-lules
gue presenta dos cossos d'inclusié es
manté constant, essent un 20% per les
céllules que produeixen VP1LAC i un 4%
per les que produeixen LACVP1. A partir
d’aquest moment, sembla que la
presencia d’un cos d’inclusi6 exclogui la
formacio d’'un altre.

.La caracteritzacié dels cossos d’inclusié
de VP1LAC i LACVP1 mostra que
presenten propietats diferents. Els cossos
de VP1LAC sén grans (el volum mig a les
5 hores és de 0,6 um3) I estan compostos
majoritariament per la  proteina
recombinant intacta, representant un 80-
90% del contingut proteic dels agregats.
Encanvi, els cossos de LACVP1 s6n més
petits (el volum mig a les 5 hores és de 0,04
um3) i de composicié més heterogenia, ja
gue la proteina LACVP1 representa un 30%
del contingut dels cossos d’inclusi6 i
sumant-hi els seus fragments de
degradacio, un 65%. Aquestes diferéncies
s'associen a la major sensibilitat proteolitica
de la proteina LACVP1.

. Els cossos d’inclusié de VP1LAC i LACVP1
tenen un creixement volumeétric continu

durant la fase exponencial del cultiu. Els
cossos d’inclusio de VP1LAC incrementen
de volum a una taxa de 0,4 um3h‘1 fins
arribar a un volum de 1,8 um3, equivalent
al volum de les cel-lules no recombinants.

4.Durant les primeres 2 hores de formacié dels
cossos d'inclusid, hi ha un percentatge
creixent de proteina recombinant en els
cossos de VP1LAC i en els de LACVP], a
partir del qual es manté constant durant el
seu creixement. El menor percentatge de
proteina recombinant que presenten els
agregats durant aquest primer periode de
temps implica una major heterogeneitat
proteica, indicant que els intermediaris de
plegament que formen els primers nuclis
d’agregacio interaccionen amb altres
proteines.

5. Durant la sintesi de les proteines
recombinants VP1LAC i LACVP1,
aquestes s’'incorporen en els c0ssos
d’inclusié a una taxa constant, que varia
entre 2125 ngml'lh'l.

6. Quan els cultius envelleixen i l'activitat
biosintétitca disminueix, s'observa una
pérdua de proteina dels cossos d'inclusio,
que es correspon a les reduccions de volum.
Els cossos d’'inclusié de VP1LAC i LACVP1
perden un 20% de proteina agregada entre
les 5iles 24 hores de la induccio.

7.La proteina LACVP1 que forma els cossos
d’inclusio és proteolitzada. La proteolisi es
podria donar en una fraccié previament
solubilitzada, pero també podria ocorrer
in situ, ja que els fragments de degradacio
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corresponents, B-galactosidasa i VP1, es
troben associats als cossos d’inclusio.

8.L’agregacio proteica en forma de cossos
d’inclusié és reversible. Quan s’atura la
sintesi proteica, s’observa com els
cossos d’'inclusio de diferents proteines,
VP1LAC,LACVP1iTSP es desintegren en
el citoplasma cel-lular. Una part de la
proteina desagregada apareix a la
fraccid soluble, en forma activa, i I'altra
és proteolitzada. Els cossos d’inclusié de
TSP es dissocien completament al cap
de 24 hores d’haver aturat la sintesi
proteica, mentre que els cossos de
VP1LAC i LACVP1 conserven una fraccio
de proteina, entre un 15i20%, que no és
dissociada durant aquestes 24 hores.

.Els cossos d’inclusié de VP1LAC i LACVP1
purificats es digereixen completamentin
vitro quan sén incubats amb tripsina. Per
tant, aquests agregats son sensibles a la
proteolisi i presenten una vida mitja de
pocs minuts. Tant en els cossos de
LACVP1 com en els de VP1LAC, la
resisténcia a tripsina augmenta al llarg
del seu creixement. En els cossos de
VP1LAC la vida mitja és de 1,34 minuts a
la primera hora de formacio i augmenta
fins a 14 minuts en els cossos de 24
hores. En els de LACVP1 augmenta de
0,35 a 21 minuts, en el mateix interval de
temps. Aquests canvis indiquen que els
agregats pateixen transicions estructurals
durant el seu creixement.

10. La proteolisi in vitro dels cossos d'inclusio
de VP1LAC i LACVPL1 té lloc a través d’'un
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procés en cascada, en el que es produeix
una degradacio sequencial de proteina
agregada per talls especifics que generen
fragments de degradacié estables. La
cascada proteolitica dels cossos d’'inclusio
sembla que es dona in situ i implica la
presencia de 3 (per LACVP1) o 4 (per
VP1LAC) estadis previs a la completa
degradacio.

11. El procés de digesti6 dels cossos
d’inclusio indica que estan compostos
per proteina recombinant que presenta
una heterogeneitat conformacional, ja
gue coexisteixen diferents espécies
polipeptidiques amb diferent sensibilitat a
tripsina.En els cossos d'inclusié de VP1LAC
i LACVP1 coexisteixen tres especies de
proteina, que es diferencien en la seva vida
mitja; una molt sensible a la tripsina (entre
11 6,5 minuts), una altra intermitja i més
abundant (entre 4 i 19 minuts) i una
tercera molt resistent (entre 26 i 103
minuts). Les proporcions de les diferents
espécies polipeptiques es mantenen al
llarg del creixement dels cossos d’inclusio,
perd la seva resisténcia a proteolisi
augmenta. Per aixo0 els cossos d’inclusié
més vells tenen una vida mitja més llarga.

