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RESUM



Aquesta tesi es centra en la caracteritzacié funcional d’'una proteina de xoc de calor de baix
pes molecular (Small Heat Shock Protein — sHSP) de classe | de surera pel que fa a la seva
capacitat per protegir les cél-lules de I'estres i per estabilitzar les membranes. Les sHsps s6n
proteines que s’expressen en condicions d’estrés cel-lular. Encara que certs aspectes
funcionals de les sHsps son ben coneguts, el nostre treball aporta informacions noves sobre
el paper de les diferents regions de la proteina, especialment de la regié N-terminal.

L’objectiu concret d’aquest treball és determinar la funcié termoprotectora de QsHspl17.4-Cl,
una sHsp de classe | oobtinguda a partir de les cél-lules de fel-lema d’alzina surera, en un
model bacteria i analitzar la importancia de les diferents regions de la proteina en aquesta
funci6. Amb aquesta finalitat s’han dissenyat dues proteines parcials derivades de
QsHspl17.4-Cl: una a la que li falta la regié N-terminal (C105) i una altra amb practicament
tot el domini a-cristal-li deleccionat (N61), i una tercera, derivada de QsHs10-ClI, a la que li
falta la meitat del domini o-cristal-li (Hspl0). També s’estudia la possible capacitat
estabilitzadora de membranes i la capacitat de modificar I'expressiéo d’altres Hsps quan
s’expressa de forma heterologa.

Els nostres resultats demostren que I'expressidé de QsHspl7.4-Cl protegeix a les cel-lules
d’E.coli de I'estrés térmic alhora que la regié N-terminal i la regié consens Il del domini a-
cristal-li sén imprescindibles per aquesta funci6é de proteccio.

En relaci6 a un possible paper en les membranes, els estudis de localitzacio
subcel-lular mostren que QsHspl17.4-Cl colocalitza amb la fracci6 membranes i que la regio
N-terminal de la proteina és responsable d’aquesta colocalitzaci6. No s’ha pogut demostrar,
pero, que la localitzacié6 amb la membrana estigui associada a un efecte protector d’aquesta:
en cap cas la sobrexpressié de les proteines modifica la composicié d’acids grassos i només
N61, que no té accié termoprotectora, altera I'estat fisico-quimic de la membrana.

En estudis d’expressié de novo en E.coli s’ha observat que, a diferéencia de les altres
proteines heterologues, N61 activa I'expressié de la majoria de Hsps d’E.coli fent pensar en
una possible relacié entre I'estat fisic de la membrana i I'activacié de la resposta a I'estrés.

En resum, en aquest treball hem provat la capacitat protectora de QsHspl7.4 i aportem
noves dades sobre la importancia de la regié N-terminal i la regié consens Il del domini a-
cristal-li en aquesta funci6. Per altra banda, es suggereix que QsHsp17.4 podria interaccionar
amb la membrana d’E.coli i que la regi6 N-terminal seria imprescindible per aquesta
interaccié. Finalment hem determinat que les proteines que provoquen variacions en |'estat
de fluidesa de la membrana poden activar la resposta al xoc de calor per part de la cel-lula
bacteriana.
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Esta tesis se centra en la caracterizacion funcional de una proteina de choque de calor de
bajo peso molecular (Small Heat Shock Protein — sHSP) de clase | de alcornoque corchero en
lo que se refiere a la capacidad de proteger las células del estrés y a estabilizar las
membranas. Las sHsps son proteinas que se expresan en condiciones de estrés celular.
Aunque algunos aspectos funcionales de las sHsps son conocidos, nuestro trabajo
aporta nuevas informaciones sobre el papel de las distintas regiones de la proteina, en
especial de la regidon N-terminal.

El objetivo concreto de este trabajo es determinar la funcidn termoprotectora de
QsHspl7.4-Cl en un modelo bacteriano y analizar la importancia de las distintas
regiones de la proteina en dicha funciéon. Con esta finalidad se han disefiado dos
proteinas parciales derivadas de QsHspl7.4-Cl: una a la que le falta la region N-
terminal (C105) y otra con practicamente todo el dominio a-cristalino deleccionado
(N61) y una tercera, derivada de QsHspl10-Cl, a la que les falta la mitad del dominio a-
cristalino (Hspl0). También se estudia la posible capacidad estabilizadora de
membranas y la capacidad de modificar la expresion de otras Hsps cuando se expresa
de forma heterdloga.

Nuestros resultados demuestran que la expresion de QsHspl7.4-Cl protege las células
de E.coli del estrés térmico asi como que la region N-terminal y la regidon consensus |1
del dominio a-cristalino son imprescindibles para la funcién de proteccion.

En relaciobn a un posible papel en las membranas, estudios de localizacion
subcelular muestran que QsHspl17.4-Cl colocaliza con la fraccion membranosa y que la
region N-terminal es necesaria para dicha colocalizacién. Sin embargo, no se ha podido
demostrar que la localizaciéon en la membrana esté asociada a un efecto protector de
ésta: en ningun caso la sobreexpression de las proteinas modifica la composicion de
acidos grasos y solamente N61, que no tiene accién termoprotectora, altera el estado
fisico-quimico de la membrana.

En estudios de expresion de novo en E.coli se observa que, a diferencia de las
demas proteinas heterélogas, N61 activa la expresion de la mayoria de Hsps de E.coli
sugiriendo una posible relacién entre el estado fisico de la membrana i la activacion de
la respuesta al estrés.

En resumen, en este trabajo hemos probado la capacidad protectora de QsHspl17.4-Cl y
aportamos nuevos resultados sobre la importancia de la regién N-terminal i la regién
consensus Il del dominio a-cristalino en esta funcién. Por otro lado, se sugiere que
QsHspl7.4-Cl podria interaccionar con la membrana de E.coli y que la region N-terminal
seria imprescindible para dicha interaccion. Finalmente, hemos determinado que las
proteinas que provocan variaciones en el estado de fluidez de la membrana pueden
activar la respuesta de choque de calor por parte de la célula bacteriana.
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This thesis is focused in the functional studies of a Small Heat Shock Protein (sHsp).
sHsps are expressed under stress conditions. Although some functional aspects of these
proteins are known, our work aport new data about the role of the different protein
regions, especially the N-terminal region.

The aim of this work is to demonstrate a thermotolerance effect of QsHspl7.4-Cl in
bacterial cells and to analyze the importance of the protein regions in this function. To
achieve this objective two deletion mutants derived from QsHspl17.4-Cl were designed:
a protein lacking the N-terminal region (C105) and a protein where the entire -
cristallin domain is missing (N61) and a third mutant, derived from QsHspl10-ClI, that
bears half of the a-cristallin domain (Hspl0). To better understand the functional
mechanism of sHsps we study the membrane stabilizing capacity of QsHspl7.4-Cl as
well as its capacity to modify other Hsps expression.

Our results demonstrate that the expression of QsHsp17.4-Cl protects E.coli cells from a
heat shock and that the N-terminal region and the consensus region Il of the a-cristallin
domain are necessary for this protective function.

Related to a possible role in membranes, location studies suggest that
QsHspl17.4-Cl colocalizes with cell membrane fraction and that N-terminal region is
important for this location. However, no relation between membrane localization
and a protective effect has been demonstrated: Protein overexpression does not
modify membrane fatty acid composition and only N61, which has no
thermoprotection, changes membrane physical state.

Studies of E.coli de novo synthesis show that, unlike the other recombinant
proteins, the overexpression of N61 activates the expression of almost all E.coli
Hsps suggesting a possible relation between membrane physical state and the
activation of the heat shock response.

As summary, in this work we have demonstrated the thermoprotective capacity of
QsHspl17.4-Cl and we contribute with new data about the importance of N-terminal
region and consensus region Il of a-cristallin domain for this function. On the other
hand, we suggest the possibility that QsHsp17.4-Cl interacts with membrane and
that N-terminal region is important for this interaction. Lastly, we have observed
how changes in membranes fluidity state can activate heat shock response in
bacterial cells.
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PRESENTACIO

Aquest treball forma part d’'un projecte més ampli en el qual s’estudien diversos
gens expressats en les cel-lules del fel-lema d’alzina surera que estan implicats en
la resisténcia a I'estrés. S’ha partit d’'una llibreria de cDNA de fel-lema en procés de
suberificacié activa en la qual s’ha identificat, entre d’altres, el gen d’una proteina
de xoc de calor de baix pes molecular de classe | anomenada QsHspl17.4-Cl. Les
sHsps representen un dels mecanismes basics de la resposta cel-lular adaptativa a
I'estres de les plantes, s’acumulen en grans quantitats i en general, tenen funcié de
xaperones moleculars protegint proteines desnaturalitzades evitant-ne la precipitaci6.

El treball objecte d’aguesta memoria consisteix en estudiar la capacitat de
QsHspl7.4-Cl de conferir tolerancia a l'estrés i interaccionar amb les membranes
mitjancant I'expressié heterdloga en un model bacteria aixi com analitzar el paper
dels diferents dominis en la funcié. QsHsp17.4-Cl és una proteina representativa de
les sHsps de classe | de planta i les dades de funcionalitat in vivo i del paper dels
diferents dominis que s’obtinguin serveixen de model per aprofundir en el

coneixement de les sHsps.

El fel-lema de surera i el possible paper de les proteines d’estrées
La biologia de la surera és interessant per les importants adaptacions al clima
mediterrani que presenta (Caritat et al 2000), per la seva capacitat de viure en sols

molt pobres amb contingut elevat de Fe i Mn (Robert et al. 1996; Caritat et al. 1996) i
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molt especialment per les caracteristiques del seu fel-lema que li confereix la capacitat
Unica de produir suro.

El fel'lema és un teixit limitant extern que protegeix les plantes amb creixement
secundari. Es un teixit senescent format per l'acumulacié de cél-lules suberificades
derivades del fel-logen. Forma la capa externa de la peridermis que substitueix a
I'epidermis. Durant el procés de diferenciacio, les cel-lules del fel-lema estan sotmeses a
un fort estrés metabolic, principalment estrés oxidatiu, degut a la generacié d'espéecies
d’oxigen reactives per part de les lacases i peroxidases que actuen en el procés de
suberitzaci6 (Whetten i Sederoff, 1995; Wojtaszek 1997). Les cél-lules del fel-lema,
mentre s’estan diferenciant, sobreviuen en aquestes condicions d’estrés tant
desfavorables. Generalment les cel-lules del fel-lema tenen una vida curta pero, un cop
mortes esdevenen una eficient barrera protectora davant la radiacié, pérdua d’aigua i
entrada de patogens.

En la majoria de plantes llenyoses, el fellema forma una capa prima i les
cél-lules moren rapidament (Romberger et al. 1993). En la surera, el fel-logen persisteix
i els diferents anells s’Tacumulen permetent la formacié d’'una escorca suberificada molt
gruixuda constituint, el suro, un material que s’explota comercialment. Les cél-lules del
fel-lema de l'alzina surera creixen més, es divideixen més intensament i acumulen més
capes de suberina que altres quercinies com l'alzina o el roure, amb les quals
comparteix territori i s'hibrida. En cada periode de creixement estacional es formen

unes 60 capes de cél-lules formades gairebé exclusivament per cél-lules suberificades.

La nostra hipotesi de treball és que els mecanismes de proteccido de les cél-lules del
fel'lema proporcionen tolerancia a les condicions d'estrés metabolic endogen produides
pel propi procés de suberificacidé per permetre el creixement i el dipdsit de suberina. Un
d’aquests mecanismes podria ser la preséncia de proteines d’estrés i especialment les
proteines de xoc de calor de baix pes molecular (sHsps), components essencials de la
defensa de les cél-lules a I'estrés.

D’entre les proteines d’estrés del fel-lema de Quercus suber, QsHspl17.4-Cl és
una proteina de la familia de les sHsps de classe | que s’expressa de forma massiva. Pel
seu caracter de proteina massiva i pel fet que altres sHsps de pesos moleculars
semblants tenen papers importants en la proteccid de les cél-lules enfront I'estrés en
altres espécies arbories (Soto et al., 1999) pensem que QsHspl7.4-Cl podria jugar un

paper important en la supervivéncia de les ceél-lules del fel-lema.



Introduccié

INTRODUCCIO




Introduccié

1. INTRODUCCIO

1.1 Les proteines de xoc de calor de baix pes molecular

1.1 — La resposta al xoc de calor
Les proteines de xoc de calor de baix pes molecular

1.2 — Les sHsps a les plantes
Classificacio

1.3 - Expressio de les sHsps
Inducci6 per estrés
Inducci6 en processos clau del desenvolupament

1.2.- Estructura i funcié molecular de les sHsps.

2.1 — Regions de les sHsp
Regi6é N-terminal
Domini a-cristal.li
Extensié C-terminal

2.2 — Plegament de les sHsps
Monomer
Dimer
Oligdmer

2.3 — Caracter de xaperones moleculars
Funcié xaperona
Mecanisme d’unié a substrat



Introduccid

1 — LES PROTEINES DE XOC DE CALOR DE BAIX PES
MOLECULAR (sHsps).

1.1 — La resposta al xoc de calor

Tots els éssers estan exposats a canvis ambientals, accié de les radiacions solars, altes
temperatures... que provoquen, en molts casos, estrés a nivell cel-lular. En situacions
d’estrés els patrons d’expressio genica de les cél-lules canvien drasticament: mentre es
reprimeix I'expressié d’alguns gens, d’altres s6n fortament induits. Entre els gens que
s’'indueixen per estrés s’hi troben les anomenades proteines de xoc de calor o “Heat

Shock Proteins” (Hsps).

L’estudi de la resposta al xoc de calor es va iniciar amb I'observacié dels canvis que es
donen en els cromosomes politénics de les glandules salivals de Drosophila quan sén
sotmeses a xoc termic (Ritossa et al., 1962) i va tenir un rapid creixement quan es van
descriure per primera vegada una série de proteines induibles per calor possiblement
associades als canvis cromosomics (Tissieres et al., 1974). La resposta al xoc de calor
implica una reprogramacié, de forma transitoria, a nivell d’expressié génica i la sintesi
de les proteines de xoc de calor (Schoffl et al., 1998). Posteriorment s’ha vist que les
proteines induibles per calor també ho sén per altres tipus d’estrées com la
deshidratacio, el fred i l'estrés oxidatiu, per exemple (Vierling et al., 1991). La
universalitat i conservacié al llarg de I'evolucié d'aquesta resposta fa pensar que les
Hsps tenen un paper fonamental en la supervivéncia de les cél-lules en condicions
d’estrés (Jinn et al. 1993).
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En general es considera que el paper de les Hsps és el de xaperones moleculars,
molécules capaces d’'unir-se a proteines parcialment desnaturalitzades mitjancant
interaccions hidrofobiques, evitant la formacié d’agregats proteics irreversibles i
permetent la seva renaturalitzaci6 en un procés depenent d’ATP (Low et al., 2000;
Scharf et al., 2001).

En eucariotes s’han descrit diverses classes de Hsps que es classifiguen segons
I’'homologia i el pes molecular en dos grans grups: les proteines de xoc de calor d’alt
pes molecular o High molecular weight heat shock proteins hHsps (Hsp110, Hsp9O0,
Hsp70, Hsp60) i les proteines de xoc de calor de baix pes molecular o small Heat shock
proteins (sHsps) amb pesos moleculars compresos entre 10 i 30 KDa. Si bé les diferents
Hsps tenen propietats funcionals diferents, totes estan relacionades per la induccio per
estrés i pel caracter de xaperones.

Les families de Hsps d’alt pes molecular presenten una considerable homologia
de sequeéencia al llarg de tota la proteina, fins i tot entre eucariotes i procariotes
(Montfort et al., 2002). La familia de les sHsps, en canvi, es caracteritza per una gran
diversitat de seqiiéncia compartint només un domini central anomenat domini a-cristal-li
(Narberhaus et al., 2002).

Les proteines de xoc de calor de baix pes molecular

Les sHsps formen un grup de proteines molt divers present en gairebé tots els éssers
vius. Sén proteines de baix pes molecular (10-30kDa) que s’indueixen massivament en
condicions d’estrés, arribant a representar en alguns casos més del 1% de la proteina
total de la cel-lula. Es relacionen principalment amb la resisténcia a I'estres pero, també
s’expressen en moments del desenvolupament en els quals es produeix estrés cel-lular
(Morange 1998). Defectes en I'acumulacié de sHsps s’han relacionat amb malalties com
les cataractes, el Parkinson o I’Alzheimer (Horwitz 2000).

Les sHsps comparteixen un domini conservat d’'uns 90 aminoacids anomenat
domini a-cristal-li o domini de xoc de calor (Scharf et al., 2001) flanquejat per una
regio N-terminal de longitud variable i una curta cua o extensié C-terminal. El
domini a-cristal-li, que distingeix les sHsps d’altres petites proteines induides també per
estres termic (Boston et al., 1996), va ser descrit per primera vegada en les proteines
oA- i aB- cristal-lines de la lent de l'ull de (Horwitz et al. 1999). Posteriorment, aquest

domini s’ha estudiat en sHsps de bacteri, arquees i eucariotes.
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1.2 — Les sHsps en plantes

A diferéncia dels animals, les plantes es caracteritzen per tenir una gran abundancia i
diversitat de sHsps. Aquest fet es deu segurament a la necessitat de les plantes a una
rapida adaptacié a unes condicions atmosfériques de temperatura, llum o humitat
sempre canviants (Sun et al., 2002). La bibliografia que informa sobre la relacié entre
I'acumulacié de sHsps i la resistéencia de les plantes a l'estres és molt abundant
(Wehmeyer i Vierling, 2000).

