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II.A Els inhibidors de proteases

Els enllagos peptidics de les proteines son proteolitzats per les peptidases, també anomenades

enzims proteolitics 0 proteases, que desenvolupen un paper essencid en un gran vental de
processos que tenen lloc en els organismes vius, des dels virus i bacteris fins as mamifers. Els
inhibidors de proteases son els principas responsables de la regulacié de I'activitat d’ aquests
enzims, convertint-se en un element clau en e control dels processos proteolitics que tenen lloc en
€ls éssers vius. En aguns microorganismes s han descrit inhibidors no proteics que tenen com a
diana proteases de |’ hoste (Bode i Huber, 2000)*, perd en mamifers els inhibidors endogens descrits
sOn de natura proteica (Bode i Huber, 1992). El seu espectre d'inhibicid és més 0 menys ampli en
funcié de cada cas. Tot i que s han descrit alguns inhibidors que actuen smultaniament sobre 2
proteases de diferents classes, com és € cas de I'equistatina que inhibeix cistein-proteases i
aspartic-proteases (Bode i Huber, 1992), normament inhibeixen un 0 més enzims que pertanyen a
la mateixa familia de peptidases. Aix0 ha fet que tradicionament s inhibidors de proteases
S hagin classificat en quatre grans grups en funcié del tipus de proteases que inhibeixen:

Inhibidors de serin-proteases
Inhibidors de cistein-proteases
Inhibidors d’ aspartic-proteases

- Inhibidors de metd.lo-proteases

Dins de cada grup ds inhibidors es classifiquen en diferents families en funcié d homologies
sequiencias o estructurals, o bé segons e mecanisme d'unié ala proteasa.

II.A.1 Inhibidors de serin-proteases

La mgjoria d'inhibidors que pertanyen a aguest grup son proteines de baix pes molecular (de 28 a
200 residus) i presenten un mecanisme comu d'unié amb I’enzim tipus substrat (substrate-like)
(Bode i Huber, 1992). Les serpines, que son unes moléecules de tamany més gran, representen una
excepcio dins aguest grup. El seu mecanisme d'interaccié amb I’enzim, tot i ser també de tipus
substrat, provoca una serie de canvis conformacionas irreversibles a I'inhibidor i aixd condueix a
la formacié de complexes molt més estables (Wright, 1996). Dins ds inhibidors de serin-proteases
més petits trobem ds de la familia squash que pel seu plegament pertanyen ala superfamilia de les
proteines T -knot, en laqua també trobem & PCl, les conotoxines de verins de serp i les proteines

de lafamiliaEGF (Lini Nussinov, 1995). Totes aquestes proteéines comparteixen una caracteristica
comuna que és la presencia de 3 ponts disulfur formant un nus de cisteines (T -knot), en & qual dos
ponts disulfur i la cadena polipeptidica formen un anell através del qual passa € tercer pont.

! Les referéncies d’aquest capitol es troben recollides a I'apartat IX-Bibliografia.



II.A.2 Inhibidors de cistein-proteases

Dins aguest grup trobem ds inhibidors de les capaines, de les cistein proteases tipus papaina
(papain-like) i de lesfitocistatines.

Els inhibidors de les capaines, les cistein -proteases dependents de calci, estan involucrades en
diversos processos patologics, com ara la inflamacié, la distrofia muscular o I’ Alzheimer (Suzuki i
Sorimachi, 1998). No obstant, & grup més nombros i més estudiat correspon a dels inhibidors de
cistein-proteases tipus papaina, que es classifiquen en 3 familie s estefines, cistatinesi quininogens
(Turk i Bode, 1991). La interaccidé entre les cistatines i les cistein-proteases tipus papaina

representen e mecanisme d'unio tipus no-substrat (non-substrate). Les cistatines presenten una
fulla beta amb 5 lamines bda antiparal.ldes que embolcallen una helix-a centra (Bode i cal.,
1988). Dos dds llagos que connecten les lamines b entre s sdn responsables de la interaccio
principal amb I’enzim, formant una zona hidrofobica atament complementaria a una zona de la
superficie adjacent a seti actiu, impedint I’ accés a substrat. La cua N-terminal interaccionaamb el
residu de cisteina del seti actiu aconseguint que launié sigui més fortai selectiva. Les estefines son

molecules d' uns 11 kDa que no presenten ponts disulfur ni carbohidrats i normalment es troben a
compartiment intracel.lular. Les cistatines tenen un pes molecular d'uns 13 kDa, contenen 2 0 3
ponts disulfur i son sintetitzades amb un peptid senyal que les condueix probablement a I’ epai

extracel .lular (Sotiropoulou i col., 1997). Dins ds quininogens es diferencien 3 tipus d'inhibidors
en funcio del pes molecular, pero tots contenen 3 dominis tipus cistatina i dos d ells presenten
activitat inhibidora. A més d'inhibir les cistein-proteases tipus papaina , també estan involucrats en
altres processos com lainflamacio o la cascada de coagulacio sanguinia. Les cistatines de plantes o
fitocitatines presenten homologia seqiencia amb les cistatines perd comparteixen amb les
estefines I'abséncia de ponts disulfur o residus de cisteina en la molécula i actuament es

classifiqguen com a una nova familia dins la superfamilia de les cigtatines (Margisi col., 1998).

II.A.3 Inhibidors de metal.lo-proteases

Dins d' aquest grup trobem €ls inhibidors tissulars de les metal.loproteases de matriu (TIMPS) i els
inhibidors de les metal.locarboxipeptidases. Les metal.loproteases de matriu (MMPs) es troben ala
matriu extracel.lular i juntament amb els seus inhibidors son responsables del recanvi de la matriu i
també estan involucrats en € procés de desenvolupament embrionari, en la remodelacio tissular i
en diverses madties com I'artritis o I'arterioscleros (Nagase, 1996). S han descrit només 4
inhibidors exogens de metd.locarboxipeptidases. I'inhibidor de patata (PCl) de 39 residus,
I'inhibidor de tomata (TCI) de 37 residus, I'inhibidor del nemétode Ascaris suum de 65 residusi €
de sangonera (LCI) de 66 residus (Hass i cal., 1976; Hass i Hermudson, 1981; Homandberg i col.,
1989 i Reverter i col., 1998). També s ha descrit un inhibidor endogen en mamifers que es troba en
el cervell i inhibeix la CPA1, CPA2, CPA de mastocitsi CPB (Normant i col., 1995).