12.'analisi dels cossos d’inclusié mitjancant
técniques d’espectroscopia mostra que
els de 24 hores presenten propietats
estructurals diferents. La menor senyal en
els espectres de dicroisme circular i la
menor unié a I'’ANS, indiquen que sén
agregats meés compactes. Aguestes
diferéncies suggereixen que la fracci6 de
proteina més agregada que forma els
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cossos d’inclusié s'estabilitza quan
aquests s'envelleixen.

13. Els cossos d’inclusié presenten una
organitzacio interna subparticulada, és a
dir, estan formats per la unié daltres
granuls o subagregats, que s'observen per
microscopia electronica durant el procés
de digestio per tripsina.

14.El fet que la presencia d’un cos d'inclusié
exclogui la formacié d’'un altre i que els
agregats presentin una arquitectura
interna subparticulada, suggereix que la
construccié dels cossos d’inclusid es
podria iniciar per la formaci6 de petits
agregats, que s'aglutinen per formar un
gran nucli d’agregacio.

15. S’ha identificat la presencia de les
proteines IbpAB en cossos d’inclusié de
VP1LAC produits a la soca MC4100,i en els
seus derivats deficients en CIpA, CIpB i
ClpP. La proporcié de proteines IbpAB
respecte la proteina recombinant és igual
en les diferents soques, excepte en la
ClpA™.

16. Els cossos d’inclusié que es produeixen
en la soca CIpA™ tenen un contingut més
elevat de les xaperones IpbAB, DnakK i
GroEL respecte als que es produeixenen la
soca salvatge i els mutants ClpB i CIpP.

17. En la formaci6 de cossos d’'inclusié hi

intervenen varies proteines de xoc térmic.
Les xaperones IbpAB, CIpA, ClpB i GroES
participen en aquest procés d’'una forma
moderada, sense ser-ne imprescindibles.

18. L'abséncia de la DnaK provoca la formacio
de cossos d’inclusié de VP1LAC majors
(@mb un volum mig de 0,38um3, versus els
produits en la soca salvatge de 0,25um3),
una menor presencia de proteina nativaila
reduccié de la proteolisi de la proteina
recombinant. Aixd0 suggereix que la
xaperona DnaK exerceix una funcio clau en
la formacio dels cossos d'inclusio.

19. L'abséncia de la GroEL resulta en una
major preséncia de proteina nativa (més
de sis ordres de magnitud respecte la
salvatge) i una menor agregacio. Es
produeixen cossos d’inclusié més petits
(representant una cinquena part del
volum dels produits en la soca salvatge),
més abundants (un 60% de les cél-lules
tenen una mitja de 5,1 particules per
cellula) i dispersos pel citoplasma
bacteria. Aixi doncs, sembla indicar que la
xaperonina GroEL afavoreix la formacio
dels cossos d'inclusio, potser actuant com
a transportador de la proteina agregada
cap al cos d'inclusio.

20. L' absencia de cadascuna de les
xaperones estudiades (DnaK, GrokEL,
GroES, IbpAB, ClpB, CIpA) i de les dues
xaperones ClpB i DnaK conjuntes té una
influéncia negativa en la desintegracio
dels cossos d’inclusid, que en tots els casos
disminueix entre un 20 i un 30%. Aix0
indica que la desintegracio in vivo és un
procés multifactorial, en el que hi deuen
participar gran part de la xarxa de
proteines de xoc térmic de manera
cooperativa i complementaria.
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21. Extractes cel-lulars d’Escherichia coli

sotmesos a un xoc termic i concentrats
(20X) tenen la capacitat de renaturalitzar
in vitro proteina dels cossos d’inclusio
purificats de VP1LAC 1 TSP. Sha
aconseguit dissociar un 60% i un 40% els
cossos d'inclusié de VP1LAC i TSP,
respectivament, perd no tota la proteina
recuperada dels agregats és
renaturalitzada i part d'aquesta es
proteolitza. Tanmateix, el nou protocol
descrit per a la recuperacio de proteina
nativa dels agregats, utilitzant extractes
cel-lulars, presenta bones expectatives pel
disseny d’un métode genéric, economic i
que eviti els residus quimics.

22. La pressio hidrostatica representa una
bona eina per a desagregar fins a un 40%
de la proteina que composa els cossos
d’inclusi6 de VP1LAC, LACVP1 i TSP.
Aguesta tecnologia pot utilitzar-se perala
solubilitzacié de proteines, en les que la
seva estructura nativa no es vegi
perjudicada per I'efecte de la pressid
hidrostatica.

23. La formaci6 dels cossos d’inclusio és el

resultat d’'un equilibri dinamic entre
I'agregacio, la solubilitzacio i la proteolisi,
gue esta desplagat cap a I'agregacio en
condicions de sobreproduccié d'una
proteina recombinant, pero que pot ser
invertit quan s’atura la produccié de
proteina agregada. En aquesta situacio, els
cossos d'inclusid es desintegren i una
major part de la proteina és degradada i
una altra és replegada. Aquesta troballa
ens indica que la formacio dels cossos
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d’inclusié és un mecanisme integrat dins
del sistema de control de qualitat cel-lular,
gue podria estar destinat a acumular la
proteina insoluble (que pot provocar
toxicitat a I'exposar dominis hidrofobics),
que apareix en el citoplasma durant la
sobreproduccio d’'una proteina
recombinant. Probablement, la formacié
dels cossos d'inclusié serveix per
arraconar proteina insoluble per a ser
processada quan les condicions ho
permeten.
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