Les sHsps sOn especialment importants en les plantes perqué: (i) sén les proteines
dominants en el perfil de sintesi proteica en resposta al xoc de calor (en altres
eucariotes les Hsps dominants sén les Hsp70); (ii) per qué sbén proteines massives
(determinades sHsps poden representar més d’un 1% del total de proteina en fulla o
arrel estressades, Waters et al., 1996); i (iii) per la gran diversitat genética que
presenten aquestes proteines (les plantes tenen almenys 6 families de sHsps codificades
en el DNA nuclear, Scharf et al., 2001). L’elevat grau de diversificaci6 de les sHsps
probablement reflecteix adaptacions moleculars a condicions d’estrés Uniques en plantes
(Waters et al. 1996). S’ha de tenir en compte, pero, que alguns organismes animals
presenten una diversitat de sHsps més gran de la que fins ara se’ls atribuia. En huma,
per exemple, es coneixen 9 sHsps diferents (Kappé et al., 2001), el genoma de
Caenorhabditis elegans codifica per 16 sHsps (Ding i Candido, 2000) i el de Drosophila
melanogaster per 12 (Sébastien et al., 2001).

El llinatge de les sHsps de planta sembla haver evolucionat de forma independent
després de la divergéncia entre plantes i animals (Jong et al., 1998). Les diferents
families de sHsps apareixen per duplicacié genica i divergéncia fa uns 150 milions
d’anys, abans de la separacié entre monocotiledonies i dicotiledonies. En comparaci6
amb altres organismes, la diversificacido ha estat molt rapida. En les plantes, les forces
de selecci6 varien en funcié de la diversitat d’habitats, fent que tot i compartir una

funcié general, moltes sHsps tinguin funcions especifiques (Waters et al., 1995).
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Classificacio de les sHsps de planta

En plantes s’han descrit 6 families multigéniques nuclears que han estat classificades en
funcié de la seva homologia de sequéncia (principalment en la regié N-terminal i
I'extensié C-terminal) i de la localitzacié intracel-lular (Scharf et al., 2001). Dues
families, les sHsps de classe 1 i Il respectivament, i una tercera recentment
identificada com a classe 111, que no tenen péptid senyal per cap organul i es
consideren citoplasmatiques. Les altres tres families corresponen respectivament les
sHsps que es troben al reticle endoplasmatic, classe ER, als cloroplasts, classe P, i als

mitocondris, classe M (Waters et al. 1996).

Les sHsps de classes | i Il presenten una gran homologia i les diferéncies es concentren
en les regions N- i C-terminal (Waters i Vierling et al., 1999b). En Arabidopsis thaliana
s’ha trobat una sHsps, designada com classe lll, localitzada preferentment a nucli i que
interacciona amb les sHsps | i Il. Un membre d’aquesta classe 11l s’ha trobat també en

tomaquera (Schéarf et al., 2001).

Les families d’sHsps organelars: classe M, classe P i classe ER, contenen els peptids
senyal de translocacié a l'organul corresponent (Waters et al., 1996). Les sHsps
organel-lars semblen haver sorgit d’una duplicacié génica nuclear, segurament de gens
de la classe | o del seu precursor (Waters i Vierling, 1999a). Aquest mecanisme evolutiu
és diferent d’altres Hsps cloroplastiques o mitocondrials com HSP70 que tenen un origen

endosimbiotic, i per tant molt més antic (Boorstein et al., 1994).

L'analisi del genoma d’Arabidopsis thaliana ha revelat en aquesta planta I'existéncia de
dinou sequiéncies relacionades amb les sHsps. D’aquestes, nou soén citoplasmatiques (sis
de classe CI, dos de classe Cll i una de classe CIIl) i quatre organel-lars (una de classe
ER, una de classe P i dues de classe M). Les altres sis sén sequéncies amb menor
homologia que han estat anomenades com sHsp-like proteins (Scharf et al. 2001). El
caracter multigenic de la familia de les sHsps també s'ha confirmat per la técnica del
Southern blot en varies especies com, per exemple, la perera (DeRocher et al. 1991) o

la maduixera (Medina-Escobar et al. 1998).

10



Introduccid

1.3 — Expressio de les sHsps

Induccioé per estres

En general, en absencia d’estres, les sHsp no s’expressen ni a nivell d’mRNA ni a nivell
de proteina pero en condicions d’estrés s’acumulen rapidament i de forma proporcional
a la intensitat i durada de I'estrés (Waters 1996). El patré bidimensional de les sHsps
varia segons l'espécie i el teixit indicant que diferents polipéptids o isoformes intervenen
en diferents situacions (DeRocher et al. 1991; Hernandez i Vierling, 1993; zur Nieden et
al. 1995 i Wehmeyer et al. 1996; per Quercus suber vegis Puigderrajols et al.,2001 i
Jofré et al., 2003). Un cop l'estrés ha disminuit les sHsps es mantenen forca estables
amb vides mitges entre 30 i 50h suggerint la possibilitat de que també siguin

importants durant la recuperacio de I'estrés (Waters et al., 1996).

L’estreés térmic no és I'nic estimul que activa la transcripcié dels gens de xoc de calor.
Les sHsps en plantes s’indueixen també per altres tipus d’estrés com I'estrés oxidatiu
(0z6, peroxid d’hidrogen, radiacié UV i gamma), baixes temperatures, estres hidric,
tractaments hormonals, metalls pesats, etc. (Sun et al. 2002) (Taula 1). Un fet
caracteristic de les sHsps és la protecci6é creuada, és a dir, la pre-exposicié a un xoc de
calor proporciona resisténcia a I'estrés oxidatiu (Crawford i Davies 1994; Banzet et al.
1998), l'estrés sali (Harrington i Alm 1988), els metalls toxics (Wollgiehn i Neumann
1995) i el fred (Sabehat et al. 1996 i 1998).

Induccid en processos clau dels desenvolupament

La funcié de les sHsps també es déna en moments claus del desenvolupament com el
cicle cel-lular, la gametogenesi, la maduracié dels fruits o I'embriogénesi (Nover, 1997)
(taula 1).

La induccié de sHsps durant el desenvolupament ha estat descrita procariotes, on s’ha
detectat I'expressié durant I'esporul-laci6 (Cunningham i Spreadbury, 1998), i en
eucariotes: Heikkila et al. (1997) van localitzar I'’expressiéo de Hsp30 en els embrions de
Xenopus. En Drosophila, Marin i Tanguay, (1996) van observar I'expressié de Hsp27
durant I'oogenesis mentre que Amin et al. (1991) van determinar que la expressio de
Hsp27 i Hsp23 s’activava durant el desenvolupament. En C.elegans, Ding i Candido,
(2000a — 2000b) van detectar l'acumulacié de varies sHsps durant el quart estadi

larvari, mentre que en mamifers Gernold et al. (1993) van observar com en
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I’'embriogénesis de rata, Hsp25 s’acumulava en diversos teixits com el cor o els musculs

de I'espatlla.

També en plantes s’ha detectat I'expressié de sHsps en diferents processos de
desenvolupament. L'expressiéo de sHsps es dona tant en I'embriogénesi somatica com
en la zigotica (Pitto et al. 1983). Aquesta expressio és transitoria i depen de l'estat de
desenvolupament de la llavor. La sintesi i acumulacié de sHsps comenca abans que es
doni una dessecacio notable de la llavor i augmenta fins arribar a un maxim en I'embrié
madur (per Q.suber vegis Puigderrajols et al., 2001). Es creu que les sHsps tenen una
funcié en els processos finals de la maduracio de la llavor quan s’adquireix la dormancia
i la tolerancia a la dessecacidé (Coca et al. 1994; Wehmeyer et al.1996; Wehmeyer i
Vierling, 2000). La tolerancia a la dessecacié permet a la llavor assecar-se, ser
emmagatzemada per un periode de temps llarg i continuar retenint la viabilitat (Ingram
i Bartels, 1996). El fet que les sHsps s’acumulin al llarg de I’embriogénesi, procés en el
disminueix el contingut d’aigua de forma notable (Coca et al. 1994 i 1996) i que en
teixits vegetatius diverses sHsps s’expressin en resposta a I'estrés hidric (Alamillo et al.
1995; per Q.suber vegis Pla et al. 1998), juntament amb I'analisi de diversos mutants
de maduracié de la llavor en Arabidopsis (Wehmeyer i Vierling, 2000) indica que les

sHsps podrien estar també implicades en la tolerancia a la dessecacio.

Condicions

Especie

SHsp

Desenvolupament
embrionari

Germinacié

Embriogénesi
somatica

Desenvolupament
del pollen

Maduraci6 dels
fruits

Estrés osmotic

Heliantus annus
Pisum sativum
Arabidopsis thaliana
Lycopersicon esculentum
Arabidopsis thaliana
Pseudotsuga menziesii
Hordeum vulgare
Douglas fir

Medicago sativa
Nicotiana tabacum
Lilium

Zea mays

Nicotiana tabacum
Lycopersicon esculentum

Heliantus annus

Craterostigma plantagineum

—» Quercus suber

12

HaHspl17.6-Cl (1)

HaHsp17.9-Cll (2)

PsHsp18.1-Cl i 3 de relacionades (3)
PsHsp17.7-Cll i 2 de relacionades (3)
AtHsp17.4-Cl, AtHsp17.6-Cl (4)
AtHsp17.7-Cll (5)

LpHspl17.7-Cl homoleg (6)
LpHsp17.3-Cll homoleg (6)
AtHsp17.4-Cl, AtHsp17.6-Cl (4)
AtHsp17.7-Cll, AtHsp17.6-Cll (5)
cDNA DF4-5 (classe ClI) (7)
HvHsp26.8-P, HvYHsp26.9-P (8)
PM18.2A (classe Cl) (13)
Hsp18.1 (classe CI) (9)
MsHsp18.2-Cl (9)

NtHsp18-Cl (10)

cDNA homoleg a sHsps-Cl (11)
ZmHsp17-Cll (12)

NtHsp18-Cl (13)

LpHsp17.7-Cl homoleg (6)
LpHsp17.3-Cll homoleg (6)
LeHsp23.8-P (14)

TOM111 (classe P) (14)
HaHsp17.6-Cl (15)
HaHsp17.9-Cll (15)
HaHspl17.6-Cl homolegs (16)
HaHsp17.9-Cll homolegs (16)
QsHspl17.4-Cl (17)
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Acid abscisic

GA, MeJA i auxina
Estres oxidatiu

Fred

Metalls pesats

Fotoperiode
Temperatura normal

Arabidopsis thaliana

—» Quercus suber

Heliantus annus
Craterostigma plantagineum

Douglas fir

—» Quercus suber

Lycopersicon esculentum
Petroselium crispum
Oryza sativa

Arabidopsis thaliana
Solanum tuberosum
Lycopersicon esculentum

Morus bombycis
Castanea sativa
Medicago sativa

Arabidopsis thaliana
Pharbitis nil
Craterostigma plantagineum

AtHsp17.4-Cl, AtHsp17.6-Cl (5)
QsHspl17.4-Cl (17)
HaHsp17.6-Cl (1)
HaHsp17.6-Cl homolegs (16)
HaHsp17.9-Cll homolegs (16)
PM18.2A (classe Cl) (13)
QsHspl17.4-Cl (17)
Hsp22 (classe M) (18)
Hsp17.9-Cl (19)
OsHsp26.6-P (20)
AtHsp17.7-Cll (5)
Cl19 (classe ER) (21)
TOMG66 (classe CI) (22)
TOM111 (class P)/LeHsp23.8-P (22)
WAP20 (classd ER) (23)
CsHspl17.5-Cl (24)
Hsp18.1 (classe CI) (9)
MsHsp18.2-ClI (9)
AtHsp17.7-Cll, AtHsp17.6-ClII (26)
sHsp-1 (classe CIl) (25)
HaHsp17.6-Cl homolegs (16)

Taula 1. Expressié de sHsps de Quercus suber en relacié a les altres sHsps estudiades en
condicions diferents a l'estrés termic. Els noms estan adaptats segons la nomenclatura
proposada per Scharf et al. 2001. Els noms de les sHsps que no estan completament
seqlienciades no s’han adaptat pero, s'indica la classe a la qual pertanyen: CI i CII
(citoplasmiques/nuclears), ER (reticle endoplasmatic), P (plastidis/cloroplasts) i M
(mitocondrials). GA: acid giberél'lic; MeJA: metil jasmonat. Modificat De Sun et al. 2002.
Referencies: (1)Almoguera et al. 1992; (2)Coca et al. 1994; (3)DeRocher et al. 1994; (4)Wehmeyer et
al. 1996; (5)Sun et al. 2001; (6)Low et al. 2000; (7)Tranbarger et al. 1996; (8)Kruse et al. 1993;
(9)Gyorgyey et al. 1991; (10)Zarsky et al. 1995; (11)Bouchard 1990; (12)Dietrich et al. 1991; (13)
Kaukinen et al.1996; (14)Lawrence et al. 1997; (15)Almoguera et al. 1993; (16)Alamillo et al. 1995;
(17)Pla et al. 1998; (18)Lee et al. 1997; (19)Eckey-Kaltenbach et al. 1997; (20)Lee et al. 2000;
(21)van Berkel et al. 1994; (22)Sabehat et al. 1998; (23)Ukaji et al. 1999; (24)Soto et al. 1999;
(25)Krishna et al. 1992; (26) Sun et al. 2002.
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1.2 — ESTRUCTURA | FUNCIO MOLECULAR DE LES
SHsps

2.1 — Regions de les sHsps

Les sHsps sOn proteines de longitud variable i pesos moleculars que oscil-len entre 10 -
30kDa perd totes presenten tres regions diferenciades: un domini a-cristal-li molt
conservat, flanquejat per una regié N-terminal de longitud i seqiéncia variables a
davant i una extensié C-terminal generalment curta o fins i tot absent a darrera.

La fig.1 mostra l'alineament de la seqUéncia aminoacidica de quatre sHsps de
planta incloent QsHspl17.4-Cl en la qual es poden observar les tres regions tipiques de

les sHsps de planta i I'’elevat grau d’homologia.

- Regi6 N-terminal: Es la regié6 més variable, la varietat en la seqiléncia i en el
nombre d’aminoacids fa dificil definir uns limits exactes entre aquesta regi6 i el
domini a-cristal-li. Generalment, esta formada per 40-50 aminoacids perdo han
estat descrites proteines amb regions N-terminals més curtes, com Hspl2.2 de
C.elegans amb només 26 aminoacids, i proteines amb regions N-terminals més
llargues, com la aB-cristal-lina de mamifer amb 67 aminoacids. En aquesta regio
s’hi localitza el péptid senyal responsable del transport intracel-lular de les
proteines al mitocondri, cloroplast o reticle endoplasmatic. Per altra banda, Yeh
et al. (2002) van identificar, en aquesta regid, una sequiéncia conservada de set
aminoacids (del 30 al 36) molt important per la funcié protectora de OsHspl16.9

d’arros.
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regiéo N-terminal

QsHspl7.4-Cl MALS-LFG-GRRSNVFDPFSLD IWDPFEG--FSAVASVPPSA-RETTAFATARI 49
OsHsp16.9-Cl MSLV-=---- RRSNVFDPFSLDLW-DPFDSVFRSVVPATSD--NDOTAAFANARL 45
TaHsp16.9-Cl MSIV-———-— RRSNVFDPFA-DLWADPFD-TFRSIVPAISGGGSETAAFANARM 46
PsHsp18.1-Cl MSL IPSFFSGRRSNVFDPFSLDVWDPLKDFPFSNSSPSASFP-RENPAFVSTRV 53
Kook ok kkAAAAAAR. K K oo* R
[al ][ a2 1 [ a3 1__

domini a-cristal-li

consensus |1 consensus |

QsHspl17.4-Cl DWKETPEAH I FKADLPGLKKEEVKVEVEDGNVLQ I SGERSKEHEEKNDKWHRVERSCGKFMRRFRLPENAKVDQVKANMENGVLTVMVPK 90
OsHsp16.9-ClI DWKETPESHVFKADLPGVKKEEVKVEV EEGNVLV I SGQRSKEKEDKNDKWHRVERSSGQFMRRFRLPENAKVDQVKAGLENGVLTVTVPK 90
TaHsp16.9-ClI DWKETPEAHVFKADLPGVKKEEVKVEVEDGNVLVVSGERTKEKEDKNDKWHRVERSSGKFVRRFRLLEDAKVEEVKAGLENGVLTVTVPK 90
PsHsp18.1-Cl DWKETPEAHVFKADLPGLKKEEVKVEVEDDRVLQ I SGERSVEKEDKNDEWHRVERSSGKFLRRFRLPENAKMDKVKASMENGVLTVTVPK 90

HAAAA < sk ke Kok Ak RRRRAAAR K AR sk ks sk AR L RRAAARR Kok AR - AR s AAR s RAAARAR Ak

B2 B3 __B4 __B5 _B6_ —B7__ B8 __ B9
extensié C-terminal
QsHspl7.4-ClI EEQKKPAVKAIEISG 15
OsHsp16.9-Cl AEVKKPEVKAIEISG 15
TaHsp16.9-Cl AEVKKPEVKAIQISG 15
PsHsp18.1-Cl EEIKKAEVKSIEISG 15

d Kk kkk

B10

Fig. 1. Alineament de la seqiiencia aminoacidica de sHsps CI de plantes (ClustalW). Les seqiiéncies son
de QsHspl7.4-Cl (AJ000691), Oriza sativa OsHspl6.9 (P27777), Triticum aestivum TaHspl16.9
(S21600) i Pisum sativum PsHsp18 (M33899). S’indiquen les regions consens | i Il del domini a-cristal-li
especifiques de sHsps-Cl de planta a sobre les seqtiencies i I’estructura secundaria descrita per TaHsp16.9
(Montfort et al., 2001) a sota. En negreta s’indiquen les regions d’unié a substrat descrites per PsHsp18-
Cl (Lee et al., 1997) i en negreta i cursiva els aminoacids essencials d’aquestes regions descrits per
OsHsp16.9-Cl (Yeh et al., 2002).