La interaccié entre aguests inhibidors i els corresponents enzims, tant en € cas dels TIMPs com
dels inhibidors de metal.locarboxipeptidases, és de tipus substrat; tan sols la interaccié entre les
metal.|ocarboxipeptidasesi @ seu segment pro és de tipus no-substrat.

II.A.4 Inhibidors d aspartic-proteases

Actuadment s han descrit només dos inhibidors que pertanyen a aquest grup, I'inhibidor de pepsina
que fou trobat en € nematode Ascaris suum (Khan i James, 1998 i Davies, 1990) i I’ equistatina,
gue és un inhibidor bifunciond de cistein-proteases tipus papaina i d’ aspartic -proteases, que fou
aillat d' unaanémonamari na(Lenarcici Turk, 1999).

II.A.5 Els inhibidors de proteases emprats en aquest treball

I1.A.5.1 L inhibidor de carboxipeptidasa de patata (PCI)

El PCI ésun del pocsinhibidors proteics de metal.|ocarboxipeptidases que es coneixen. Es presenta
ala natura en 5 variants que van de 37 a 39 residus i que responen a diferencies isomorfiques i de
processament. Les diferencies seqliencials entre elles son minimes i totes presenten una activitat
inhibidora smilar enfront la CPA (Figura 1) (Hassi Derr, 1979a) .

PCl-la: EQHADPI CNKPCKTHDDCSGAWF CQACVWNAAGT CGPYVG
PCI-Ib: EHADPI CNKPCKTHDDCSGAWFCQACVWAAGT CGPYVG
PCl-lla EQHADPI CNKPCKTHDDCSGAWF CQACVWNSARTCGPYVG
PCI-l1b: EHADPI CNKPCKTHDDCSGAWFCQACVWAAGT CGPYVG
PCI-111: HADPI CNKPCKTHDDCSGAWFCQACWNAAGT CGPYVG

Figura 1. Seqiiencia aminoacidica de lesisoformesdel PCI (Hassi Derr, 1979a).

L’ estructura del PCI complexat amb la CPA bovina fou resolta per difraccié de raigs X (Rees i

Lipscomb, 1982) i lliure en solucié per RMN (Clore i cal., 1987). La proteina madura (isoforma

I1a), de 39 residus, esta organitzada en un nucli central globular de 27 residus, del qual protuberen
una cua N-termina de 7 residus i una cua C-termina de 5 residus. El nucli, estabilitzat per 3 ponts
disulfur, forma una estructura anomenada nus de cisteines (T -knot) i conté una volta d hdix 3,
(residus 14 a 18) que congtitueix I’ Unica estructura secundaria regular de la proteina (Figura 2). Els

4 Ultims residus de la cua C-termind formen d lloc d'unié primari amb la CPA i estableixen
interaccions en € solc on es troba e seti actiu de la proteasa. La glicina C-termina del PCl és
tallada en e complex, perd roman ancorada a la butxaca ddl seti actiu de la CPA. La zona
d'interaccio secundaria del PCl amb la peptidasa esta formada pels residus 27 a 30 i la cadena
lateral del residu 15 (His).



Primary Contact Site

Figura 2. Estructuratridimensional del PCI

Lamajor concentracié de PCl en la planta es troba en €l tubercle, tot i que també esta present ales
fulles, ds brotsi alatija (Hass i Derr, 1979b). Mitjangant € triatge (screening) d una genoteca de
cDNA congtruida a partir de mRNA de fulles de patata tractades amb acid abcisic i usant com a
sonda € cDNA del TCI, es va obtenir la seqiiencia completa de la regi6 condificant. Aquesta esta
formada per un péptid senya N-termina de 29 residus, un pro-péeptid N-terminal de 27 residus, la
proteina madura de 39 residus i un pro -péeptid C-termina de 7 residus (Villanueva i col., 1998).
Estudis de Northern blot van mostrar que la transcripcié del gen del PCI s'indueix per feridai per
accio de les fitohormones acid abcisic i acid jasmonic, que formen part de la ruta de resposta a
ferida La localitzacié subcdl.lular del PCl es va determinar per estudis immunocitoquimics i per
microscopia electronica i es va observar que la maxima acumulacié tenia lloc en @ vaclols
(Hollander-Czytko i cal., 1985 Villanuevai col., 1998).

El caracter hidrofobic del propeptid Gtermind dd PCl i les smilituds seqliencids amb altres
peptids senyal de transport as vaclols suggereixen que la seva funcié és € direccionament de la
proteina vers aquest compartiment cel.lular (Wilkins i Raikhel, 1989). Pard.lelament, també pot

tenir un paper en la modulacio de I'activitat de I'inhibidor, la qual cosa es despren d'estudis
redlitzats amb una proteina recombinant que contenia la proteina madurai € pro -peptid C-termina
i on sobserva que aquesta proteina, tot i estar ben plegada, no presentava activitat inhibidora
enfront la CPA (Villanuevai col., 1998).



Fins ara no sha pogut determinar la funcid del pro-péptid N-terminal i tampoc existeix cap
seqiencia a la base de dades que presenti una homologia suficient com per deduir-ne una
funcionalitat. No obstant, s’han descrit un gran nombre de proteines que se sintetitzen com a
precursors i que necessiten €l pro-péptid per a seu plegament (Shinde i Inouye, 2000). En aguests
casos e pro-péptid rep e nom de chaperona intramolecular, ja que la seva funci6 és equivaent ala
de les chaperones moleculars, que actuen unint-se a les proteines naixents dels ribosomes i
catalitzen € seu plegament. Aquestes dades, juntament amb la baixa eficiencia del plegament in
vitro de la proteina madura suggerien que € pro -peptid N-terminal del PCI podria actuar gjudant en
el procés de plegament. Aquesta hipotes de trebal sanditza a capitol V d'aquesta tesi, on
S estudia &l possible paper de les regions precursores del PCl en el plegament de la proteina

I1.A.5.2 L inhibidor de carboxipeptidasa de sangonera (LCI)

El LCI é d primer inhibidor de metal.locarboxipeptidases aillat de sangonera ( Hirudo
medicinalis). L’estructura del LCI Iliure en soluci6 s ha determinat per RMN; i complexat amb la
CPA s'ha determinat per difraccio de raigs X (Reverter i col., 2000). La proteina de 66 residus esta
organitzada en un nucli centra globular de 52 residus format per una fulla b de 5 cadenes
antiparal.leles i una petita helix a; una cua N-termind de 9 residus i una cua C-termina de 5
residus. Els elements d' estructura secundaria estan connectats entre s i estabilitzats per quatre
ponts disulfur. Els dltims quatre aminoacids del LCI congtitueixen la regié primaria d' interaccio
amb la CPA, ds quas se situen en € seti actiu de I’'enzim. La regié secundaia d'interaccié esta
congtituida per residus dels llagos bl-b2, b3-ali del'al; que interaccionen através de 3 ponts
d hidrogen i per forces de van der Wadls.