Domini a-cristal-li: Es la regi6 més gran i conservada de la proteina. Esta
formada per uns 90 aminoacids entre els quals es diferencien dues zones
altament conservades: la regié consens Il i la regié consens |. La importancia
d’aquest domini per la funcié de les sHsps ha estat descrita en diversos treballs
(Narberhaus et al., 2002), pero el paper de les dues regions consens encara no
és ben conegut. Yeh et al. (2002) van demostrar que la regié consens Il era
molt important per la funcié de Hspl16.9 d’arrdos. Van determinar una seqiéncia
de sis aminoacids (EEGNVL) i més concretament dos aminoacids d’aquesta regio

(EE) com imprescindibles per la termoproteccié de cél-lules bacterianes in vivo.
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- Extensié C-terminal: Es la regi6 més curta de les sHsps. Generalment esta
formada per 10-15 aminoacids perd en alguns casos és molt més curta. Es el cas
de Hspl2.2 de C.elegans amb una extensidé C-terminal formada per un sol
aminoacid o el cas de Hspl2.6 de C.elegans i Hsp20 de mamifer en les quals és
absent. El fet que la seva abséncia no provoquin canvis en la funcié protectora
de la proteina en cél-lules vives fa pensar que aquesta regié té un paper poc
important per la funcié. Per altra banda, pero, en dues sHsps del bacteri
B.japonicum, s’ha identificat un motiu molt conservat (I-X-1) la mutacié del qual

empitjora I'activitat xaperona in vitro (Studer et al., 2002).

2.2 — Plegament de les sHsps

El péptid lineal amb les seves tres regions caracteristiques (N-terminal, a-cristal-li i C-
terminal) es plega formant monomers tridimensionals. Una caracteristica de les sHsps
és la capacitat d’interaccié dels monomers per formar dimers primer i grans
complexos, anomenats oligomers, posteriorment. EI nombre de monomers o
subunitats que formen els oligdmers és variable (entre 9 i 24) originant-se oligdmers de
200-300 kDa en plantes (Waters et al. 1996) i d'entre 400 i 800 KDa en les a-
cristal'lines i sHsps de llevats i mamifer (Groenen et al. 1994; Ehrnsperger et al. 1999;
Kirschner et al. 2000). La formacié dels oligdmers és un requisit indispensable per la
funcié xaperona de les sHsps. Les sHsps que, de forma natural o artificial, han perdut la
capacitat de formar oligomers, perden també la funcié xaperona (Leroux et al., 1997b;
Kokke et al., 1998; Studer et al., 2002; Stromer et al., 2004).

Monomer

La primera estructura cristal-lina d’una sHsp va ser descrita per Kim et al. (1998). Es
tracta d’'una sHsp (Hspl16.5) de Methanococcus jannaschii i la seva estructura va ser
descrita amb una resolucié de 2,9 A. Més tard es va descriure I'estructura cristal-lina
d’'una sHsp eucariotica (TaHspl16.9), una sHsp de classe | de blat (Montfort et al.
2001). Tot i que ambdues proteines presenten una similitud de sequéncia forca baixa
(23%) el plegament del monomer és molt similar i segurament és extrapolable a la

majoria de sHsps (Fig.2).

El domini responsable de mantenir I'estructura del monomer és el o-cristal-li, que

constitueix aproximadament el 70% de la proteina. Es plega formant nou cadenes
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disposades en un “sandwich” de dos fulls-p antiparal-lels (“sandwich-p”). Les cadenes
B2, B3, B9 i B8 formen un dels fulls-p mentre que l'altre esta format per les cadenes pB7,
B5 i p4. Entre les cadenes B7 i B5 s’estén un gran llag (loop) que conté la cadena 6
(Fig. 2).

La regié6 N-terminal forma un bra¢ de tres hélix-a unides per “random coil” i
situades externament al cor de la proteina mentre que I'extensié C-terminal forma una
cua, amb una cadena-B (B10), que també s’allunya del domini central. Aquestes dues

regions no tenen un paper fonamental en I'estructura del monomer.

b)
hélix-a
Domini

., a-cristal-li
Regio
N-terminal

e e ‘“"FFJ Extensio
T C-terminal

10

Fig.2- Estructura cristal-lina del monomer de TaHsp16.9 descrita per Montfort et al.,
2001.a) Monomer b) Monomer amb les regions senyalades: regié N-terminal (requadre en
verd), domini a-cristal-1i (requadre negre) i extensié C-terminal (requadre vermell).

Dimer
Per formar dimers cada monomer interacciona amb un altre monomer mitjangant ponts
d’hidrogen, interaccions hidrofobiques i interaccions idoniques. En aquestes interaccions
intervé el domini a-cristal-li que és el responsable de mantenir I'estructura. Les
interaccions més important per la formacié i estabilitzacié del dimer s6n les que es
donen entre els residus del lla¢ (o loop), concretament la cadena 6, que s’estén des de
el “sandwich-p” d’'un monomer fins al “sandwich-f” del mondomer vei on interaciona
antiparal-lelament a 2 formant un full-g de 5 cadenes (Montfort et al., 2002) (Fig.2-3).
La regié N-terminal no té un paper destacat en I'estabilitzacié del dimer. En el
cas de la sHsp descrita per Montfort et al. (2001), TaHsp16.9, el dimer presenta dos
dominis N-terminals estructuralment diferents, mentre que un manté I'estructura en
brag amb 3 hélix-a, l'altre esta totalment desordenat, no presenta cap estructura

definida.
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L’'extensio C-terminal tampoc és molt important per mantenir I'estructura del
dimer. Les dues cues C-terminals que trobem en un dimer tenen diferent orientacio, la

qual cosa sera discutida més avall en relacié al plegament de I'oligdmer.

El dimer és la forma d’agregaciéo basica més petita en que es troben les sHsps en la
natura. Després de sintetitzar-se els monomers interaccionen rapidament per formar
dimers. ElI dimer és [Il'estructura més petita intercanviable. Diferents dimers
interaccionen entre si per formar oligdomers que poden dissociar-se novament en
dimers. El dimer es considera la unitat realment activa d’unié al substrat. Un dels dltims
treballs (Stromer et al., 2004) demostra que en condicions normals de creixement,
Hsp26 de S.cerevisiae, es troba en forma d’oligomer. En condicions d’estrés, pero,
aquest oligomer es dissocia en dimers que seran els responsables de la interacci6 amb
les proteines desnaturalitzades. Els dimers sén doncs, I'estructura funcional de les

SHsps.

Fig. 3 — Estructura cristal-lina del
dimer de TaHspl6.9 descrita per
Montfort et al., 2001.
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Oligomer

Si bé els monomers mostren una gran similitud en el plegament, la variabilitat pel que
fa a l'estructura dels oligdmers és molt gran. El nombre de monomers que formen
I'oligomer varia en funcié de les diferents sHsp: 9 en Hspl6.3 de Mycobacterium
tuberculosis (Chang et al., 1996), 12 en el cas de PsHspl8.1 de pésol (Lee et al.,
1995), 16 en el cas de Hsp25 de ratoli (Ehrnsperger et al., 1999) o 24 en Hspl6.5 de
Methanococcus jannaschii (kim et al., 1998) i Hsp26 de S.cerevisiae (Haslbeck et al.,
1999). Generalment els oligdomers estan formats per monomers idéntics (homo-
oligomers) pero en alguns casos s’ha vist que es poden formar hetero-oligdmers. S’ha
observat com la aA- i aB-cristal-lines s’associen per formar oligomers (de Jong et al.,
1998; Groenen et al., 1994). La proteina aB-cristal-lina també pot formar oligomers

amb la Hsp27 humana (Kato et al., 1994b; Zantema et al., 1992).

L’oligdbmer és una estructura inestable, molt dinamica i en constant equilibri amb els
dimers. Un treball recent Stromer et al. (2004) descriu dos tipus d’associacions en la
formacié de l'oligdbmer de Hsp26 de S.cerevisiae: per una banda unes interaccions
estables i fortes que uneixen dos monomers entre si per formar el dimer i per altra
banda es formen unes interaccions débils entre els dimers, que es poden trencar amb
petits canvis d’energia, per formar un oligdmer de 24 subunitats.

Aquesta elevada plasticitat ha dificultat la cristal-litzaci6 de sHsps. Les dues

sHsps cristal-litzades fins el moment difereixen molt en I'estructura del seu oligomer:

- Hspl6.5 de Methanococcus jannaschii (kim et al., 1998) presenta un
oligdmer format per 24 monomers o0 subunitats disposades amb simetria
octaédrica en un complex esféric format pels dominis a-cristal-lins i C-
terminals. Els dominis N-terminals no es van veure per densitat electronica.
El complexa té forma d’anell amb una esfera interior de 65 A de diametre i

una esfera exterior de 120 A.

- TaHs16.9 de llevat (Montfort et al., 2001) forma un dodecamer consistent en
dos discos, cadascun d’ells amb 6 dominis a-cristal-lins organitzats en un
trimer de dimers. Té una cavitat interior amb un diametre de 25 A mentre
que el diametre exterior és de 95 A. Cada dimer té una regié N-terminal
desordenada i l'altra formada per 3 a-hélix situada a l'interior de I'oligomer

interaccionant amb regions N-terminals d’altres monomers (Fig. 4).

Per Montfort et al. (2001) la regié N-terminal és la forca estabilitzadora més important
de l'oligdbmer. Els sis bracos ordenats en a-hélix, localitzats a I'interior del complexa,
interaccionen entre si i amb residus del domini a-cristal-li mantenint els dimers units i
estabilitzant el complexa.
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L’extensié C-terminal també té un paper en l'estabilitzacié de I'oligdmer. La
cadena B10 de I'extensié C-terminal d’'un dimer interacciona amb les cadenes B4 i 8 del
domini a-cristal-li d’'un altra dimer ajudant a mantenir I'estabilitat del complexa (Fig.4).
Sembla que la funcié principal estaria relacionada en proporcionar solubilitat (Andley et
al., 1996; Leroux et al., 1997; Fernando et al., 2000).

Fig. 4: Complexa oligoméric de TaHsp16.9 format per 12 monomers
distribuits en dos anells formats per 3 dimers cadascun. Descrita per
Montfort et al., 2001. Les fletxes mostren la interaccié entre la regié
N-terminal del dimer d’un anell amb la d’un dimer de I’altre anell.
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2.3 — Caracter de xaperones moleculars

Funcié xaperona

En condicions d’estrés, les sHsps promouen la degradacié de proteines anomales o bé
actuen com a xaperones moleculars prevenint I'agregacié i promovent el replegament

de les proteines desnaturalitzades (Parsell i Lindquist, 1993).

Quan es va trobar que Hsp70 i GroEL, dos Hsp d’alt pes molecular d’E.coli, tenien
activitat xaperona es va pensar que també les sHsps podien tenir un paper com a
xaperones moleculars. Els estudis més utilitzats per estudiar la funcié xaperona de les
sHsps s’han realitzat in vitro. Els primers assajos amb fraccionaments de cél-lules
vegetals, suggerien la possibilitat de que les sHsps podien protegir altres proteines de la

insolubilitzacié induida per calor (Jinn et al., 1989).

Els progressos més importants per entendre els mecanismes moleculars de la funcié
xaperona s’han aconseguit utilitzant sHsps purificades i proteines model com a substrat.
En el primer treball amb components purificats (Horwitz et al., 1992) van utilitzar la aB-
cristal-lina juntament amb diversos substrats. Aquesta metodologia experimental es va
estendre rapidament per estudiar la possible funcié xaperona d’altres sHsps (Hsp25 de
rata, Jakob et al., 1993; Hsp27 humana, Merck et al., 1993). Des d’aleshores s’ha
utilitzat un gran nombre de substrats diferents com la citrat sintasa (CS) (Collada et al.,
1997; Buchner et al., 1998), la malat deshidrogenasa (MDH) (Chen et al., 1994), la
rodonasa (Mendoza et al., 1994) o la RuBisCO (Cloney et al., 1993). Tot i que aquests
substrats difereixen en estructura, grau de plegament i tendéncia a experimentar
reaccions irreversibles durant el plegament i desplegament, en tots els casos s’ha vist
que les sHsps poden actuar de xaperones. En situacions de desnaturalitzacié per acci6
d’'un agent quimic o termic, la preséncia de sHsps es correlaciona amb una menor
inactivacidé de les proteines, amb una major solubilitat i amb un major rendiment del
replegament després de l'estrés. En condicions d’estres, les sHsps s’'uneixen de forma
selectiva a proteines parcialment desnaturalitzades, evitant la formacié d’agregats i
mantenint les proteines en un estat compatible per a quée altres xaperones les
renaturalitzin en un procés depenent d’ATP (Waters et al., 1996; Veinger et al., 1998;
Lee et al., 2000).

L’habilitat de les sHsps per interaccionar amb proteines parcialment desplegades evitant
la formaci6é d’agregats ha estat confirmada en diferents tipus d’organisme com bacteris
(Kim et al., 1998b; Roy et al., 1999), plantes (Collada et al., 1997; Young et al., 1999;
Smykal et al., 2000), Drosophila (Michaud et al., 2002), C.elegans (Ding i Candido et
al., 2000a — 2000b), Xenopus (Fernando i Heinkkila, 2000) o mamifers (Andley et al.,
1996; Sun et al., 1997).
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Mecanisme d’unié _al substrat

Tot i que hi ha abundants treballs que correlacionen la produccié i acumulacié de sHsps
en resposta a estressos ambientals i a situacions d’estrés cel-lular lligades al
desenvolupament (Waters et al., 1996; Wehmeyer i Vierling et al., 2000) els
mecanismes moleculars a través dels quals les sHsps protegeixen les cel-lules s6n poc
coneguts (Haslbeck i Buchner, 2002). Basha et al. (2004) apunten que les sHsps poden
protegir funcions cel-lulars tant diverses com la transcripcié, la traducci6, la

senyalitzacio cel-lular i el metabolisme secundatri.

La teoria més acceptada actualment és que la unié entre les proteines desnaturalitzades
i les sHsps es dbéna principalment per interaccions hidrofobiques. Lee et al. (1997) van
estudiar la unidé d’'una sHsp de pésol amb una sonda hidrofobica fluorescent (bis-ANS)
per determinar els possibles llocs d’unié al substrat i van descriure dues zones d’unid
amb la sonda per interaccions hidrofobiques. La sequéncia més llarga corresponia a un
tros de la regi6 consens Il, mentre que l'altra, més curta, corresponia a una zona forga
conservada de I'inici de la regié domini N-terminal (Fig. 1). Es de destacar que no es va

trobar cap zona d’unié ni en la regié consens | ni en el domini C-terminal.

Quan augmenta la temperatura les proteines es desnaturalitzen deixant al descobert
varies zones hidrofobiques que sén reconegudes per les sHsps (Saibil et al., 2000;
Montfort et al., 2001; Narberhaus et al., 2002; Sun et al., 2002). En condicions normals
de creixement, la majoria de les sHsps es troben formant oligdmers que sén estructures
molt dinamiques. Els petits canvis d’energia, causats per un augment de temperatura,
provoquen una reorganitzaci6 de I'oligomer fent que quedin exposades zones
hidrofobiques que permetran la uni6 a les proteines desnaturalitzades (Lee et al., 1997;
Shearstone i Baneyx, 1999; Torok et al., 2001). En alguns casos el canvi
conformacional provoca una reestructuracié de I'oligbmer com s’ha vist per les a-
cristalines A i B i per la Hsp27 humana (Bova et al., 2000). En altres casos pero, es
dona una dissociacié en dimers com en el cas de Hsp26 de llevat (Haslbeck et al., 1999)
0 de TaHsp16.9 de blat (Montfort et al., 2001). Els estudis de cristal-lografia amb
TaHsp16.9 donen suport a la hipotesi que el dimer és la unitat funcional més petita i la
forma realment activa d’'unié al substrat. En condicions normals (25°C), TaHspl16.9
forma un dodecamer organitzat en dos anells de tres dimers cadascun. Quan augmenta
la temperatura el dodecamer es dissocia en dimers. En cadascun dels sis dimers queden
exposades quatre zones hidrofobiques que anteriorment estaven amagades en el

complexe:

- Una zona hidrofobica en la regié N-terminal que en I'oligdmer s’uneix a la
regié N-terminal d’'un altre dimer.
- El motiu IX1/V de la cadena B10 de I'extensié C-terminal que en el complexe

s’uneix a les cadenes B4 i B8 del domini a-cristal-li d’'un altre dimer.
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- A linici del sandwich-B del domini a-cristal-li una zona hidrofobica (Trp48 i
Phell0) que en el complexa quedava amagada pel domini N-terminal del
mateix monomer.

- A l'extrem oposat del domini a-cristal-li queda el punt d’'uni6é del motiu IXI1/V

de I'extensi6é C-terminal del dimer vei.

Es creu que aquestes zones hidrofobiques que apareixen en el dimer quan I'oligomer es
dissocia degut a l'augment de temperatura sén les responsables de la unié de
TaHspl16.9 a les zones hidrofobiques que queden exposades en les proteines que es

desnaturalitzen.

Segons aquest model proposat per Montfort (2001) la unitat activa d’'unié al substrat

seria el dimer mentre que I'oligdmer seria un magatzem de sHsps.
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11.1.- ANTECEDENTS

Durant I'estudi, a nivell molecular, del procés de suberificacié es va obtenir una llibreria

de cDNA de cel-lules de fel-lema d’alzina surera (Quercus suber). Entre els mRNA

extrets d’aquesta llibreria es va aillar i sequenciar el gen que codifica per la proteina de

xoc de calor de baix pes molecular, QsHsp17.4-Cl.

- QsHspl17.4-Cl: Codifica per una proteina de 17kDa amb un 71% d’homologia

amb una sHsp-CIl d’Arabidopsis thaliana. Per la seva condicié de
proteina massiva i la importancia que tenen en altres espécies
sHsps amb un pes molecular similar, ha estat la proteina

objecte d’estudi d’aquest treball.

Amb encebadors complementaris a regions altament conservades de les QsHspl17.4-Cl

es van obtenir, mitjancant RT-PCR, tres membres més de sHsps de classe | de surera.

- QsHsp10-Cl:

- QsHspC-Cl:

QsHspl10-Cl codifica per una proteina de xoc de calor de 10
kDa. Es la sHsp més petita descrita fins ara. Es tracta d’una
truncacié natural a la que li falta la meitat del domini a-cristal-li
i tota I'extensié C-terminal. Tot i aquesta important truncacio,
QsHspl10-Cl és capac¢ de conferir tolerancia a I'estrés térmic i

sobretot a I'estrés oxidatiu (Jofré et al., 2003).

Presenta una homologia de seqiéncia molt similar a la
sequéncia de QsHspl7.4-Cl (75,3%).
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- QsHspD-Cl: Molt similar a QsHsp10-CI pel que fa a sequéncia (90,8%) pero

amb un pes molecular de 17kDa.

Patré d’expressid

El patré d’expressié de les sHsps de surera s’ha estudiat mitjancant dues metodologies

diferents:

a) Immunohistoquimica i hibridacions in situ: Els resultats demostren una

acumulacié de sHsps de classe | en teixit vascular i fel-lema en plantules i en

regions meristematiques tant en plantules com en embrions somatics

immadurs tant a nivell de mMRNA com de proteina (Pla et al., 1998).

b) Analisis per Western blot: En surera, en general, els teixits vegetatius en

abséncia d’estrés presenten uns nivells molt baixos de QsHspl7.4-Cl.

Aquesta proteina s’indueix per estrés térmic, oxidatiu, hidric i tractament

amb acid absisic en teixit vegetatiu i embrid6 somatic (taula 1). Aquesta

acumulacié es déna de forma més abundant en tija seguit d’arrel i de fulla

(Llompart, 1998, Puigderrajols et al., 2001). En els embrions somatics

aquesta proteina s’acumula durant I'embriogénesi i desapareix durant la

germinacié (Puigderrajols et al., 2001).

control Estrés Estrés Estres Estres Estres
220C  320C 38°C 42°C  4°C Hidric 50uM 100pM
+ + ++ +++ + +++ +++ +++ ++
Tiia
Arrel + + ++ +++ + ++ ++ ++ ++
Fulla + ++ +++ ++ ++
(%] (0] (0] (7]

Taula 1: Expressié de QsHSP17.4-Cl en funcié dels diferents estressos (Llompart 1998).

@ - No s’ha detectat expressio
+ - Baixa expressio

++ - Expressié moderada
+-++ - Expressio elevada

El patré bidimensional de les sHsps classe | de surera (Jofré et al., 2003) evidencia la

preséncia de polipéptids de 17kDa i de 10kDa amb diferents punts isoelectrics. Aquests

dos grups apareixen tant en cel-lules del fel-lema com en cél-lules del xilema.

L’estrés termic indueix I’'expressio dels polipéptids de 17kDa mentre que I'estrés

oxidatiu indueix I'expressi6 dels polipéptids de 10kDa.
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11.2.- OBJECTIUS

L’'objectiu principal d’aquest treball és:

Estudiar la funcié de QsHspl17.4-Cl in vivo en cel-lules bacterianes
i analitzar la importancia de les regions N-terminal, a-cristal-li i C-

terminal en la funcié de les sHsps.

L'estudi del paper de les diferents regions de les sHsps es fara mitjancant
construccions moleculars especifiques. Per determinar concretament la importancia
de la regié N-terminal i la regié consens Il del domini a-cristal-i s’han dissenyat tres
construccions: dos mutants de deleccidé a partir de QsHspl17.4-Cl (C105 i N61) i una

variant de la proteina QsHspl10-Cl (Hsp10) (Fig.1):

:C105: conté el domini a-cristal-li i I'extensié C-terminal pero li falta tota la regié N-
terminal. Rep aquest nom perqué conté els dltims 105 aminoacids de

QsHsp17.4-Cl.

- N61: conté la regid6 N-terminal i els 12 primers aminoacids del domini a-cristal-li.
Presenta I'extrem C-terminal i gairebé tot el domini a-cristal-li, incloent les dues
regions consens, deleccionats. Conté els primers 61 aminoacids de QsHspl7.4-

CI.

- Hsp10: Aquesta construccié esta basada en la forma truncada natural QsHspl10-Cl.
Consta de la regié N-terminal i la porcioé inicial del domini a-cristal-li amb la

regié consens Il inclosa.

N-terminal o-cristal-Ii C-terminal
Hspl7 | B " N
C105 BN « N
N6l | I
Hsp10 | B ' B
Fig.1- Representacio esquematica de les proteines utilitzades en aquest treball per determinar la
importancia de les regions N-terminal i consens |1 de les sHsps.
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Per dur a terme els estudis de funcionalitat de QsHsp17.4-Cl i del paper de les tres

regions de la proteina, s’han proposat els seglients objectius concrets:

1) Estudiar la capacitat termoprotectora de QsHspl17.4-Cl i de les
construccions dissenyades, en cel-lules bacterianes.

2) Analitzar la localitzacié subcel-lular de QsHspl17.4-Cl i les diferents
construccions.

3) Estudiar si la sobreexpressioé de QsHspl7.4-Cl o de les construccions
dissenyades té algun efecte en I'estabilitat de la membrana en
condicions d’estrés.

4) Analitzar si I'’expressi6 de les diferents proteines recombinants

modifica I'expressi6é de les xaperones bacterianes.

- Objectiu 1 : Estudiar la capacitat termoprotectora

La capacitat protectora de QsHspl7.4-Cl in vivo s’estudia en un model bacteria,
concretament E.coli, degut als importants avantatges que presenta en comparacié amb
la utilitzacié de protoplasts. Els estudis amb models bacterians han estat utilitzats en
la bibliografia i es consideren una aproximacié molt segura als estudis de funcid (Yeh et
al., 1997; Joe et al., 2000). Per realitzar aquest tipus d’analisi de la funci6 in vivo, (i)
primer s’ha de clonar el gen i transformar les cél-lules bacterianes, un procés llarg i
sovint dificil, i (ii) un cop es disposa de ceél-lules transformades s’estudia la capacitat de
supervivéncia en relacié a ceél-lules control. En el nostre cas s’ha estudiat en relacié a

I'estrés térmic.

- Objectiu 2 : Analitzar la localitzacié subcel-lular

Una de les funcions atribuides a la sHsps és I'estabilitzacié de les membranes. En les
cél-lules del fel-lema és molt important mantenir I'estabilitat de les vacuoles durant un
estrés térmic. Les cél-lules del fel-lema tenen vacuoles plenes de tanins, un producte del
metabolisme secundari molt toxic per la cél-lula. La desestabilitzacié de les membranes
provoca I'abocament dels tanins amb la consequient coagulacié del citoplasma i mort

cel-lular.

Donat que durant la purificaci6 de QsHspl7.4-Cl recombinant es va observar afinitat
per les estructures hidrofobiques i que s’ha especulat en diversos treballs sobre un
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possible paper de les sHsps en I'estabilitzacié de les membranes en condicions d’estres,
en aquest treball s’estudia la possible associaci6 de QsHspl7.4-Cl i les diferents
proteines recombinants amb les membranes d’E.coli mitjancant assajos de

fraccionament i localitzacié subcel-lular.

- Objectiu 3 : Estudiar la possible accié estabilitzadora

Per tal d'entendre millor I'acci6 molecular/fisioldogica d'aquestes proteines a les

membranes, s'estudia la seva possible accié estabilitzadora a tres nivells:

a) Analitzant, per cromatografia de gasos, el grau de saturacidé dels lipids de la
membrana abans i després de l'estrés per determinar si la presencia de les
proteines recombinants modifica la composicid lipidica per tal de compensar
I'excés de fluidesa de I'estrés térmic.

b) Analisi de la rigidesa de la membrana de les cél-lules que sobreexpressen les
proteines recombinants a temperatura fisiologica mitjancant el marcador DPH.
La rigidesa de les membranes és directament proporcional a la fluorescéncia
emesa pel DPH.

c) En aquelles cél-lules que s'ha cregut oportld, s'ha estudiat l'estabilitat de la
membrana sota un gradient progressiu de temperatura mitjancant la sonda
fluorescent NPN. Durant I'estrés térmic la membrana esdevé més permeable pel
que el NPN s'intercala a la membrana i emet fluorescéncia en aquest entorn
hidrofobic. La fluorescéncia del NPN indicara per tant la permeabilitat de la

membrana externa.

Objectiu_4 : Analitzar_si_ I'expressié de les proteines recombinants modifica

I'expressi6 d’'altres xaperones bacterianes

Amb aquest objectiu es pretén analitzar la capacitat de Hspl7, Hspl10O, C105 i N61 per
modificar el patré d’expressido de les principals Hsps d'E.coli durant Il'estrés térmic.
S’estudia la sintesi de novo de proteines a diferents temperatures mitjancant el

marcatge in vivo amb aminoacids marcats radioactivament.
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11.3.- ORGANITZACIO DE LA MEMORIA

Aquesta memoria s’organitza en sis apartats: Introduccié, Objectius, Resultats ,

Discusio i conclusions, Métodes i protocols i Bibliografia, seguits d’un Index general.

El primer apartat (1), Introduccid, serveix per introduir les sHSPs i el seu paper en la
proteccidé de les plantes enfront I'estrés. Conté dos apartats principals, el primer parla
de les sHsps vegetals i les seves funcions, el segon tracta de I'estructura i la funci6

moleculars (funcié xaperona) de les sHsps.

En l'apartat Il, Objectius, s’expliquen l'objectiu general i els objectius concrets del

treball i I'organitzacié de la memoria,

L'apartat 111 , Resultats, es presenta dividit en quatre capitols:

El primer capitol (I111.1), Obtencié de les construccions moleculars, conté el
disseny i I'estratégia molecular seguida per l'obtencié6 de les diferents
construccions que s’utilitzen en aquest treball.

Els altres tres capitols responen respectivament a: (111.2) L’estudi de la funcio
protectora enfront de I'estrés térmic, (111.3) La funcié estabilitzadora de les
membranes i (111.4.) La capacitat de modificar I'expressié génica.

Cada capitol estudia l'efecte de la sobreexpressi6 de la proteina sencera
(QsHspl17.4-Cl) i el comportament dels diferents mutants de deleccié. Cada
capitol s’estructura en una introduccid breu, uns objectius concrets i un
plantejament dels diferents experiments realitzats; seguidament es descriuen els

resultats, la discussi6 i s’extreuen les conclusions.
L'apartat IV aporta una Discussio i unes Conclusions generals.
L’apartat V correspon a la descripcié dels Métodes i Protocols utilitzats. Hem cregut
oportu situar la metodologia en aquest punt de la memoria per no entorpir la lectura, no
obstant en cada capitol de resultats i per a cada experiment s’aporten les dades

necessaries per a la seva comprensio.

Segueixen la Bibliografia (apartat V1) i 'index general (apartat VII).
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111.1 - OBTENCIO DE LES CONSTRUCCIONS
MOLECULARS

Introduccio

I11.1.1.-Construccions en el vector pGFPuv

1.1.1- Amplificacié, clonacié i lligacié dels inserts
1.1.2- Transformacio i expressio de les proteines: HSPF, HSPN i GFP

1.1.3- Concentraci6 de la proteina de fusié per columna hidrofobica

I11.1.2.-Construccions en el vector pET29a
1.2.1- Amplificaci6, clonacid i lligacio dels inserts

1.2.2- Transformacio i expressioé de les proteines: Hsp17,C105,Hspl10 i N61

Resum i cloenda
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Introduccio

S’han utilitzat cel-lules bacterianes d’E.coli com a model viu per estudiar la funcionalitat
de QsHspl7.4-Cl i els péptids derivats per les avantatges de transformaciéo i de

creixement cel-lular que presenten.

Per expressar les proteines estudiades en cél-lules d’E.coli, s’ha de clonar els gens en un
vector d’expressid. Aquest és un procés llarg i en alguns casos complex, per el qual
s’han dissenyat encebadors especifics amb dianes de restricci6 a I'extrem 5 que
permeten mantenir la pauta de lectura correcta i aconsegueixen extrems cohesius
facilitant la lligacio de I'insert i el vector.

En aquest treball s’ha clonat la zona codificant de QsHspl17.4-Cl i dels diferents

mutants de delecci6é dissenyats en dos vectors d’expressio bacterians: pGFPuv i pET29a.

a) pGFPuv (Clontech Lab. Inc. PT3055, EUA): Aquest vector porta el gen de la
proteina verd fluorescent (GFP). La preséncia de dianes de restricci6 als dos
extrems del gen permet obtenir proteines de fusié amb GFP, la qual cosa facilita la
detecci6é de I'expressié de la proteina recombinant aixi com el seu seguiment per

fluorescencia.

b) pET29a (Novagen): Aquest vector presenta una doble regulacié de I'expressio
de les proteines recombinants fet que permet un major control. Es va utilitzar
aquest vector per la clonacié de QsHspl7.4-Cl, dos mutants de deleccié d’aquesta

proteina (C105 i N61) i la variant de la proteina aillada QsHsp10-Cl (Hsp10).
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I11.1.1.- Construccions en el vector d’expressio

pGFPuv

La clonacié del gen de la GFP (Prasher D.C., et al., 1992) i la demostracidé per part de
Chalfie M. et al.,(1994) de que la GFP pot ser expressada com a transgen plenament
funcional va obrir nous camins en la investigacié de cel-lules, del desenvolupament i la
biologia molecular. S’han obtingut proteines de fusi6 amb GFP en virus (Nurkiyanova
K.M., et al., 2000), bacteris (Chalfie M. et al., 1994), llevats (Kahana J. et al., 1995),
plantes (Casper S. et al., 1996; Epel B. et al., 1996), Drosophila (Wang S. et al., 1994)
i cel-lules de mamifer (Luding B. et al., 1996; DeGiorgi F. et al., 1996). La detecci6 de
I'activitat GFP és rapida i senzilla. L’excitaci6 amb llum ultraviolada permet, a diferéncia
daltres marcadors de gens o gens “reporter”’, mantenir les ceél-lules vives. Per altra
banda, en general, la fusi6 de proteines amb GFP no compromet el plegament

tridimensional ni la funcionalitat (Prasher et al., 1995).

Es va utilitzar el vector d’expressié bacteria pGFPuv per obtenir dos tipus de
construccions:
- per una banda la sequéncia codificant de QsHspl17.4-Cl sense el codé STOP es va
lligar al cDNA de la GFP obtenint-se una proteina de fusidé, o una “Heat Shock

Protein” fluorescent, a la qual ens referirem com a HSPF.

- Per altra banda, la seqiiéncia codificant de QsHsp17.4-Cl amb el codé STOP es va
clonar en el vector d’expressiéo pGFPuv obtenint-se una “Heat Shock Protein” que no
emet fluorescéncia, que anomenarem HSPN. Aquesta proteina servira de control
per determinar si la preséncia de GFP té algun efecte en el plegament o en la

funcionalitat de QsHsp17.4-ClI.
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1.1.1.- Amplificacié, clonacié i lligacié en el vector pGFPuv

Encebadors utilitzats

El gen de QsHspl7.4-Cl va ser aillat d’una llibreria de cDNA de cél-lules del fel-lema de
Quercus suber (Pla et al., 1998). El gen estava clonat inicialment en el vector
pBluescript ® SK +/-, de Stratagene. A partir d’aquest gen, mitjancant PCR i encebadors
especifics amb dianes per enzims de restriccid, s’han obtingut els inserts de HSPF i
HSPN. Els encebadors utilitzats redueixen al maxim la regié 5 no traduida (5’ UTR) i

permeten mantenir la pauta de lectura correcta (Fig.1).

- Construccidé HSPF: Es van utilitzar els encebadors HS6 / HS5.

Aquests encebadors permeten obtenir la seqiéncia del gen Qshspl17.4-Cl sencera
exceptuant I'dltim triplet corresponent al codd6 STOP. Amb HS6 s’introdueix una
diana Pstl a la zona codificant de I'extrem N-terminal de la proteina per tal de
mantenir la pauta de lectura correcta. HS5 és complementari als ultims triplets de
I'extrem 3’ de la sequéncia codificant de QsHsp17.4-Cl exceptuant el codé STOP
(Fig. 1). Aquest encebador introdueix una diana Xmal col-locada especificament
perqué el gen de la GFP entri en fase de lectura correcta i s’obtingui la proteina de
fusié QsHsp17.4-Cl — GFP (Fig. 3).