La funcié més probable del LCI a la sangonera és contribuir a manteniment de la sang en estat
liquid, tant durant la ingesta com a seu interior. La CPB de plasma o TAFI, en la seva forma
activa, actua proteolitzant residus de lisina i arginina de la fibrina. La presencia d' aquests residus
darginina i lisna permet I’ancoratge del plasminogen sobre la superficie de la fibrina, que és un
pas essenciad en l'inici de la reaccié de fibrindlis. La inhibibié de I'enzim per pat de LCl
impedeix la protedlis d agquests residus, afavorint la reaccié de fibrindlis i per tant, participant en
ladiminacié dels coaguls sanguinis (Bajzar i col., 1995).

A I'Ultim treball d' aguestatesi es compara €l plegament del LCI per bescanvi D/H amb els resultats
préviament obtinguts a nostre grup mitjancant la técnica de captura en medi acid seguit per RR
HPLC (Salamancai col., resultats no publicats).

II.A.5.3 La hirudina

La hirudina congtitueix una familia d'inhibidors especifics de trombina que contenen de 64 a 66
aminoacids i que foren aillats de les glandules salivals de les sangonera (Harvey i col., 1986).



La hirudina conté un domini globular N-terminal constituit per dues fulles -b antiparal.leles que
formen € nucli de la molécula i que esta estabilitzat per tres ponts disulfur. La cua Gtermina
(residus 49 a 65), que congtitueix € domini funcional, presenta una configuracié en b (Rydd i cal.,
1991). La principd interaccio entre la hirudina i la peptidasa no es dona en @ seti actiu de la
trombing, Sin6 en & seti d' unio secundari. Els residus de la cua C-terminal estableixen interaccions
ioniques amb € sati d'unié secundari i ds 5 Ultims aminoacids congtitueixen una volta d’ hdlix 3,
gue interacciona amb una zona hidrofobica de la superficie de la trombina. Finament, |’ extrem N-
terminal de la hirudina, que presenta una conformacio globular, s uneix a seti actiu de la trombina.

La hirudina actua inhibint especificament la trombina mitjangcant la formacié d'un complex no
covalent d uni6 forta (tight binding). La trombina és una serin-proteasa que té un paper central en
la coagulacié sanguinia, ja que hidrolitza @ fibrinogen convertint-lo en monomers de fibrina, que
congtitueixen la base dels coaguls. La interaccio entre la hirudina i la trombina impedeix la hidrolis
del fibrinogen i d’aquesta manera la hirudina actua impedint I’accio pro-coagulant de la trombina.
En e cas concret de la sangonera, I'accié de la hirudina seria semblant aladel LCI, intervindriaen
el manteniment de la sang en estat liquid, tant durant laingesta com al’interior de la sangonera.

El plegament oxidatiu de la hirudina, préviament estudiat pel metode de captura en medi acid
seguit per RP-HPLC (Chatrenet i Chang, 1993), sestudia en € darrer treball d aguesta tes
mitjangant la tecnica de bescanvi D/H seguida per MALDI-TOF.

II.B L expressio heterologa i la produccidé recombinant de

proteines

L’ expressié heterologa ens permet produir quantitats importants de proteines mitjancant les
tecniques d ADN recombinant, per tal de reditzar recerca basica i també amb fins comercials. A
través de |’ enginyeria de proteines, les protei nes diana poden ser redissenyades per tal de millorar
la seva estabilitat o solubilitat, modificar la seva activitat o crear proteines multifuncionals, i
d aguesta manera es poden obtenir mutants o altres variants de la moléecula que no es troben in vivo
(Olinai Lee, 1993). Actualment, en la era post-gendmica, una de les principals tasgues a reditzar
és determinar les funcions de totes les proteines codificades en €l's genomes del's organismes model
seqienciats. Aixo implica obtenir informacié sobre la seva regulacio espaia i tempord, la seva
activitat bioquimica, les seves interaccions i modificacions post-traduccionals. L’ expressio
heterologa i purificacié d’ aguestes proteines permet elucidar la seva activitat biologica i estudiar
les interaccions protein a-proteina que son aspectes centrals per ala comprensié de lafuncio.

Des d'un punt de vista comercid, s han desenvolupat aplicacions agricoles, industrials i meédiques
per un gran nombre de proteines. En é camp de la medicina és on s ha produit una maxi ma
incorporacio de les técniques d’ expressio heterdloga, que han permés I's d'un ampli vental de
proteines com a elements terapeutics. Vacunes recombinants, anticossos monoclonals, factors de

creixement, enzims, fibrinolitics i dtres proteines involucra des en multiples desordres medics, es



troben en e mercat o bé s estan provant clinicament. La possibilitat de poder produir i purificar les
proteines d’ una manera reproduible, amb un cost acceptable i que puguin ser redissenyades, ha
convertit I expressio heterologa de proteines en unatécnica destacada dins laindUstria farmaceutica
(Swartz, 2001).

I1.B.1 Expressi6 en organismes procariotes. Escherichia coli

Escherichia coli és € microorganisme procariota més emprat per a |’expressié heterologa de
proteines. Es un sistema senzill, forca econdmic i lasevafisiologiai genética han estat a bastament

estudiades. No obstant, presenta alguns inconvenients, com la poca capacitat de secretar proteinesi

la sevaincapacitat de readitzar modificacions post-traduccionals.