- Construccié HSPN: Es van utilitzar els encebadors HS6 / T7.
Tal com s’ha descrit en el punt anterior, HS6 és complementari a la zona
codificant de I'extrem N-terminal de la proteina i introdueix una diana Pstl per
tal de mantenir la pauta de lectura correcta. Amb T7 s’amplifica el codé STOP i la
regié 3’ no codificant (Fig. 1). S’obté una proteina no fusionada a GFP. La
construcci6 resultant conté el gen de QsHspl17.4-Cl amb la seqiiéncia completa,
més 11 aminoacids del vector a l'extrem N-terminal localitzats entre la

metionina inicial i la sequéncia de Qshsp17.4-Cl (Fig. 3).
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51
.. .aggaattcggcactaaaactataactctaaagcttagtgcagatctctataaacaag

aagcaaatccaATGGCGCTCAGTCTTTTCGGTGGCCGAAGAAGCAACGTGTTCGACCCTT
i HS6

TCTCACTGGACATCTGGGACCCATTTGAGGGCTTCAGTGCTGTAGCCAGCGTTCCTCCCT
CGGCTCGTGAAACCACAGCTTTTGCTACAGCACGCATTGATTGGAAGGAAACCCCAGAGG
CACATATTTTCAAGGCTGATCTTCCAGGTCTGAAGAAGGAGGAAGTGAAAGTTGAGGTTG
AGGATGGTAATGTGTTGCAAATAAGTGGGGAGAGGAGCAAAGAGCACGAGGAAAAGAATG
ATAAGTGGCACAGGGTTGAGAGGAGCTGTGGCAAGTTTATGAGGAGGTTTAGGTTGCCAG
AGAATGCGAAGGTGGATCAGGTGAAGGCTAATATGGAGAATGGAGTGCTCACTGTGATGG

TGCCTAAGGAAGAGCAGAAGAAGCCTGCGGTCAAGGCCATCGAGATCTCTGGCTﬁattt
2
caagctgtttaattgtggtgctcttttgtgttctatctttgtcgtgttgaataaaaaaaa
gaattgagtgcggatcagtatggcatgttttgtttgcgtgtgtgtgtaatgtaagaggct
cactgcctgtatggttgacaatattgcgtgtaatggtttttgttataaatatatgtgagt
aagttttctgtaaaaaaaaaaaaaaaaaaactcgagggggggccogEiaBgcaatccgcc
ctatagtgagtcgtatta. ..
17

HS6: aaactgcagtccaATGGCGCTCAGTCTT
HS5: GTTCCGGTAGCTCTAGAGACCGAGGGCCCTCTC
T7.  gatatcactcagcataatgcgcgce

Figura 1 : Sequéncia de nucledtids del gen Qshsp17.4-Cl amb els encebadors utilitzats.

Diana per I'enzim Pstl ; Diana per I'enzim Xmal ; Diana per I'enzim Kpnl.

Un cop realitzada I'amplificacié per PCR es procedeix a digerir els inserts amb els enzims
de restriccid escollits (Pstl i Xmal per HSPF / Pstl i Kpnl per HSPN).

Lligacio dels inserts

Després de tallar I'insert i el vector i purificar-los per gel d’agarosa, es va dur a terme la
lligacié (Fig. 2). Els enzims de restriccié eren diferents i generaven extrems cohesius

per tal d’afavorir i dirigir la lligacié, evitant alhora la recircularitzacié del vector. El
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procés de lligacié té per objecte I'obtencié de plasmids circulars amb I'insert desitjat

incorporat que permetin una facil transformacié de les cél-lules bacterianes.

st STOP

l Xma/l
m

Lider Xmal

DIGESTIO

Pst1/Xmal

!

gfp
Qs_hsp17 @

pHSPF

AMPLIFICACIO PER PCR

Pstl

Kpn |
ﬁ STOP

l T7
Pst |
STOP
Kpn |
ST #‘EE_:’:I

Pst | . Lider

N/

DIGESTIO
Pst1/Kpnl

!

gfp

Kpn |

STOP

Qs_hspl7

pHSPN

Figura 2 : Esquema de I’obtencid de la construccié pHSPF i la construccié pHSPN

La segléncia aminoacidica de les dues proteines recombinants HSPF i HSPN es descriu

en la figura 3a i 3b respectivament. Ambdues proteines recombinants, contenen, a més

de la seqglieéncia aminoacidica de QsHspl17.4-Cl, deu aminoacids derivats de la seqliéncia

del vector, dos aminoacids que corresponen a les dianes de restriccié i un aminoacid

que correspon a la regid 5’ transcrita no codificant (5’ UTR).
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Seqgueéncia aminoacidica de les proteines recombinants obtingudes

a) HSPF: proteina de fusi6 HSP17.4-GFP

MTMITPSFHACSPMALSLFGGRRSNVFDPFSLD IWDPFEGFSAVASVPPSARETTAFATARIDWKETPEA
HIFKADLPGLKKEEVKVEVEDGNVLQ I SGERSKEHEEKNDKWHRVERSCGKFMRRFRLPENAKVDQVKAN
MENGVLTVMVPKEEQKKPAVKAIE I SGSRVPVEKMSKGMSKGEELFTGVVP I LVELDGDVNGHKFSVSGE
GEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTFSYGVQCFSRYPDHMKRHDFFKSAMPEGYVQERT I SFKD
DGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGN I LGHKLEYNYNSHNVY I TADKQKNG I KANFKIRHNIE
DGSVQLADHYQQNTP IGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGI THGMDELYKZ

b) HSPN: proteina HSP17.4

MTMITPSFHACSPMALSLFGGRRSNVFDPFSLD IWDPFEGFSAVASVPPSARETTAFATAR IDWKETPEA
HIFKADLPGLKKEEVKVEVEDGNVLQ 1 SGERSKEHEEKNDKWHRVERSCGKFMRRFRLPENAKVDQVKAN
MENGVLTVMVPKEEQKKPAVZ

Figura 3: Seqiiencies aminoacidiques de les proteines HSPF i HSPN.

Blau — Seqtiencia derivada del plasmid pGFPuv;

Vermell — Aminoacids derivats de les dianes de restriccio (Pstl / Xmal);
Lila — Sequencia del lider;

Negre — Sequeéncia de QsHsp17.4-Cl;

Verd — Seqiéncia de la GFP;

Subratllat — Seqiéncia de I’encebador.
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1.1.2.- Transformacio i expressio de les proteines: HSPF, HSPN i GFP

Un cop clonats els inserts en el vector s’ha dut a terme la transformacié de cel-lules
competents d’E.coli. L'objectiu de la transformacié és introduir els plasmidis en les
cel-lules bacterianes perqué posteriorment aquestes expressin la proteina recombinant.
De les diferents soques d’E.coli assajades (DH5aF’, XL1Blue, BL21 i HB101l) la que
presenta majors nivells d’expressié de les proteines recombinants és BL21. Seo et al.
(2003) van comparar la sobrexpressido de GFP en diferents soques d’E.coli i van
determinar que les cél-lules BL21 s6n les de millor expressié i millor creixement. Les
cél-lules d’E.coli BL21 han estat utilitzades en tots els estudis realitzats en aquest

treball. L’expressié de la proteina recombinant s’indueix amb IPTG.

L’expressio de les proteines recombinants en les cél-lules d’E.coli s’ha detectat utilitzant
dues metodologies diferents: mitjancant gels SDS-PAGE tenyits amb blau de Coomassie

o revelats per Western blot aixi com per microscopia de fluorescéncia.

- Gels de SDS-PAGE: S’han determinat els nivells d'expressi6 de proteina

recombinant, abans i després de la inducci6 amb IPTG, mitjancant gels de SDS-PAGE
tenyits amb blau de Coomassie. Aquesta técnica permet obtenir el patré proteic total de
les cel-lules i una estimacio de la quantitat de proteina heterologa que es produeix. Com
mostra la figura 4a, I'acumulacioé de HSPF i GFP és evident mentre que la banda de HSPN
és molt tenue degut segurament a una baixa expressid i a la mala resolucié de les
bandes a aquesta algada del gel. El promotor del vector pGFPuv no esta completament
reprimit en abséncia d’inductor, ja que en les cél-lules no induides hi ha expressi6 basal,
a més en les induides I'expressié no és molt elevada.

Per tal de confirmar I'expressié de les proteines recombinants HSPN i HSPF es van
analitzar les mostres per Western blot amb un anticos policlonal anti-QsHspl17.4-Cl
(Fig.4b). Les mostres van ser diluides 50 vegades per eliminar aixi el soroll de fons. Tal i
com s’observa en la figura 4b hi ha una clara expressi6 tant de HSPF com de HSPN
mentre que no hi ha cap tipus de marcatge en el carril de GFP. Aquest és un métode
més sensible que la tinci6 amb blau de Coomassie tot i que no és tant quantitatiu.

Aquest fet fa que detectem amb la mateixa intensitat la banda de HSPN que la de HSPF.
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a) _ PM HSPF HSPN GFP b) HSPF HSPN GFP

98 -
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Figura 4: Extracte proteic de cél-lules d’E.coli que sobrexpressen HSPF, HSPN i
GFP, després d’1h amb IPTG, separat en gel de SDS-PAGE tenyit amb
blau de Coomassie (a) i revelat amb I’anticos anti-QsHsp17.4-Cl 1:2000

(b)

- Detecci6 de I'expressid in vivo: L'expressio de la proteina de fusi6 HSPF i de GFP

es pot detectar de forma rapida i senzilla il-luminant els cultius amb llum
ultraviolada (470nm). Els bacteris que expressen la GFP emeten fluorescéncia.
Aquest procediment facilita la seleccié dels positius després de la transformacio i

permet comprovar que la proteina s’esta expressant en el bacteri (Fig. 5).
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Figura 5: Cel-lules d’E.coli BL21 transformades amb les
construccions HSPF, HSPN i GFP vistes al microscopi amb

fluorescencia i llum visible. a) E.coli BL21 HSPF vistes a
40x; b) E.coli BL21 GFP vistes a 40x; C) E.coli BL21 HSPN
vistes amb llum ultraviolada; d) E.coli BL21 HSPN vistes
amb llum visible.
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1.1.3 — Concentracio de la proteina de fusié per columna hibrofdbica

La GFP conté molts aminoacids hidrofobics. Aquesta caracteristica permet la purificacio
de GFP mitjancant columnes hidrofobiques d’alta afinitat (Hidrophobic Interaction
Chromatography, HIC, BioRad). L'avantatge d’utilitzar les columnes hidrofobiques per
purificar la proteina de fusié és que la fluorescéncia de la GFP permet fer un seguiment
a temps real de tot el procés de purificacié i al mateix temps purificar la proteina de

fusio.

La purificacié de la proteina de fusié per columna hidrofobica necessita de dues etapes:

I’extraccio de la proteina i la separacié per columna.

- Extraccié proteica: En aquesta primera etapa es procedeix a la lisi cel-lular i a la

posterior extraccié de la fraccié proteica. Per controlar I'estabilitat de les proteines
heterologues al llarg del procés, s’analitzen diverses aliquotes per Western blot. Després
d’'una centrifugacio, al final del procés d’extraccid, s’obté un sobrenadant que es

passara posteriorment per la columna.

Per I'extraccié es van utilitzar cel-lules que sobreexpressaven GFP, la proteina de fusio
HSPF i la proteina lliure HSPN. Tal i com es pot observar en la figura 6, les proteines
HSPF i HSPN es mantenen estables durant tot el procés d’extraccid. Al final del procés
d’extracci6, es separa, per centrifugacio, la fraccié soluble de la fraccié insoluble que
conté les restes cel-lulars. En la figura 6 es pot observar com tant la proteina de fusio

com HSPF i la proteina lliure HSPN estan presents en el sobrenadant i en el pellet.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

:>_,q.-
Bows ABcbhaans

1 — HSPF no induit (1:10) 7 - HSPN no induit (1:10) 13 - GFP no induit (1:10)

2 — HSPF induit (1:10) 8 - HSPN induit (1:10) 14 - GFP induit (1:10)

3 — HSPF lisozim (1:10) 9 - HSPN lisozim (1:10) 15 - GFP lisozim (1:10)

4 — HSPF sonicat (1:10) 10- HSPN sonicat (1:10) 16 - GFP sonicat (1:10)

5 — HSPF sobrenadant (1:10) 11- HSPN sobrenadant (1:10) 17 - GFP sobrenadant (1:10)
6 — HSPF pellet (1:10) 12- HSPN pellet (1:10) 18 - GFP pellet (1:10)

Figura 6: Analisi per Western blot del lisat cel-lular i I’extracte proteic utilitzant I’anticos anti-
QsHsp17.4-Cl (1:2000).
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En la figura 7 es mostren detalls del pellet i el sobrenadant obtinguts al final del procés
d’extraccié de les cél-lules que sobreexpressen GFP i HSPF. Les mostres que expressen
la proteina de fusi6 HSPF presenten fluorescéncia majoritariament en el pellet, és a dir,
la fraccio insoluble que conté restes cel-lulars, membranes i cossos d’inclusié. En canvi,
les cel-lules que expressen GFP no fusionada, tota la proteina extreta esta en el

sobrenadant, el pellet no és fluorescent.

HSPF GFP

Figura 7: Detall del pellet i el sobrenadant resultants del procés d’extracci6 de proteines il-luminats

- Separacié per hidrofobicitat: Els extractes proteics de les cél-lules que

sobrexpressaven GFP, HSPF i HSPN van ser passats per la columna hidrofobica i es van
recollir tres fraccions. En una primera, anomenada “flow through”, s’obtenen les
proteines que tenen un grau d’hidrofobicitat més baix, en la segona fraccié o rentat es
recullen les proteines amb graus d’hidrofobicitat intermitjos. En aquesta fraccié esperem
trobar la majoria de les proteines extretes d’E.coli. Per ultim, en la fracci6 que
anomenem eluit, recollim les proteines més hidrofobiques. En les cél-lules d’E.coli hi ha
varies proteines que sén molt hidrofobiques de manera que el pas per aquesta columna
no és estrictament una purificacio, ja que la fraccié obtinguda no és pura, no obstant

permet concentrar la proteina.

La figura 8 mostra un Western blot de les diferents fraccions que s’obtenen de la
columna. La proteina de fusié6 HSPF queda retinguda totalment en la columna i només
s’observa en l'eluit. En canvi, la proteina HSPN es localitza parcialment en el rentat i

parcialment en I'eluit de la columna.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

-

-

-1
r i

-
1 - HSPF induit 5 - HSPN induit 9 - GFP induit
2 - HSPF flow through 6 - HSPN flow through 10 - GFP flow through
3~ HSPF rentat 7 - HSPN rentat 11 - GFP rentat
4 - HSPF eluit 8 - HSPN eluit 12 - GFP eluit

Figura 8: Analisis per Western blot amb anticos anti-QsHSP17.4-Cl (1:2000)
de les diferents fraccions obtingudes en la purificacio per columna hidrofobica.

El resultat de la separacié6 per columna hidrofobica posa en evidencia el caracter
hidrofobic de la proteina HSPN. No esperavem que aquesta proteina quedés retinguda
en la columna, esperavem trobar-la en el rentat, juntament amb la majoria de les altres
proteines del bacteri. No obstant, bona part d’aquesta proteina queda unida a la
columna obtenint una gran banda en l'eluit de la columna on trobem les proteines
hidrofobiques. Aquest fet, juntament amb la major preséncia de HSPF respecte GFP en
el pellet corresponent a les restes cel-lulars apunten a una possible interaccié d’aquesta

proteina amb les membranes cel-lulars.
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111.1.2.- Construccions en el vector d’expressio

PET29a

El vector d’expressiéo pET29a consta d’'un sistema de doble regulacié de I'expressié de
les proteines recombinants. Aquest sistema evita I'’expressid basal en abséncia d’IPTG i
activa de forma notable I'expressi6é quan afegim IPTG al cultiu cel-lular. Els gens
insertats estan controlats pel promotor T7 al qual s’uneix la RNA polimerasa del
bacteriofag T7. Les cel-lules BL21 usades per I'expressio de les proteines recombinants
contenen, en el seu genoma, una copia del gen de la RNA polimerasa de T7 sota control
del promotor LacUV5 regulable per IPTG. L’'IPTG actua sobre el promotor T7 i el
promotor de la RNA polimerasa, pel que actua a dos nivells i permet una millor
regulacié de la transcripci6 aixi com també uns majors nivells d’expressio.

Aquest vector presenta, entre la metionina inicial i la regié dissenyada per la
clonacié (“Multiple Cloning Site”) la sequéncia d’'un péptid de 15 aminoacids anomenat
S-tag. Totes les proteines recombinants obtingudes portaran aquest péeptid a I'extrem

N-terminal (Fig.9).

S-Tag
Met.
ATGAAAGAAACCGCTGCTGCTAAATTCGAACGCCAGCACATGGACAGCCCAGATCTGGGTACCCTGGTGC

CACGCGGTTCCATGGCTGATATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCAAGCGGCCGCACTICGAG
BamHI  EcoRI Xhol

Fig. 9 — Regi6 de clonaci6 de pET29a. En vermell les dianes de restriccié utilitzades per la clonaci6

dels diferents inserts.

En aquest vector pET29a s’han realitzat quatre construccions, tres a partir de la
sequéncia de QsHspl17.4-Cl (Hspl7, C105 i N61) i una quarta que s’ha clonat a partir
de la sequiéncia de QsHspl10-Cl (Hspl0).
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1.2.1.- Amplificacid, clonacié i lligacié en el vector pET29a

Encebadors per cadascuna de les construccions (HSPF i HSPN).
Per dur a terme I'amplificacié, s’han dissenyat uns encebadors especifics per a cada

construccié que introdueixen la diana de restricci6 adequada per generar extrems
compatibles amb el vector, dirigir la clonaci6 i mantenir la pauta de lectura correcta en

cada cas.

- Construccid Hspl7: Es van utilitzar els encebadors Bam17/T7.

En aquest cas es va clonar el gen que codifica per la proteina QsHspl17.4-Cl, del primer
a I'dltim nucleotid. Es va utilitzar I'encebador Bam17, complementari a I'inici de la zona
codificant de QsHspl7.4-Cl i amb la diana de restricci6 BamHI a I'extrem 5’ per
mantenir la pauta de lectura correcta. L’encebador utilitzat a 3’ és complementari a la
sequeéncia del promotor T7 del vector pBluescript SK+/- que es troba més enlla del codé
STOP de la proteina. Entre aquest cod6é STOP i la sequéncia T7 trobem una diana de
restriccié (Xhol) que va ser utilitzada, juntament amb la de BamHI, per la clonacié de

I'insert Hspl7 en el vector d’expressio pET29a (Fig. 10).

Oligo
Baml7

BamHI Xhol
—IT 1 TN 7 7 s — —— e

Oligo
T7

Diana
BamHI
CGC ATGGCGCTCAGTCTTTTCG
. . .cgttaggtTACCGCGAGTCAGAAAAGCCACCGGCT. . .
> Inici de
QsHspl7.4-Cl

Fig. 10 - Obtenci6 de I’insert Hspl7 mitjacant PCR amb els oligos Bam17 / T7 a partir del gen
QsHspl7.4-Cl clonat en pBluescript SK +/-. La clonacié en el vector pET29a té lloc mitjancant les
dianes de restriccio BamHI i Xhol.

Negre - seqiiencia de I’oligo Bam17.

- diana de restriccié BamHlI.
Blau - sequiéncia complementaria de I’inici del gen de QsHsp17.4-Cl present en el
vector de clonaci6 pBluescript SK +/-
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- Construccié C105: Es van utilitzar els encebadors EC0105/T7.

Per amplificar la sequéncia de C105, que té I'extrem N-terminal deleccionat, es va
utilitzar I'encebador Ecol05, complementari a [linici del domini a-cristal-li de
QsHspl17.4-Cl. Trobem, a I'extrem 5’ de I'encebador, una diana de restriccié EcoRl. Com
en el cas anterior, a I'extrem 3’ es va utilitzar un encebador complementari a la
seqléncia T7 i es van utilitzar les dianes de restriccid6 EcoRI i Xhol per la clonacié de

I'insert C105 en el vector d’expressio pET29a (fig 11).

Oligo
Ecol105
EcoRlI Xhol
—) —
Oligo
T7
Diana
EcoRlI
CCG CATTGGAAGGAAACCCCAG
- - -GCGTAACTAACCTTCCTTTGGGGTCTCCGTGTA. ..
Inici del domini
a-cristal-Ii

Fig. 11- Obtencio de I’insert C105 mitjagant PCR amb els oligos Ecol05 / T7 a partir del gen
QsHsp17.4-Cl clonat en pBluescript SK +/-. La clonacid en el vector pET29a té lloc mitjangant les
dianes de restriccio EcoRlI i Xhol.

Negre - seqiiéncia de I’oligo Eco105.
- diana de restriccid EcoRl.
Blau - seqiiencia complementaria de I’inici del domini a-cristal-li de QsHsp17.4-Cl
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- Construccid Hsp10: Es van utilitzar els encebadors Bam17/T7.

L'amplificacié de la sequéncia del gen de QsHspl10-Cl, localitzat inicialment en el vector
de clonaci6 pBluescript SK +/-, s’ha realitzat amb els mateixos encebadors utilitzats per
I'amplificacié de QsHspl17.4-Cl. Donat que la sequéncia de I'extrem 5’ dels dos gens és
identica s’ha pogut utilitzar el mateix encebador (Bam17). A I'extrem 3’ s’ha utilitzat
I’encebador T7. Per la clonacidé de I'insert Hsp10 en el vector d’expressié pET29a, s’han

utilitzat les dianes de restricci6 BamHI i Xhol (Fig.12).

Oligo
Bam17

BamHI Xhol

Oligo
T7

Diana
BamHI

CGC ATGGCGCTCAGTCTTTTCG
- . -cgttaggtyTACCGCGAGTCAGAAAAGCCACCGGCT . - .

> Inici de

QsHsp10.4-Cl

Fig. 12 - Obtenci6 de I’insert Hsp10 mitjacant PCR amb els oligos Bam17 / T7 a partir del gen
QsHsp10.4-Cl clonat en pBluescript SK +/-. La clonaci6 en el vector pET29a té Iloc mitjangant les
dianes de restriccié BamHI i Xhol.

Negre - sequiéncia de I’oligo Bam17.
- diana de restriccio BamHI.
Blau - sequiéncia complementaria de I’inic del gen de QsHsp10-Cl

54




Capitol 1

- Construccid N61: Es van utilitzar els encebadors Bam17/61Eco.

Per obtenir I'insert N61 s’ha clonat tota la regié N-terminal i els primers 12 aminoacids
del domini a-cristal-li de QsHspl17.4-Cl. A I'extrem 5’, al igual que amb les construccions
Hspl7 i HsplO, es va utilitzar I'encebador Baml1l7. A I'extrem 3’ es va utilitzar
I’encebador 61Eco, complementari a la sequUéncia anterior a la regié consens Il del
domini a-cristal-li de QsHspl17.4-Cl. L'extrem 3’ de I'’encebador 61Eco porta incorporada

la diana de restriccié EcoRIl a més d’'un codd STOP per aturar la transcripcio (Fig.13).

Inici de la regi6 consens 11

---ACCCCAGAGGCACATATTTTCAAGECTGATCTT---

CTCCGTGTATAAAAGTTCACT C
STOP Diana
EcoRlI
Oligo
Bam17
BamHI Xhol
—_—I— T T T N — —-
EcoRlI
Oligo
61Eco

Igual que en I’amplificacio
de Hspl17 i Hspl10

Fig. 13 - Obtencio de I’insert N61 mitjacant PCR amb els oligos Bam17 / 61Eco a partir del gen
QsHsp17.4-Cl clonat en pBluescript SK +/-. La clonaci6 en el vector pET29a té lloc mitjancant les
dianes de restriccio BamHI i EcoRl.

Negre - seqiiéncia de I’oligo 61Eco.
- seqliencia complementaria de la diana de restriccio EcoRl.
Blau - seqiiéncia dels primers aminoacids del domini a-cristal-li, just abans de la regi6 consens Il.
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Cadascun dels inserts clonats en el vector d’expressié pET29a ha estat transformat en
cél-lules d’E.coli BL21. La sequéncia aminoacidica de les diferents proteines obtingudes
es mostra en la figura 14. Vegis que les proteines recombinants expressades pel bacteri

tenen, a I'extrem N-terminal, un petit peptid de 15 aminoacids anomenat S-Tag.

Sequéncia aminoacidica de les proteines recombinants obtingudes

Hspl7:
MKETAAAKFERQHMDISPDLGTLVPRGSMAD I GSMALSLFGGRRSNVFDPFSLD IWDPFEGFSAVA

SVPPSARETTAFATAR I DWKETPEAH I FKADLPGLKKEEVKVEVEDGNVLQ I SGERSKEHEEKND
KWHRVERSCGKFMRRFRLPENAKVDQVKANMENGVLTVMVPKEEQKKPAVZ

C105:
MKETAAAKFERQHMDISPDLGTLVPRGSMAD I GSEFDWKETPEAH I FKADLPGLKKEEVKVEVEDG
NVLQ 1 SGERSKEHEEKNDKWHRVERSCGKFMRRFRLPENAKVDQVKANMENGVLTVMVPKEEQKK
PAVZ

HsplO:

MEETAAAKFERQHMDISPDLGTLVPRGSMAD I GSMSLVPNFFNRRSNVFDPFSLD IWDPFEGFPPL
SSHSNFPSETSSFAAAKLDWKETPNAHVFADVPGQKKEEVKVE IEDRRVLQ1SGERSQDZ

N61:
MKETAAAKFERQHMDSPDLGTLVPRGSMAD IGSMALSLFGGRRSNVFDPFSLD IWDPFEGFSAVA
SVPPSARETTAFATARIDWKETPEAHIFKZ

Fig. 14 - Seqliéncia aminoacidica de les proteines recombinants Hsp17, C105, Hsp10 i N61.
Blau - Sequiéncia del vector pET29a.
Vermell - Dianes de restriccié (BamHI / EcoRl).
Negre - Sequéncia de Qs_Hsp17.4-Cl, Qs_Hsp10.4-Cl i dels mutants C105 i N61.

[ - Péptid S-Tag.
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1.1.2.- Transformaci6é i expressié de les proteines: HSP17, C105,

HsplO i N61.

L’expressié de les proteines recombinants s’ha analitzat mitjancant un gel SDS-PAGE
tenyit amb Blau de Coomassie. La utilitzacid6 del vector d’expressié pET29a ens ha
permés un millor control de I'expressid de les proteines recombinants aixi com uns
nivells d’expressio prou elevats com per detectar la proteina recombinant en gels tenyits

amb blau de Coomassie (Fig. 15).

1 2 3 4 5 6 7 8 9
= p— , 28 —

S — = 50 _ ="
=2 & B 36 s B ==

,-_-- 22

o,

Fig. 15 - Analisi de I’expressié de les proteines recombinants
amb un gel de PAGE-SDS tenyit amb blau de Coomassie.

1 -Hspl7 induit 6 - Hsp10 induit

2 -Hspl17 no induit 7 - Hsp10 no induit
3-C105 no induit 8 - N61 no induit

4 -C105 induit 9 - N61 induit

5- Pesos Moleculars

La figura 15 mostra que amb aquest vector s’obté un bon control de I'expressié amb
expressio de les proteines recombinants només quan induim les ceél-lules amb IPTG. El
nivell d’expressio és forca elevat per totes les mostres (com a minim 1ug de proteina en

25ul de cultiu). L’'expressié de Hspl0 i N61 és molt elevada.
Per confirmar que les bandes que apareixen corresponen a les proteines recombinants

es va analitzar I'expressié mitjancant Western blot amb [I'anticos policlonal anti-

QsHspl17.4-Cl (Fig.16).
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N61 Hspl0 C105 Hspl7

Fig.16 - Analisi de I’expressi6 de les proteines recombinants
per Western blot amb I’anticos anti-QsHsp17.4-Cl. El revelat
de I’anticos s’ha fet mitjancant quimioluminiscéncia.

Es detecten amb claredat les bandes corresponents a les diferents proteines
recombinants (Hspl7, C105, HsplO i N61). No obstant, les bandes que anteriorment
presentaven uns majors nivells d’expressio (Hsp10 i N61) son les que presenten ara una
menor expressio. Per tal de determinar si aquestes diferéncies de marcatge sén
degudes a un menor nombre d’epitops en el cas de les proteines més petites es van
revelar les proteines recombinants aprofitant el péptid S-tag, present a I'extrem N-
terminal. El péptid S-tag reconeix, per un sistema basat en una interaccié especifica i
d’alta afinitat, la proteina S, una ribonucleasa a la que li falten precisament els 15
aminoacids corresponents al péptid S-tag. Aquesta ribonucleasa S esta fusionada a una

fosfatasa alcalina que en preséncia de NBT/BCIP forma un precipitat lila.

Tal com es pot veure en la figura 17, I'expressido de HsplO i N61 es manté més baixa

que la de Hspl7 i C105, fet que descarta un efecte de I'anticos.
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PET29  N61 Hspl0 C105  Hspl?

)
5

Fig. 17 — Detecci6 del peptid S-tag mitjancant una ribonucleasa
fusionada a la fosfatasa alcalina. Els substrat usat per revelar
I’activitat fosfatasa alcalina ha estat colorimétric.
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Resum i cloenda

El treball d’enginyeria molecular ha permeés disposar de soques bacterianes amb
capacitat per expressar Hspl7 i els mutants Hsp10, 105 i N61 quan soén induides

amb IPTG.

- Bacteris transformats amb pGFPuv:
i) Cél-lules HSPN: cel-lules dE.coli BL21 que expressen la proteina
recombinant de QsHspl17.4-ClI.
ii)Cél-lules HSPF: cel-lules dE.coli BL21 que expressen la proteina
recombinant de QsHspl17.4-Cl fusionada amb GFP.
iii) Cél-lules GFP: cél-lules d’E.coli BL21 que expressen GFP. Ens serviran

de control.

La utilitzacié del vector pGFPuv permet seguir per fluorescéncia les cél-lules
que sobreexpressen la proteina de fusié HSPF i detectar amb facilitat la seva
expressi6. La interacci6 amb GFP ens ha permés també concentrar la
proteina de fusid6 mitjancant una columna hidrofobica. L’'inconvenient, pero,
de la utilitzacié del vector d’expressio GFP és que en les ceél-lules no induides
amb IPTG hi ha expressi6 basal de la proteina recombinant i, a més, quan
s’afegeix IPTG els nivells d’expressio de les proteines recombinants s6n poc
elevats i es detecten amb dificultats en un gel SDS-PAGE tenyit amb blau de

Coomassie.

Els assajos de concentracié de la proteina de fusié per columna hidrofobica han
mostrat dues caracteristiques destacables de HSPN: Per una banda s’ha observat
com, després del procés d’extraccid, la proteina de fusi6 HSPF es localitza
majoritariament en el pellet, juntament amb les restes cel-lulars. Per altra
banda, HSPN, que no esta fusionada a GFP, queda retinguda en una columna
hidrofobica especialment dissenyada per retenir les proteines més hidrofobiques,

entre les quals trobariem GFP.

- Bacteris transformats amb pET29:
i) Cel-lules HSP17: ceél-lules d’E.coli BL21 que expressen Qs_Hspl7.4
ii) Cel-lules C105: cel-lules d’E.coli BL21 que expressen el mutant C105
iii) Cel-lules HSP10: cel-lules d’E.coli BL21 que expressen QHspl10-Cl

iii) Cél-lules N61: cél-lules d’E.coli BL21 que expressen el mutant N61
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Regio N-terminal

QsHspl17.4-Cl MALS-LFG-GRRSNVFDPFSLD IWDPFEG--FSAVASVPPSA-RETTAFATARI 49
QsHsp10.4-Cl MALS-LFG-GRRSNVFDPFSLD IWDPFEG--FPPLSSHSNFP-SETSSFAAAKL 49
C105 -
N61 MALS-LFG-GRRSNVFDPFSLD IWDPFEG--FSAVASVPPSA-RETTAFATARI 49
OsHsp16.9-Cl MSLV------ RRSNVFDPFSLDLW-DPFDSVFRSVVPATSD--NDTAAFANARI 45
TaHsp16.9-Cl MSIV-————— RRSNVFDPFA-DLWADPFD-TFRSIVPAISGGGSETAAFANARM 46
PsHsp18.1-Cl MSL IPSFFSGRRSNVFDPFSLDVWDPLKDFPFSNSSPSASFP-RENPAFVSTRV 53
ew koK kkokokkkkk s Kk k o T
[al ][ a2 1 [ a3 1 __

Domini a-crystal-li

consensus |1 consensus |

QsHspl7.4-Cl DWKETPEAH I FKADLPGLKKEEVKVEVEDGNVLQ I SGERSKEHEEKNDKWHRVERSCGKFMRRFRLPENAKVDQVKANMENGVLTVMVPK 90
QsHsp10.4-Cl DWKETPNAHVF-ADVPGQKKEEVKVE I EDRRVLQI SGERSQD! 41
C105 DWKETPEAH I FKADLPGLKKEEVKVEVEDGNVLQ I SGERSKEHEEKNDKWHRVERSCGKFMRRFRLPENAKVDQVKANMENGVLTVMVPK 90
N61 DWKETPEAH I FK. 12
OsHsp16.9-Cl DWKETPESHVFKADLPGVKKEEVKVEV EEGNVLYV I SGQRSKEKEDKNDKWHRVERSSGQFMRRFRLPENAKVDQVKAGLENGVLTVTVPK 90
TaHsp16.9-Cl DWKETPEAHVFKADLPGVKKEEVKVEVEDGNVLVVSGERTKEKEDKNDKWHRVERSSGKFVRRFRLLEDAKVEEVKAGLENGVLTVTVPK 90
PsHsp18.1-ClI DWKETPEAHVFKADLPGLKKEEVKVEVEDDRVLQ I SGERSVEKEDKNDEWHRVERSSGKFLRRFRLPENAKMDKVKASMENGVLTVTVPK 90

Fkkkkk - sk sk Kok kk KkkkkRRk sk Rk sk oo o ko ko Rk ok Rk sk s kR Rk ok

B2 B3 B4 BS B6 B7 B8 B9

Extensié C-terminal

QsHsp17.4-Cl EEQKKPAVKAIEISG-

QsHsp10.4-Cl1

C105

N61

OsHsp16.9-Cl AEVKKPEVKAIEISG- 15

TaHsp16.9-Cl AEVKKPEVKAIQISG- 15

PsHsp18.1-Cl EEIKKAEVKSIEISG- 15
H ko kkk

B10

L’avantatge més important que presenta la utilitzacié d’aquest vector és el doble control
de I'expressié de les proteines recombinants que evita fuites del promotor. No hi ha
expressié de proteines recombinants en abséncia d’IPTG, en canvi, la seva expressio és

elevada quan afegim IPTG al medi.