Les peculiaritats de cada gen, mRNA o proteina fan que no es pugui parlar d’'un procés genera
d expressii, SiNO que en cada cas I’ estratégia a seguir sigui diferent. En termes generals es poden
definir una serie de components dels vectors d expressio i de les soques d' E.coli que influeixen de
manera important en I’ expressié de la proteina d’ interés:

II.B.1.1 Promotor

El promotor consisteix en una seqiiencia de ADN situada en direccié 5 (upstream) dd lloc d' unio
del ribosoma a ADN (RBS) i controla Iinici de la transcripcié quan se li uneix una RNA
polimerasa depenent de ADN. El promotor també es troba sota € control de gens reguladors, que
poden trobar-se en e vector o bé estar integrats en el cromosoma de I’ hoste.

Ivector promotor I RBS I sequéncia I terminador Ivectorl

" 35 10 %
. J "\.
E.coli  ..TTGACA NNNNNNNNNNNNNNNNN TATAAT..."
Shine Dalgarno codé inici-

-U-17 ..AGGAGG NNNNNNNN ATG...  E.coli/Bacteriofag T7
Bacteriofag T7 ...GAAAT TAATACGACTCACTATA

Control | transcripcié

Figura 3. Esquema dels elementsde control delz
MRNA S ..
transcripcié i la traducci6 en un vector

B Control d'expressid procariota. La segléncia del
T "
traduccid promotor (en blau) és especifica de cada RNA
polimerasa, en canvi la seqiiéncia del RBS (en
E@’ vermell) és reconeguda per les polimerases
proteiia d’E.coli i del bacteriofag T7.

El promotor consens reconegut per la RNA polimerasa d' E.coli esta format per una regio rica en
adenines i timidines situada a -10 bp i per un hexanucledtid de sequiéncia especifica situat a -35 bp
de I'inici de la transcripcio. Ambdues regions estan separades per un ADN separador d'uns 17 bp
(Figura 3). El promotor consens reconegut per la RNA polimerasa del bacteriofag T7 esta format



per una sequiénciade 17 bp (de -1 a-17) que esta flanquejada per altres seqiiencies també definides,
perd que contribueixen poc en I'inici de la transcripcio (Figura 3).

Les principals caracteristiques d’ un bon promotor son:

- Promotor fort (producci6 proteica entre un 10-30% del pes sec).
- Transcripcio basa minima (sobretot s la proteina és toxica). Regulable.
- Facilment induible i abaix cost (inducci 6 termicallPTG o atres inductors).

Per tal de reduir la transcripcié basal s usen sistemes regulats, un dels més usats és € basat en €
promotor-operd d' utilitzacié de lactosa (lac). En aguest cas s'ha observat que la locditzacié de
I’operd de 17 bp dins € promotor afecta € nivell de repressio. Si I'oper6 de 17 bp esta situat entre
les regions -10 i -35 la repressio és entre 50 i 70 cops superior que S se Situa en direccié 5 de la
regio -35 o en direccié 3 (downstream) de laregié -10 (Lanzer i Bujard, 1988).

Els promotors que S han usat en aquesta tesi son:

- Ipplac (vector pINIIOmpA3): esta regulat pel repressor lac i Sindueix per addicié
dIPTG.

- T7 RNA polimerasa (vector pBAT4) (Peranen i col., 1996): la T7 RNA polimerasa és
altament especifica pel seu promotor, € qua no és usat per la polimerasa d' E.coli. La
seva eficiencia d'inici de la transcripcio és unes 5 vegades superior a la de la RNA
polimerasa d’E.coli. Per a I'expressié recombinant del gen d'interés cal emprar una
soca d E.coli compatible (ex: BL21(DE3)), que contingui una copia del gen de la T7
RNA polimerasa. En € cas de la soca BL21(DE3), € gen es troba sota € control del
promotor lacUV5 i la seva expressié esta controlada pel repressor lac (codificat en €
vector pBAT4), de manera que la seva expressié s indueix per addicio d' IPTG.

A lataula de la pagina seguent es mostra una llista dels promotors més usats per a la sobreexpressio
de gensakE.coli (Taula 1).

II.B.1.2 Terminadors de la transcripcié

Un terminador de la transcripcié Situat en direccid 3 de la sequéncia codificant aborta la
transcripcio a través de la formacio d'una estructura en forma de llag en € transcrit. Aixo potencia
I’estabilitat del mMRNA i augmenta la seva vida-mitja, ja que € protegeix de la degradacio
exonucledtidica i evita la transcripcié més enlla de I'extrem 3 del gen recombinant (Makrides,
1996).

II1.B.1.3 Estabilitzadors dels transcrits

No s han detectat elements universals per a la estabilitzacio dels transcrits, perd0 es coneixen
algunes sequiéncies que afavoreixen aguesta estabilitat (Hannig i Makrides, 1998):
- Sequencies situades alaregio no traduida (UTR) 5'. Per exemple la seqiiencia 5’ UTR
dd transcrit OmpA augmenta la vida-mitja de molts mRNA’s heterolegs a E.coli (Chen
i col., 1991).
- Llagosalazona 3 UTR que protegeixen e mRNA de la degradacid exonucledtica.



Taula 1. PromotorsempratsaE.coli per ala sobreexpressié proteica (Hannigi col.., 1996).

Promotor font regulacié induccié
lac E. coli lacl, lacl® IPTG
lacUV5 E. coli lacl, lacl® IPTG
tac (hibrid) E. coli lacl, lacl® IPTG
trc (hibrid) E. coli lacl . lacl? IPTG
Psin (Sintétic) E. coli lacl, lacl® IPTG
trp E. coli fatadetrp
araBAD E. coli araC |-arabinosa
[pp? E. coli |PTG. lactosa
Ipp-lac (hibrid) E. coli lacl IPTG
phoA E. coli SEgg ((r?gc?attlild)) falta defosfat
recA E. coli lexA acid nalidixic
proU E. coli osmolaritat
cst-1 E. coli falta de glucosa
tetA E. coli tetraciclina
cadA E. coli cadR pH
nar E. coli fr condicions anaerobigues
DL I | clts857 térmic (canvi a42°C)
CSPA E. coli termic (canvi a T%& 20°C)
T7 T7 | clts857 térrmic
T7-lac oper6 T7 lacl® IPTG
T3-lac operd T3 lacl® IPTG
T5-lac operd T5 lacl, lacl® IPTG
T4 gene 32 T4 infecci6 per T4
nprM-lac operé Bacillus lacl® IPTG
VHb Vitreoscilla oxigen

2El promotor constitutiu Ipp es va convertir aun promotor induible mitjancant la insercié del promotor-operé lac
UV5 alareqi6 downstream.

I1.B.1.4 Elements que afecten la traduccio

El RBS és I'dement que controla I'eficiéncia d'inici de la traduccié i esta Stuat en posicio
immediatament 5’ del transcrit (Figura 3). El RBS esta format per la seqiiencia Shine Dalgarno que
possiblement interacciona amb la subunitat 16S del ribosomai per un ADN separador (spacer) que
conté de 4 a 8 nucledtids. Es preferible que I’ espaiador estigui enriquit amb adenines i timidines
per evitar la formacié d estructures secundaries, que aparentment redueixen I’ eficiencia de la
traducci6 d impedir lainteraccid de la subunitat ribosomal 30S.

II.B.1.5 Terminadors de la traduccid
La preséncia d'un codo de terminacio és imprescindible per a la terminacio de la traduccio. E.coli

presenta una preferéncia clara pe codo de terminacié UAA, pero I'eficiencia de terminacio
augmenta s susa el tetranucleotid UAAU (Poolei col.., 1995).



II.B.1.6 Us de codé

L’ expressio de proteines heterologues que contenen un nombre important de codons que son usats

en baixa freguiencia per a E.coli condueix a una baixa eficiencia de produccio, per a solucionar €

problema s han seguit dues estrategies:

- Alterar anivell d ADN €és codons poc freqlients per un d’Us ampli, sense modificar la
sequiencia aminoacidica.

- Coexpressié de la proteina d'interés amb gens que codifiquen pels t -RNA’s poc
fregients (Andrews i Asenjo, 1996; Brinkmann i col.., 1989).

II.B.1.7 Lloc d expressié

Per ta de decidir s I'expressié d una proteina es reditzara a citoplasma, periplasma o a |’ espai

extracd .lular cal tenir en compte €ls avantatges i inconvenients de cada procediment i escollir, per
acada cas, € sistemameés favorable.

Taula 2. Avantatgesi inconvenientsde |’ expressio en E.coli en funci6 del lloc d’ expressio.

Avantatges

Inconvenients

éfermaci6 cossos d'inclusio
-facil diament

éformaci6 cossos d’'inclusio
-cal replegament proteia

Citoplasma
-proteccio vers proteases -disminucié producci6
-proteiiainactiva (no toxicitat) -elevat cost recuperacio
éproducci6 elevada éformaci6 ponts disulfur desafavorida
éaminoacid N terminal és metionina
épossible protedlisi
épurificacid més complexa
Periplasma éfacil purificacio &El péptid senyal no sempre funciona

época protedlisi
émilloradel plegament
éaminoacid N terminal adequat

€ Saturacié maquinaria exportacio

Extracel.lular

e faciF purificacio (respecte al nombre de
proteies presents al medi)

épocaprotedlisi

émilloradel plegament

€aminoacid N terminal adequat

& purificaci6 més complexa (respecte a
volum atractar)

é problemes de secrecid, no s obtenen grans

guantitats

II.B.1.9 Proteolisi

La degradaci6 proteolitica és una de les causes principas de la pérdua de produccio proteica. S ha

observat que E.coli segueix laregla de I'N-termina (Tobiasi col., 1991). Un test reditzat amb la

mateixa proteina amb diferents aminoacids N -terminals va mostrar que la preséncia de: Arg, Lys,

Leu, Phe, Tyr i Trp, donen lloc a una vida mitja 300 vegades inferior alaresta.

També s han seguit altres estratégies per a minimitzar la protedlis (Murby i col., 1996):




- Expressié a periplasma/medi extracel .lular.

- Soques deficients en proteases.

- Creixement a baixa temperatura.

- Proteines de fusi6/copies en tandem.

- Coexpressié amb chaperones moleculars.

- Mutagenes per a canviar llocs de tall de proteases.

II.B.1.10 Proteines de fusio

L’ expressi6 de proteinesrecombinantsa E.coli enformade proteinadefusio haestat unaestratégia
a bastament usada que permet disminuir la formacié de cossos d'inclusié, millorar € plegament,
minimitzar la proteolis o facilitar la purificacio (Makrides, 1996; La Valie i McCoy, 1995; La
Valiei cal., 1993). Aquesta estrategia es pot emprar per a facilitar la purificacio de la proteina
estudiada, per exemple fusionant-la a una cua d' histidines. Aix0 ens permetra separar la proteina
d'interes de la resta mitjangant una Unica etapa cromatografica, usant una cromatografia d’ afinitat
amb una columna amb ions Ni** immohbilitzats, que aprofita I’ afinitat que presenten les histidines
per aguest metall.

I1.B.2 Expressio en organismes eucariotes. Pichia pastoris

Els sistemes procariotes representen d sistema més senzill d’ expressié d’ una proteina recombinant,
pero de vegades d sistema no és adequat per la proteina; principalment s estractad 'unaproteina
gran (de diversos dominis), de plegament dificil, d’ origen eucariota o quan requereix modificacions
post-traduccionals. En aquests casos cal usar sistemes eucariotes, entre els més emprats trobem els
ddsllevats Saccharomyces cerevisiae i Pichia pastoris.

P. pastoris, encara que de genética molt menys coneguda que S. cerevisiae, ha estat ampliament
usat per a produir quantitats elevades d’ un gran nombre de proteines (Cereghino i Cregg, 2000;
Cregg i col., 2000). Es un llevat metil.lotrofic, facilment manipulable i generalment déna
expressions més elevades que atres sistemes eucariotes, tipus S. cerevisiae, baculovirus... Les
estratégies anteriorment descrites per a millorar |’expressié proteica a E.coli no son exclusives
d aguest sistema, ni d’organismes procariotes;, sind que en molts casos son també aplicables a
organismes eucariotes. En atres casos, lafata d estudis exhaustius en la resta de microorganismes,
com ara en P.pastoris, fa que encara no shagin determinat quines son les sequencies
estabilitzadores del transcrit 0 els elements que afecten la traduccio, tot i que la seva existencia
sembla clara.

L’ Us de P. pastoris presenta diversos avantatges:
- Integracio genomica del gen d'interés -magjor estabilitat-.
- Facil induccid i baix cost -addicié de metanol-.
- Creixement a elevades densitats optiques (DO) en flascd -finsa 20 UDO-.
- Altsrendiments de produccio proteica.