61



Capitol 2

111.2. ESTUDIS DE FUNCIONALITAT IN VIVO EN E.coli

Introduccio

111.2.1- Accié protectora de QsHspl7.4-Cl enfront

I’estres termic

111.2.2- Regions implicades en la resistencia a I’estres
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Introduccid

Els primers estudis de la funcié protectora de les sHsps in vivo es van realitzar en
models heterdlegs expressant proteines recombinants en procariotes. Un dels primers a
utilitzar aquesta metodologia van ser Yeh et al. (1997) que van sobreexpressar la
proteina de fusid glutatio S-transferasa/Hspl16.9 d’arros en cél-lules d’E.coli. Aquests
autors, després de sotmetre els cultius de cél-lules transformades a un estrés termic
van constatar un augment en la supervivéncia de les cél-lules que expressaven la
proteina de fusié. La mateixa metodologia va ser utilitzada per Soto et al. (1999) per
estudiar la funcionalitat in vivo d’'una sHsp de classe | de castanyer (CsHspl7.5). Van
observar que la sobrexpressi6 de CsHspl7.5 en E.coli es correlaciona amb una major
supervivencia de les céel-lules bacterianes enfront un estrés térmic i un estrés per fred.
Joe et al. (2000) van sobreexpressar una sHsp de tabac (TLHS1) en cel-lules d’E.coli. En
aquest cas es tractava d’'una sHsp de classe | fusionada a una cua de sis histidines.
Després d’un estrés térmic d’elevada intensitat les cél-lules que expressaven la proteina
recombinant HgTLHS1 sobrevivien tres mil vegades més que les cél-lules que no
expressaven la proteina. Ramakrishna et al.(2003) van sobreexpressar el gen d'una
sHsps de tomaquera (visl), que s’expressa durant la maduracio del fruit, en cél-lules
d’E.coli les quals van sotmetre a un estrés térmic. Van constatar que en condicions
d’estrés termic, la proteina recombinant visl tenia funcié protectora enfront I'estrés

térmic.

La capacitat de proteccid de les sHsps també s’ha demostrat en sistemes vegetals.
Forretier et al. (1997) i L6éw et al. (2000) van expressar dues sHsps de tomaquera en
protoplasts d’Arabidopsis thaliana que expressaven la luciferasa. La luciferasa és una

proteina que s’inactiva rapidament al augmentar la temperatura. Aquests autors, pero,
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van observar que I'expressié de les sHsps permetia mantenir I'activitat lucifereasa en
condicions d’estres de calor. Per altra banda, Malik et al.(1999) van modificar
I'expressié d'una sHsp de pastanaga (Dchspl7.7) tant per sobreexpressié com per
inhibici6 de la transcripcié del gen. Les plantes amb nivells alts de DcHspl7.7
presentaven una major termotolerancia a I'estrés térmic en relacioé a les plantes que no
expressen la proteina. EI mateix sistema es va fer servir per estudiar I'activitat
d’AtHspl17.7 en Arabidopsis thaliana. Curiosament la sobreexpressid d’aquesta proteina
va demostrar un increment de la tolerancia a I'estrés hidric i I'estrés sali perd no a

I'estreés térmic (Sun et al., 2001).

En el nostre cas hem volgut estudiar el comportament de QsHspl17.4-Cl davant I'estrés
térmic. En treballs anteriors, el nostre laboratori havia determinat que QsHspl7.4-Cl
s’induia en teixits vegetals com a resposta a l’estrés térmic aixi com I'estrés oxidatiu o
I’estrés hidric. En aquest treball s’estudia la funcié de QsHsp17.4-Cl i més concretament
en aquest capitol, la capacitat d’aquesta proteina per protegir les cél-lules d’E.coli de
I'estrés térmic. Per altra banda, també en treballs anteriors del nostre laboratori s’ha
demostrat que QsHsplO-Cl, amb una similitud de sequéncia molt elevada amb
QsHspl17.4-Cl perd amb un codé STOP entre la regi6 consens |l i la regié consens | del
domini a-cristal-li, és capag¢ de protegir les cél-lules d’E.coli tant de I'’estrés oxidatiu com
de l'estres térmic. Per aquest motiu hem pensat que seria interessant determinar el
paper de les diferents regions de les sHsps mitjancant I'estudi de la capacitat de
proteccié enfront l'estrés de diferents mutants de deleccié construits a partir de

QsHspl7.4-Cl.

Els resultats d’aquest capitol s’agrupen en dos apartats:

1. Accio protectora de QsHspl7.4-Cl enfront I’estrés térmic.
S’han realitzat assajos de proteccié in vivo de QsHspl17.4-Cl recombinant
enfront I'estrés térmic en un sistema heteroleg. Per aquests assajos s’han
utilitzat cel-lules d’E.coli transformades amb el vector d’expressié pGFPuv

que sobrexpressen HSPF, HSN i GFP.

2. Regions implicades en la resisténcia a I’estreés.
Per altra banda, s’ha estudiat el paper de les diferents regions de la
proteina en aquesta funcié de protecci6. Per realitzar aquests estudis s’han
utilitzat ceél-lules d’E.coli transformades amb el vector d’expressié pET29a
que sobreexpressen Hspl7, HsplO i els dos mutants de deleccié C105 i
N61.
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2.1- Accié protectora de QsHspl7.4-Cl enfront de I’estres

téermic

Per determinar si QsHsp17.4-Cl presenta una funcié protectora enfront un estres térmic
es van sotmetre a elevades temperatures cel-lules d’E.coli transformades amb HSPF,
HSPN i GFP. Els diferents cultius cel-lulars van ser sotmesos a un estrés térmic de 55°C
durant 1h. Els cultius estressats es van sembrar en placa i es van incubar tota la nit a
37°C. La viabilitat dels tres tipus cel-lulars estudiats es va determinar contant el nombre
d’unitats formadores de colonies en cada placa. Inicialment es van utilitzar diferents
temps i temperatures fins determinar que l'estrés de 1h a 55°C era el més apropiat per

el posterior recompte de colonies. (Fig.18).

Resisténcia de diferents soques d’E.coli a I’estres termic

Cultius no estressats Cultius estressats (1h/55°C)

HSPN

HSPN GFP

Llum visible

Tl

Llum ultraviolada

Figura 18 : Creixement en placa de cél-lules crescudes a 37°C i cél-lules sotmeses a un estrés
termic de 1h a 55°C. Tal com es pot observar les cél-lules que expressen HSPF o HSPN tenen una
supervivéncia més alta que les cél-lules que expressen GFP.

La figura 18 mostra com les ceél-lules que sobrexpressen HSPF, HSPN i GFP presenten el
mateix creixement confluent quan sén incubades a temperatura normal de creixement
(37°C). En canvi, després de sotmetre les cél-lules a un estrés térmic de 1h a 55°C les

cél-lules que sobrexpressen la QsHspl7.4-Cl recombinant, ja sigui de forma lliure
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(HSPN) o fusionada a GFP (HSPF) presenten una supervivéncia més elevada que les
cél-lules que expressen GFP. Aquest fet ens demostra que QsHspl7.4-Cl és capa¢ de
protegir les cél-lules d’E.coli d’un estrés térmic. Tal com podem observar en la figura 20,
no s’han detectat diferéncies en el nivell de supervivencia entre HSPN i HSPF tot i que
HSPN presenti uns nivells d’expressi6 més baixos que HSPF (Fig. 4a). Es interessant
observar que la proteina de fusid6 manté la fluorescéncia de GFP tant en les cél-lules no
estressades com en les ceél-lules estressades després de recuperar-se tota la nit a 37°C.
Es demostra doncs, que la fusié entre QsHsp17.4-Cl i GFP no altera la funcionalitat de

cap de les dues proteines.

Els nivells d’expressi6 de les proteines recombinants es van controlar en cada
experiment mitjancant gels de SDS-PAGE tenyits amb blau de Coomassie i revelats per
Western blot. En la figura 19 es mostren els gels corresponents a I'experiment de la

figura 18.

Figura 19; Control de

23
= I’expressio SDS-PAGE
tenyit amb blau de

Comassie i per Western-

E g_s ' blot amb anticos anti-
Y 4 Qs_HSP17.4-Cl (1:2000) .
: - 1-HSPN
. . - 2 - HSPF
o - - 3-GFP

Aquests resultats s’han confirmat amb 9 experiments independents representats en la

figura 20.
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Viabilitat de les cél-lules sotmeses a estrés termic

HSPF HSPN GFP

_10,
logN/No

Fig. 20- Viabilitat de les cél-lules d’E.coli que sobreexpressen les proteines
recombinants HSPN, HSPF i GFP després d’un estres termic de 55°C 1h. La
grafica esta realitzada a partir de les mitjanes + les desviacions estandard de
9 experiments independents.

Aquesta grafica (Fig.20) representa la viabilitat de les cél-lules d’E.coli després de
sotmetre cadascuna de les tres soques estudiades a un estrés térmic. S’ha realitzat a
partir del recompte en placa de les unitats formadores de colonia (cfu) abans i després
de l'estrés. Les dades es presenten com la relacié entre el nombre de colonies finals
respecte les inicials. De cada relacié hem fet el logaritme en base 10 per tal de poder

representar les dades amb claredat.

Nombre final
Log

Nombre inicial

Utilitzant el test t-student s’ha determinat que els resultats obtinguts per les cél-lules
que expresssen la proteina QsHspl7.4-Cl recombinant, tant HSPN com HSPF, soOn
significativament diferents als de les cél-lules que expressen GFP (p<0,01). No hi ha
diferéncies significatives entre les cél-lules que expressen HSPN i les cél-lules que
expressen HSPF (p=0,8323).
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Els resultats demostren que QsHspl17.4-Cl, igual com QsHspl10-Cl, confereix protecci6
enfront I'estrés térmic a les cél-lules d’E.coli. Aquests resultats corroboren els obtinguts
en diversos treballs en els quals la sobrexpressié d’'una sHsp vegetal protegeix les
cel-lules d’E.coli de I'estrés termic (Yeh et al., 1997; Soto et al., 1999; Joe et al., 2000;
Ramakrishna et al., 2003).

Per altra banda, el fet de no observar diferéncies significatives en la supervivéncia
davant I'estrés entre les cél-lules que sobreexpressen HSPN i les que sobrexpressen
HSPF indica que la fusié6 amb GFP no interfereix amb la funcionalitat de QsHspl17.4-Cl.
La fusi6 no altera tampoc els nivells de fluorescencia de GFP fet que confirma la

possibilitat d’utilitzar GFP com a proteina marcadora per les sHsps.
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2.2- Regions implicades en la resistencia a I’estres

El domini a-cristal-li és essencial per la funcié de les sHsps pero el paper de les regions
consens | i Il presents en aquest domini no és del tot conegut aixi com el paper de la
regié N-terminal i C-terminal. El fet que QsHspl10-Cl protegeixi les cél-lules de I'estres
térmic demostra que la regié consens | i la regié C-terminals sén prescindibles per
aquesta funcio. En aquest capitol es pretén determinar el paper de la regié N-terminal i

la regi6é consens Il en la termoproteccié de QsHspl17.4-ClI.

Per determinar la importancia de les regions de les sHsps-Cl en la termoproteccio, s’han
utilitzat cel-lules d’E.coli transformades amb el vector d’expressi6 pET29a que
sobrexpressen Hspl7, els mutants C105 i N61 i cél-lules que sobrexpressen HsplO.
Després de fer créixer les cél-lules i induir I'expressié de les proteines recombinants
amb IPTG, s’ha aplicat un estrés térmic de 30 minuts i d’1 hora a 52°C. Seguidament

s’ha sembrat una gota (5ul) de cultiu en una placa que s’ha incubat tota la nit a 37°C.

Els resultats (Fig.21) mostren que les cél-lules que presenten un major creixement
després de ser sotmeses a un estrés térmic sén les cél-lules que sobrexpressen Hspl7 i
Hspl10 mentre que les cél-lules que expressen els dos mutants presenten menors nivells

de supervivéncia.

HSP17 C105 HSP10 N61
30 1h

Fig. 21 - Creixement en placa de cél-lules d’E.coli que sobreexpressen les
proteines recombinants Hspl17, C105, Hsp10 i N61 després d’un estrés de 30” i
1ha52°C.

La figura 21 mostra que les cél-lules que sobrexpressen HsplO presenten una major

supervivencia que les ceél-lules que sobrexpressen C105 i N61 perd menor que les
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cél-lules com Hspl7. Aquest resultat confirma I'obtingut per Jofré et al. (2003) que ja
van observar com la sobrexpressié d’aquesta proteina conferia tolerancia a I'estrés
térmic i sobretot oxidatiu en cél-lules d’E.coli. El fet que I’expressié de Hspl0O proporcioni
termotolerancia a les cel-lules d’E.coli ens indica que la regié N-terminal i la regié consens Il
del domini a-cristal:li son suficients per mantenir la funcionalitat de les sHsps.

Els baixos nivells de supervivéncia que es detecten, en canvi, en les cel-lules que
expressen C105 i N61 evidencien que tant la regié N-terminal com la regié consens Il del
domini a-cristal-li sbn necessaries per mantenir la capacitat protectora de la proteina.
Aquests resultats corroboren els obtinguts per Yeh et al. (2002) que demostren que la
delecci6 de 7 aminoacids de la regid N-terminal aixi com la mutacié puntual d'un dels
aminoacids 73 o 74 (dos Glu) de la regi6 consens Il del domini a-cristal-li d’'una sHsp de

classe | d’arros (OsHsp16.9) provoca la péerdua de la capacitat de proteccié de la proteina.

Aquests resultats es podrien explicar pels dos factors més importants que intervenen a I’hora
de determinar la funcié d’'una sHsp: Per una banda és important que la regié d’'uni6 a les
proteines desnaturalitzades es mantingui intacta. Hi ha estudis que demostren que la
interaccié entre les sHsps i el substrat es déna per interaccions hidrofobiques (Lee et al.,
1997). Técniques de cross-linking amb el marcador hidrofobic Bis-ANS demostren que
residus de la regi6 consens Il son els responsables de la unié sHsp-substrat (Sharma et al.,
2000). Yeh et al. (2002) identifica dos aminoacids de la regid6 consens Il com els
responsables de la unié de la proteina amb el substrat.

Per altra banda, s’ha descrit en diversos treballs que per la funcié xaperona de les
sHsps és imprescindible la formacié del complexe oligomeéric (Kokke et al., 2001; Yeh et al.,
2002; Studer et al., 2002; Stromer et al., 2004). Aquests treballs demostren que si no es
forma I'oligomer la proteina no té funcié protectora ni in vitro ni in vivo. La regié N-terminal
és imprescindible per la formacié del complexe oligoméric (Montfort et al., 2001; Kim et al.,
1998). Stromer et al. (2004) demostren que la delecci6é de la regié N-terminal d’'una sHsp de
llevat permet la formacié de dimers pero impedeix I'organitzacié de I'oligdmer. La delecci6 de
la regié N-terminal va associada també a una pérdua de la funcié xaperona in vitro. Kokke et
al. (2001) observen que la regid N-terminal és vital per la formacié de I'oligdomer, mentre
que l'extensié C-terminal és prescindible i que la formacié del complexe és necessaria pero
no suficient per la funcié xaperona de les sHsps. Studer et al. (2002) veuen com la deleccié
dels nou primers aminoacids de la regid N-terminal provoca la perdua de la capacitat

d’oligomeritzaci6 i de la funcio.

Segons aquests resultats, doncs, la regidé N-terminal és imprescindible perd no suficient
per la funcié termoprotectora de les sHsps, necessita, com a minim de la presencia de la
regié consens Il tot i que presenta una major eficacia quan la proteina esta tota

sencera.

72



Capitol 3

111.3. POSSIBLE PAPER DE les sHsps-CIl EN
L’ESTABILITZACIO DE MEMBRANES

Introduccié

111.3.1- Estudi de la localitzacio subcel-lular

111.3.2- Estudis d’estabilitzacié de membrana

A) Efectes de la proteina recombinant sobre la composicid lipidica.
B) Efectes sobre I'estat de rigidesa de la membrana a 37°C.

C) Cineética de fluiditzacio en resposta a un gradient térmic.
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Introduccio

La possibilitat d’'una accié protectora de les sHsps-Cl a nivell de les membranes és molt
important. Moltes ceél-lules vegetals, entre elles les ceél-lules del fel-lema, es
caracteritzen per la gran abundancia de tanins a l'interior de la vacuola. Pel seu caracter
fortament reductor, els tanins sén altament toxics per al citoplasma. Mentre el tonoplast
es manté intacte els tanins romanen aillats a I'interior de la vacuola, pero si es produeix
un trencament els tanins s’aboquen al citoplasma i es produeix la coagulacio irreversible
de les proteines i la mort de la cél-lula. De fet, en l'alzina surera, es pot observar la
importancia de la integritat del tonoplast per la supervivéncia cel-lular. Després de la
lleva del suro, les cél-lules situades en la part més externa del floema secundari, que
queden exposades a un fort estrés en el moment de la lleva, moren pel vessament dels
tanins i el fel-lema adquireix rapidament una tonalitat vermellosa progressivament més
fosca per I'oxidaci6 dels tanins. En la zona més protegida situada uns 2 0 3 mm per sota
en posicié adaxial, s’observa com la vacudla es fragmenta en petites vacuoles,
mantenint la integritat de la membrana, i la cél-lula es desdiferencia per formar el nou

fel-logen.