No obstant, hi ha una gran varietat de parametres que afecten € nivell d expressié proteica en
P.pastoris, com per exemple: € nombre de copies del gen, € tipus de vector d’ expressio, € fenotip
d utilitzacié de metanol, etc. Aix0 provoca una elevada variacio clona en I'expressio i fa
necessaria la reditzacio d'un triatge ampli per tal de seleccionar € clon que presentauna produccio
més elevada. En € cas de proteines petites riques en ponts disulfur s han descrit expressions de

1.54 g/l per la hirudina (Rosenfeld i col., 1996), 1.7 g/l pe TAP (Larochei col., 1994) i 10 mg/l per
la gilantina (Brankamp i col., 1995), usant en tots els casos un sistema d’ expressio extracel.lular.
Aix0 suggereix que la secrecio extracel.lular en E.coli és un bon sistema per al’ expressio d aquest
tipus de proteines.

II.C El procés de plegament de proteines

En aquest dltims anys s ha avangat molt en es estudis de plegament in vitro i in silico i axo ha
permes comencar a comprendre e procés de plegament proteic in vivo, sobretot en e cas de les
proteines monodomini. La comprensé ded plegament proteic a nivell atdmic té una gran
importancia biologica, ja que hi ha un gran nombre de maalties causades per un mal-plegament
proteic, agregacio o inestabilitat, que poden ser produits per mutacions o per canvis en |I’entorn de
la proteina. L’estudi del desplegament proteic també presenta molt a rellevancia, ja que trobem
molts exemples de processos cel.lulars on es produeix un desplegament; per exemple, en € pas a
través de les membranes, en la degradaci6 via proteasoma o en la amiloidosi.

II.C.1 Evoluci6 historica de la visi6 del plegament de proteines

Als principis dels anys 60 € grup de Christian B. Anfinsen va demostrar que la RNasaA podia
plegar-se de manera reversible, la qual cosa implicava que les estructures natives de les proteines
eren estats termodinamicament estables i represertaven un minim d energia lliure (Anfinsen i col.,
1961). Uns anys més tard, a finas dels 60, Cyrus Levintha va apuntar un nou argument que
posteriorment seria conegut com la paradoxa de Levinthal, segons € qual & nombre de possibles
conformacions que pot adoptar una proteina és massa gran per a poder trobar I’ agulla (I’ estructura
nativa) en e paller (I'espai conformaciona) mitjancant una busgueda a I'atzar (Figura 6a) i va
concloure que les proteines s havien de plegar a través de camins de plegament (Figura 6b)
(Levinthal, 1968) .

Dins aquesta visié ddl plegament calia tenir en compte dos aspectes que segons Levinthal estaven
contraposats: El control termodinamic que representa la capacitat de la proteina d assolir € minim

energetic global i aixd0 Saconsegueix independentment del cami de plegament; és a dir, que
I’estructura nativa (0 minim energétic global) tan sols esta determinat per les condicions finas
(natives) i no per les condicions desnaturditzants inicials (Figura 4). Aix0 requeriria un temps molt
llarg perqué implica una blsgueda extensa. El control cinétic representa la capacitat que tenen les
proteines de plegar -se rapidament (en una escala de temps biologica) i és depenent del cami de




plegament; és a dir, que I’ estructura final difereix segons les condicions desnaturalitzants inicias i
per tant, la proteina nomes pot assolir minims locals (Figura 4).

Energia Lliure

Minim local .
S Minim local
Hipotesi cinética o
Hipotesi cinética
Minim global
Hipotesi termodinamica

Figura 4. Representacio esquematica de les hipotesis cinética i termodinamica del plegament
proteic en funcié del’energialliure assolida per lesformesfinals.

Aquesta visio ddl plegament va conduir durant molts anys a una blsgueda de camins de plegament,
centrant-se en models cinétics fenomenologics. La cerca d'intermediaris de plegament com a
principas referents del cami de plegament d’una proteina van conduir cap a una nova quiestio: Els
intermediaris de plegament es troben dins-el-cami o bé fora-del-cami de plegament? (on-pathway
versus off-pathway) (Tsong i col., 1971; Ika i Tanford, 1971). Aquells intermediaris que es trobin

dins-el-cami ens indicaran € cami de plegament de la proteina, en canvi es dtres son formes no
productives.

En aquesta visio classica del plegament les dades que s empraven provenien del seguiment dels
canvis que s observaven en diverses propietats Optiques de les proteines quan aguestes passaven de
I’estat plegat a desplegat o viceversa. Quan les dades S gjusten a una exponencial smple es parla
d'una cinetica de dos estats, |’ estat natiu (N) i I’ estat desnaturaitzat (U); és a dir, que no s observa
la presencia d'intermediaris de plegament. S les dades S gusten a una exponenciad mdltiple,
[lavors s assumeix gue la proteina presenta més de dos estats de plegament, i cada estat addicional
correspon a un intermediari de plegament (I)(Figura 5).

|<:>U<::>N model off-pathway
U<::>I <::>N model on-pathway
U<:>|1<::> |2<:>...<:> N model seqliencial

Figura 5. Els3 models classics de plegament de protei nes. U indica la molécula
desplegada, N lamolécula en estat natiu i | un intermediari de plegament.



En aquests models classics s obté una visié de la mitjanadel comportament d’ una proteina, perd no

del comportament a nivell microscopic. La nova viso (the new view) del plegament de les
proteines es basa en models estadistics i a diferencia de la visié classica distingeix entre €ls estats

macroscopics i els microscopics. Els estats macroscopics son una distribucié de conformacions
individuals. No tenim una entitat Unica, sindé una barrga d estructures. De fet, dos estats
macroscopics diferents poden tenir la mgoria de les seves configuracions moleculars en coma.

Tot i que es nous modes pretenguin descriure els detalls microscopics de les conformacions
individuals, les dades experimentas tan sols ens donen una idea de la mitjana globa per sobre dels
detdls. Aixi doncs, de la mateixa manera que en la visé classica, s estan buscant maneres
d expressar €ls resultats dels model's de plegament per etapes. Es reorganitzen aguells trets en comu
que es poden identificar entre les trgjectories de plegament de les molécules individuds i, d’ aguesta
manera, es pot descriure quins esdeveniments dins € plegament d’ una proteina tenen Iloc primer
gue uns altres.

Per tant, e concepte de cami de plegament a través d’ esdeveniments seqliencials és substituit pel
concepte d'embut de plegament a través d esdeveniments paral.lels. Cada moléecula individua
segueix una determinada serie seqlencial de canvis conformacionals i findment totes elles es
retrobaran en I’ estructura nativa. En aguesta visié d embut de plegament |'eix vertical de I’embut
representa |’ energia lliure interna d’ una determinada configuracié d’ una cadena (ponts d’ hidrogen,
interaccions electrostatiques, energies dels angles de torsid..). Aquest vaor depen de les
condicions externes; per tant, € vaor de I’eix vertical estaen funcié de latemperaturai € solvent.
Els mdiltiples eixos laterals representen coordinades conformacionals (per exemple els angles
dihedricsf 1 y1,f 2 y2...) (Figura6).
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Figura 6. Embuts de plegament, I'eix vertical representa I’energia lliure interna i els eixos horitzontals
representen les coordenades conformacionals. 6A: embut de plegament corresponent a la “paradoxa de
Levinthal”. 6B: embut de plegament corresponent al concepte cami de plegament. 6C: embut de plegament
corresponent a un paisatge ener getic abrupte amb trampes cinétiquesi barreres ener gétiques.

També s'incorpora €l terme paisatges d energia (ener gy landscapes) que ensindical’ energialliure
de cada conformacio en funcié dels graus de llibertat. Cada conformacié esta representada per un




punt en la superficie d energia multidimensiond i aquelles conformacions geométricament similars
estan properes entre s en e paisatge d energia. En aquests paisatges hi podem trobar muntanyes,
gue corresponen a conformacions d'ata energia i valls, que corresponen a configuracions
energeticament més favorables que les del seu voltant.

La paradoxa de Levinthal, que es genera quan es va afrontar € problema del plegament de les
proteines a través del concepte de cami de plegament, és eliminada en aq uesta nova visé de
plegament. En la nova visio, quan comenca € procés de plegament, I'estat de plegament d'una
proteina no correspon a una unica forma (U), sin6 atot € conjunt de conformacions existents en €

paisatge energéetic, cada una de les quals seguira la seva propia trgjectoria per arribar @ minim
globd.

II.C.2 Mzetodes de seguiment del procés de plegament de proteines

aplicats a les proteines riques en ponts disulfur

Les proteines monodomini han sigut les més estudiades per tal de dilucidar € procés de plegament
a nivell atomic. En aguestes proteines € plegament in vitro i in vivo és molt semblant, ja que €
plegament no es produeix fins que ds residus C-terminas no estan lliures per interaccionar amb la
resta de la proteina (Neira i Fer sht, 1999 i Neirai col., 1997). Per tant, € plegament d’ aquestes
proteines no es produeix fins que han abandonant completament € cana del ribosomai a causa del
seu rapid plegament i débil interaccié amb les chaperones, es pot assumir que € seu plegament in
vivo ésmolt smilar a plegament in vitro (Corralesi Fersht, 1996).

En € cas concret de les proteines petites riques en ponts disulfur, la formacié dels ponts disulfur
dirigeix € plegament; per tant, caracteritzant les formes amb diferent nombre o aparellament de
ponts que es formen a llarg del procés podem caracteritzar € plegament. Per tal d’ estudiar a
bastament e procés de plegament d una proteina, les formes que apareixen en e transcurs del
procés ca que siguin aillades i caracteritzade s estructuralment. Idealment s haurien de poder aillar
totes les formes detectables, fossin predominants o0 minoritaries, per tal d anaitzar tant les seves
estructures com la seva evolucio durant laresta del procés de plegament (experiments de plegament
stop/go). Per tal d' aconseguir aixo, els diversos intermediaris ca que siguin capturats d’ una manera
reversible. Existeixen diversos métodes per a caracteritzar aquests intermediaris. la captura en medi
acid fou un dels primers sistemes utilitzats, perd latécnica de bescanvi H/D seguida per RMN o per
MS també doéna uns resultats molt acurats.

I1.C.2.1 Captura en medi acid

La captura de disulfurs (disulfide quenching) és una tecnica que ens permet atrapar €ls
intermediaris de plegament, separar-les i purificar-les (Creighton i col., 1978; Creighton i col.
1986). Inicidment aguesta técnica s aplicava d'una manera irreversible, ja que la captura de
disulfurs es duia a terme mitjancant la derivatitzacid6 quimica des tiols lliures (dquilacio).



Posteriorment es va desenvolupar la captura de disulfurs en medi &cid, que és un metode reversible
i ens permet realitzar experiments de plegament stop/go de les formes que s han aillat i purificat
(Weissman i Kim, 1991; Konischi i Scheraga, 1982). Aquest metode de captura de disulfurs ens
permet aturar € procés de plegament d’una proteina de manera senzilla, mitjangant I’ acidificacio
de la mostra fins a pH:3-4 (Konischi i Sheraga, 1982). A pH &cid s evita la formacio, trencament o
reorganitzacio dels ponts disulfur i consequentment podem aturar €l procés de plegament d una
manera rapida i reversible. La mostra pot ser seguidament analitzada cromatograficament (per
exemple, per HPLC de fase reversa (RP-HPLC)) i d’ aquesta maneraes pot fer un estudi quantitatiu
de les variants conformacionals presents a cada estadi del procés de plegament. Aquestes mostres
separades cromatograficament s usen per aredlitzar estudis estructurals (DC, RMN...) o bé, tornant
apujar € pH de la mostra, per seguir € procés de plegament de la forma aillada (experiments
stop/go).

El métode de captura en medi acid seguit per RRHPLC s ha utilitzat per estudiar un gran nombre
de proteines i ha permeés determinar el procés de plegament i/o desplegament del BPTI (Weissman

i Kim, 1991), la hirudina (Chatrenet i Chang, 1993),  PCl (Chang i cal., 1994), I'EGF (Chang,
1995), e TAP (Chang, 1996), i la RNasaA (Chang, 1999) entre altres.

I1.C.2.2 Bescanvi H/D

Latécnica del bescanvi H/D s ha usat durant molts anys per estudiar I’ estructurai € plegament de
proteines i peptids (Englander i col., 1997). Aquesta técnica es basa en la capacitat que tenen
alguns hidrogens de les proteines de bescanviar amb € solvent que els envolta (Figura 7). Aquests
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Figura 7. Esquema dels diferents tipus d’'hidrogens presents en una protei na. Els hidrogens units
covalentment a un atom de carboni (verd) no bescanvien, els que pertanyen a cadenes laterals (blau)
bescanvien molt rapid i normalment no es poden detectar i els hidrogens amida de la cadena principal
(vermell) son els que bescanvien a una velocitat que pot ser mesurada. Aquesta velocitat variara si els
hidr ogens estan involucrats en ponts d’hidrogen o no accessibles al solvent.



hidrogens 1abils 0 bescanviables poden estar protegits vers € bescanvi per la conformacio nativa de
laproteina, a causa de la seva participacio en laformaci6 de ponts d’ hidrogen o bé perque es troben

soterrats a I'interior de la molécula i per tant, no estan accessibles ad solvent (Englander i col.,
1996).

El bescanvi d aguests protons protegits requereix un procés de desplegament loca o global de la
proteina que els expos a solvent. D’ aquesta manera es perturba |’ entorn on es troba € proto labil,
provocant un canvi estructural en la proteinai per tant, | *estudi d’ aquesta cinética de bescanvi ens
permet obtenir informacio conformaciona (Huyghues-Despointesi col., 1999).

La cinética de bescanvi H/D depén, en gran part, del pH del medi i presenta un minim de bescanvi
a voltant d'un pH de 2-3, mentre que la velocitat de la reaccié augmenta tant a pH basic com apH
més cid (Figura 8). Per tant, cal treballar sempre amb sistemes bén tamponats.
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Figura 8. Cinetica del bescanvi H/D en funci6 del pH.

El bescanvi H/D s ha monitoritzat mitjancant diverses técniques experimentals (IR, UV, RMN, ESI
MS i MALDI-TOF MS), entre les quals la RMN i I’ espectrometria de masses sdn les que han
tingut una aplicacio més extensa.

I1.C.2.2.1 Bescanvi D/H seguit per RMN

L a ressonancia magnetica nuclear (RMN) és una tecnica que ens permet obtenir dades estructurals

detallades a nivell atomic de proteines en solucio. L’ espectroscopia de RMN usa radiacio de baixa
freqliencia, en € rang de la radiofreqiiéncia, que a ser absorbida per les molécules produeix una
reorientacio de I’ spin nuclear. Existeixen diversos nuclis susceptibles a aquest efecte, especialment

elsde 'H i dsde **C, que a ser exposats a un camp magnétic intens es poden alinear afavor (a) o



en contra (b) del camp magnétic. Aquesta transicio entre a i b es pot donar mitjancant la radiacio
de radiofreqiiencia, donant lloc a una ressonancia de protd i a un espectre d’ absorci6 caracteristic.
La posicio d' un determinat senya a |’ espectre, o desplacament quimic, depén de I’ambient en qué
es troba @ nucli d'hidrogen, produint-se una variacio en e desplacament quimic en funcié de la
densitat electronica circumdant. Quan es treballa amb macromolécules hi ha un gran solapament de
senyasi ca usar metodes bidimensionals per tal de mesurar les constants d’ acoblament spin-spin.
Els experiments COSY i TOCSY s utilitzen per a identificar els sistemes d'spin, ja que ens
permeten obtenir senyals seqliencials d’ acoblament spin-spin separats fins a 3 enllagos (NH-C*H,
C*H-C°H) i d'aguesta manera es poden assignar sistemes d'spin a determinats aminoacids.
Posteriorment cal comparar aquests resultats amb els del's experiments NOESY, que ens permeten
obtenir senyals no seqiiencials (NH-C”H, NH-C?1H) i d’ aquesta manera podem determinar la
sequiencia aminoacidica de la nostra proteina. Els espectres NOESY contenen un gran nombre de
NOEs (Nuclear Overhauser Effects), que corresponen a distancies entre protons de fins a 4A i per
tant, també trobem senyas entre aminoacids no seqiencias, sinG propers en |’estructura
tridimensiona. Aquests NOEs seran de gran importancia alhora de derivar un conjunt de possibles
estructures tridimentsionals compatibles amb les dades de partida.

De manera habitual, en & bescanvi H/D seguit per RMN, la proteina és inicialment desplegad aen
una solucio D,O-desnaturalitzant, de manera que tots els protons amida (NH) bescanviables es
deuteren i llavors sinicia e replegament per dilucié de lamostra. A diferents temps, diquotes de la
mostra son marcades amb un pols de 50 ms de H,O apH:9 (pul se labeling). En aguestes condicions
la cinética de bescanvi dels NH bescanviables que es troben lliures és molt alta (aproximadament 1
ms), en canvi es protons amida involucrats en ponts d hidrogen o bé amb poca accessibilitat a
solvent presenten una constant de bescanvi molt més lenta. D’ aguesta manera, els NH de les zones
no estructurades seran bescanviats, perd no els involucrats en estructures secundaries o bé enterrats
en € nucli hidrofobic de la molécula. Després d' aquest pols, es canvia a unes condicions de
bescanvi lent (pH acid) on € replegament pot continuar normalment, obtenint com a resultat una
molécula nativa que porta imprés un patr6 de marcatge per H corresponent a les variants
conformacionals presents en d moment en qué ha tingut lloc d pols de H,O. Aixi doncs, €
bescanvi D/H ens permet seguir € plegament d' una proteina através de laidentificacié dels NH no
protegits d llarg del procés (Roder i col, 1988; Udgaonkar i Baldwin, 1988).

La RMN també ens permet calcular la constant de bescanvi dels protons amida dissolent la proteina
en D,O i seguint la pérdua d'intensitat de senyal. De manera general, els protons amida es
classifiquen en dos grups en funcié de la seva velocitat de bescanvi: de bescanvi rapid i de bescanvi
lent. Els dltims protons amida a bescanviar estan involucrats en la formacié del nucli hidrofobic i
es coneixen com a nucli de bescanvi lent (slow exchange core). S ha suggerit que aquest nucli esta
format pels e ements d’ estructura secundaria que estan més empaguetats en I’ estructura nativa de la
proteina (Kimi col., 1993; Woodward, 1993) .