Si bé les sHsps no presenten péptids senyal d’'uni6 a membranes ni dominis
transmembrana s’han descrit en la literatura diverses sHsps associades a membranes
en diferents organismes: en bacteri, Jobin et al. (1997) van descriure una sHsp, Lol8,
associada periféricament a la membrana de Leuconostoc; en llevat, Sales et al. (2000)
van detectar la preséncia en la part externa de la membrana de Hspl2. En planta, s’han
descrit diverses sHsps associades sempre a les membranes del cloroplast (Glaczinski et
al., 1998; Downs et al., 1999; Heckathron et al., 2002); en mamifer, Cobb i Petrash
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(2000) van observar com la a-cristal-lina humana interacciona amb la membrana de les
cél-lules del cristal-li en la formaci6 de cataractes.

Algunes d’aquestes sHsps s’han relacionat amb la proteccié de les membranes
enfront de l'estrés. Aixi per exemple, Sales et al. (2000), en experiments realitzats in
vitro a partir de lipossomes sintétics, van observar que Hspl2 protegia els lipossomes
de la dessecacid. Els mateixos autors, en experiments de creixement cel-lular en
preséncia d’etanol van observar que la soca salvatge mantenia la integritat de la
membrana a concentracions d’etanol més elevades que la soca amb el gen d’hspl2
deleccionat.

Heckathron et al. (2002) van localitzar una sHsp cloroplastica (Hsp25) d’Agrostis
stolonifera en les membranes del tilacoide. Estudis de funcionalitat del fotosistema Il en
condicions d’estrés térmic en plantes que expressen o no Hsp25 demostren que en les
plantes que expressen la proteina la funcionalitat del fotosistema Il es manté a
temperatures més elevades que en aquelles que no I'expressen.

Horvath et al. (1998) van localitzar una sHsp cloroplastica de Synechocystis
(SHsp17-P) en la membrana tilacoidal i van demostrar que I'estat fisic de la membrana
controla la transcripcié d’aquesta proteina. En condicions d’estrés la membrana és més
fluida s’activa la sintesi de SHspl7-P. Quan la membrana d’aquestes cél-lules es
fluiditza artificialment amb benzil alcohol (BA) provocant una situacié similar a un estres
térmic, també s’activa la sintesi de SHspl7-P. Més tard, aquest mateix grup va
demostrar que SHspl7-P es capa¢ d’estabilitzar els lipids de membrana en condicions
d’estrés (Torok et al., 2001). Experiments in vitro amb vesicules formades a partir de
lipids de Synechocystis mostren com SHspl7-P té més afinitat per les vesicules amb
una major fluidesa estabilitzant-les i fent augmentar la rigidesa. Comparant la viabilitat
cel-lular in vivo de soques salvatges i soques amb el gen Shspl7-P deleccionat aquests
autors observen que SHspl7-P té dues funcions: per una banda interacciona amb
proteines del citoplasma parcialment desnaturalitzades i per I'altra estabilitza els lipids

de membrana dels tilacoides.

A partir de les consideracions anteriors es planteja la possibilitat que I'accié sobre les
membranes formi part de la funcié protectora general de les sHsps. Aixi, a més d’actuar
de xaperona molecular evitant la formacié d’agregats irreversibles, podrien actuar a
nivell de membrana a través de l'accié sobre diferents mecanismes d’estabilitzacio.
Esdevé important provar aquesta hipotesi amb altres sHsps especialment les que no es
localitzen en organels com les sHsps-Cl i Cll de planta. En el nostre cas, el fet de tenir
QsHspl17.4-Cl i els seus mutants clonats en un sistema d’expressio heterologa en E.coli
i disposar de la metodologia experimental per I'aplicacié de I'estrés ofereix oportunitat
per investigar la possible accié protectora de membranes amb experiments in vivo. La
sHsp més ben estudiada en relacié a la protecci6 de membranes és SHspl7-P. Aquesta

sHsp presenta una homologia de sequéncia del 52,6% amb QsHspl7.4-Cl. Les
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diferéncies principals es troben en la regi6 N-terminal amb una similitud del 41,8%

mentre que la regié més semblant és el domini a-cristal-li amb un 60,0% (Fig.22). La

comparacio entre ambdues sera important, sobretot pel que fa al domini N-terminal.

QsHsp17.4-Cl
SHspl7-P

QsHsp17.4-Cl
SHsp17-P

QsHsp17.4-Cl
SHsp17-P

MALSLFGGRRSNVFDPFSLD IWDPFEGFSAVASVPPSARETTAFATARI
MSLILYNPLR--EMDNFQQQMNQLFE----EVFVPTDRHGDRQGFNPKA

*-k K- * -k K - = Kk Kk -

Consens Il Consens |
DWKETPEAH I FKADLPGLKKEEVKVEVEDGNVLQ I SGERSKEHEEKNDKWHRVERSCGKFMRRFRLPENAKVDQVKANMENGV 1 TVMVPK

EEQKKPAVKAIEISG
VEEAKNKVVKVQLS-

*- Kx  * -k

Fig. 22 — Alineament de la seqiiencia aminoacidica de QsHsp17.4-Cl i SHsp17-P separada en regio N-
terminal, domini o-cristal-1i i extensié C-terminal. A sota s’indiquen els residus idéntics (*), els canvis
conservats (:) | els canvis semi-conservats (.).

Aquest capitol es divideix en dues parts:

a) Una primera part en la que s’estudia la localitzacié subcel-lular de les
proteines Hspl7, HsplO i dels mutants de delecci6 C105 i N61 mitjancant

técniques de fraccionament i immunolocalitzacié per Western blot.

b) Una segona part en la que s’analitzen diversos parametres per determinar
una possible accié estabilitzadora de QsHspl7-Cl i dels mutants. De manera
concreta s’analitza per una banda (i) el grau de saturacido dels lipids en
condicions normals i d’estrés térmic mitjancant técniques cromatografiques; i,
per l'altra, (ii) la rigidesa de la membrana a temperatura normal de creixement i

(iii) la cinética de fluiditzacié enfront d’un gradient térmic.
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3.1 — Estudi de la localitzacio subcel-lular

Durant la purificacio6 de la proteina recombinant QsHspl7.4-GFP es van fer dues
observacions interessants. Per una banda, en el procés d’extraccidé, mentre GFP es
manté en la fraccio soluble, la proteina recombinant QsHspl17.4-GFP (anomenada HSPF)
precipita amb la fracci6 membranosa. Per altra banda, de manera no esperada, vam
constatar que QsHspl7.4-Cl recombinant, no fusionada amb GFP (anomenada HSPN)
quedava parcialment retinguda en la columna hidrofobica (vegis pagina 48). Aquests
dos fets suggereixen una certa afinitat de QsHspl7.4-Cl per les estructures

hidrofobiques i per tant una possible capacitat d’interacci6 amb membranes.

Per determinar si una proteina és capa¢ d'unir-se a la membrana una metodologia
habitual és analitzar la seva localitzacié durant el fraccionament subcel.lular. Aquest
meétode, consistent en homogenitzacié de les ceél-lules, fraccionament de I’homogenat
per centrifugacié i reconeixement per Western blot, ha estat utilitzat per diversos
autors per determinar la localitzacié de diverses sHsps (Jobin et al., 1997; Hoérvath et
al., 1998; Heckathorn et al., 2002). Per altra banda, una metodologia alternativa
consisteix en la immunolocalitzaci6 al microscopi electronic. Les tecniques
immunocitoquimiques s’han aplicat a I'estudi de les sHsps de soja (Jinn et al., 1997) i
de CsHspl7.5 de castanyer (Soto et al., 1999) sense que en cap dels dos casos es
detectés localitzacié de les proteines a la membrana. Perd, com assenyalen Wehmeyer i
Vierling (2000), I'elevat soroll de fons del marcatge podria dificultar I'observaci6

En el nostre cas aplicarem la técnica del fraccionament cel-lular i Western blot
per estudiar la localitzacié subcel.lular de les proteines recombinants Hspl7, Hspl10 i els

mutants de deleccié C105 i N61 en les cel-lules d’E.coli.

Metodologia

Per estudiar la localitzacié de les diferents proteines es van utilitzar cultius de cel-lules
d’E.coli transformades en fase exponencial de creixement en els quals s’induia
I'expressié de la proteina recombinant amb IPTG. Després d'una induccié d’lh es
procedia a la lisi i el fraccionament cel-lular per centrifugacié. El procediment consta de
tres etapes de centrifugacio i separacié del sobrenadant. En una primera centrifugacié a
6000 rpm s’eliminen les restes cel-lulars, seguidament es realitza una segona
centrifugacié a 14.000 rpm (10min) amb la qual s’obté un precipitat amb els cossos
d’inclusio i un segon sobrenadant. Aquest segon sobrenadant és centrifugat a 100.000 g

obtenint-se un precipitat (pellet) que conté la fracci6 membranosa i un tercer
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sobrenadant amb la fraccié soluble o citoplasmatica (vegis material i métodes, pagina
57). Les diferents fraccions van ser separades per gel SDS-PAGE i la proteina
recombinant detectada amb anticossos policlonals de conill anti-QsHspl17.4-Cl. La
composicié proteica de les diferents fraccions també va ser comparada amb tincions de
blau de Coomassie. Aquests experiments es van fer a temperatura normal (37°C) i en

condicions d’estrés térmic (45°C / 30min).

Resultats

Els gels corresponents a les diferents fraccions cel-lulars obtingudes a partir de lisats de
cél-lules d’E.coli i revelats amb [I'anticos anti-QsHspl17.4-Cl, mostren una diferent
localitzacié de les proteines a nivell subcel-lular. La comparacié dels gels tenyits amb
blau de Coomassie evidencia que el patré proteic de les tres fraccions és diferent.

A la fig.23 es mostren els gels revelats per Western blot de les fraccions obtingudes
a partir de cel-lules que sobrexpressen Hspl7, Hsp10, C105 i N61 crescudes a 37°C i a
45°C. Tal com es pot veure, I'estrés térmic no altera la localitzaci6 de cap de les
proteines estudiades. L’experiment s’ha realitzat sis vegades i s’han obtingut sempre

idéntics resultats.

- Hspl17: Colocalitza amb els cossos d’inclusié i amb la fracci6 membranosa mentre

que es troba absent del citoplasma.

- Hspl10: La quimera HsplO, que consta de la regié N terminal i la regié consens
Il, colocalitza per igual amb els cossos d’inclusid, la fracci6 membranosa i el

citoplasma.

- N61: El mutant N61, format per la regié6 N-terminal i els primers 12 aminoacids
del domini a-cristal-li que no inclouen la regié consens ll, colocalitza per igual en

les tres fraccions estudiades.
- C105: El mutant C105, amb el domini a-cristal-li i I'extensié C-terminal sencers,

es localitza exclusivament en el citoplasma, essent la seva preséncia nul-la tant en

els cossos d’inclusié com en la membrana.
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Hspl7 C105
37°C 45°C 37°C 45°C

Hsp10 N61
37°C 45°C 37°C 45°C
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
> D . — - | — =y

Fig. 23 — Localitzaci6 per Western blot de Hspl7, HSP10, N61 i C105 en les fraccions
resultants del fraccionament subcel.lular de cél.ules transformades d’E.coli. Notis la
localitzacié preferent de Hsp 17 en els cossos d’inclusié i la fracci6 membranes i la de C105
que es troba concentrada en la fraccio citosolica. 1- Cossos d’inclusio, 2- Fraccid citosolica,
3- Fraccié membranosa

Els resultats obtinguts en relacié a Hspl7 mostren que aquesta proteina colocalitza amb
la fracci6 membranosa i amb els cossos d’inclusié perd no es detecta en el citoplasma.
La preséncia de la proteina en els cossos d’inclusié s’explicaria perqué és un fet comu
que quan es sobreexpressa una proteina heterdloga en grans quantitats aquesta derivi
parcial o totalment cap a cossos d’inclusié (Vuillard i Freeman, 2000). La localitzacié
amb la fracci6 membranosa podria interpretar-se com que Hspl7 té afinitat per les
membranes i per tant, és compatible amb la hipotesi d’'una acci6é en la proteccio de les

membranes en condicions fisiologiques.

Quan s’estudien els resultats del fraccionament subcel-lular de HsplO i N61, s’observa
que ambdues proteines colocalitzen en les tres fraccions (cossos d’inclusié, fraccié
membranosa i fraccié citosolica) sense una localitzacié preferent. La preséncia de
Hspl0O, N61 en els cossos d’inclusié s’explicaria com en el cas anterior per la seva
sintesi massiva després de la inducci6 per IPTG. El fet que part de HsplO i N61,
apareguin també en la fraccidé soluble podria explicar-se per la dificultat per part
d’aquestes dues proteines per formar complexes oligomeérics. Mentre que Hspl7 és una

sHsp sencera amb capacitat per formar oligdmers, Hsp1lO i sobretot N61 poden tenir
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dificultats per dimeritzar. Molt probable que N61 només estigui present en forma de

monomer.

De manera molt interessant, C105 que difereix de la proteina salvatge Hspl7 i dels
mutants Hsp10 i N61 per I'abséncia de la regidé N-terminal, es localitza exclusivament al
citoplasma. La regié N terminal sembla doncs imprescindible per la colocalitzacié amb la
fracci6 membranosa. La regi6 N terminal és molt important per la capacitat
d’interaccions amfipatiques amb lipids de membrana. Térék et al. (2001) van detectar
que SHspl7-P interacciona de forma especifica amb lipids de la membrana carregats
negativament. El mateix tipus d’interaccié amb lipids de carrega negativa es déna entre
una proteina relacionada amb I'estrés abiotic (deshidrina) i les membranes (Koag et al.
2003).

L’elevada hidrofobicitat del domini a-cristal-li ha estat considerada en alguns casos la
responsable de la interacci6 de les sHsps amb les membranes (Cobb & Petrash, 2000).
El fet que C105 no colocalitzi amb la fracci6 membranosa demostra, pero, que la
interaci6 amb les membranes no es déna mitjancant el domini oa-cristal-li. Els nostres
resultats demostren que la possible interacci6 amb les membranes seria deguda a la

regié N-terminal de les sHsps.
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3.2 — Estudis d’estabilitzacié de membrana

Les membranes, d’acord amb el model fluid de Singer i Nicholson, sén estructures
fluides en les que les molécules lipidiques i proteiques tenen una lliure difusio lateral.
Els canvis ambientals provoquen canvis en l'estat fisico-quimic de les membranes que
alteren el grau de fluidesa: la disminucié de la temperatura es correlaciona amb una
disminucié de la fluidesa i 'augment de temperatura amb una major fluidesa. Aquests
canvis modifiquen propietats que sén essencials pel funcionament de la cél-lula com la
permeabilitat i la resisténcia mecanica de la membrana. Per mantenir ’lhomeostasi, les
cél-lules han de mantenir uns rangs de fluidesa de la membrana compatibles amb un

bon funcionament.

Les membranes sén estructures molt sensibles que s’han de protegir rapidament
durant l'estrés. Davant els canvis ambientals es desenvolupen mesures protectores
com variacions en la composicié lipidica o la sintesi de proteines de membrana. La
variacié en la proporcié d’acids grassos saturats i insaturats presents en la membrana
és un mecanisme utilitzat per tots els organismes que permet contrarrestar els efectes
que petits canvis ambientals provoquen sobre la fluidesa de les membranes (Vigh et al.,
1998). La composicié lipidica de la membrana no és constant, la cél-lula és capag
d’alterar la proporcié d’enllagos saturats/insaturats a la membrana en funcié de les
necessitats de la cél-lula. Per compensar un augment de rigidesa degut a un estres per
fred les cel-lules incrementen els acids grassos insaturats i disminueixen els saturats
guanyant una major fluidesa a temperatures més baixes i viceversa, un estrés de calor
provoca un increment en la proporcié d’acids grassos saturats disminuint la fluidesa de

la membrana.

El sistema més ben estudiat és el de Synechocystis. S’han realitzat estudis en resposta
a l'estres termic tant per baixes temperatures com per temperatures elevades (Vigh et
al. 1998).

- Quan es produeix un estres per fred, s’observa un increment en la proporcio
d’acids grassos insaturats. Es va relacionar aquest increment amb I'expressio de
I'enzim desaturasa (DesA) que incorpora dobles enllagos als acids grassos.
L’augment de rigidesa que la membrana experimenta durant un estrés per fred
és el responsable d’activar I'expressio de la DesA per disminuir aquesta rigidesa.
El fet que I'augment de rigidesa de la membrana mitjancant la hidrogenaci6 dels
acids grassos saturats indueixi I'expressié de DesA, indica que I'estat fisico-

quimic de la membrana és capac¢ de regular la resposta a I'estrés.
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- Quan augmenta la temperatura, un mecanisme molt utilitzat per la cel-lula per
mantenir I'estabilitat de la membrana és l'activacié de I'expressié de diverses
proteines de membrana. Un estudi realitzat per HOrvath et al. (1998) amb
Synechocystis revela que l'estat fisico-quimic de la membrana també controla
I'expressi6é de SHspl7-P. En condicions d’estres térmic, la fluidesa de Ila
membrana augmenta i s’activa la sintesi de SHspl7-P que s’uneix a les
membranes tilacoidals. En aquest estudi, Horvath et al. (1998) demostren que la
fluiditzacié artificial de la membrana afegint benzilalcohol al medi també activa

I'expressi6é de Hspl7.

En estudis posteriors, Torok et al. (2001) demostren que SHspl7-P
estabilitza els lipids de membrana en condicions d’estrés mitjancant experiments
in vivo i in vitro. En estudis de viabilitat in vivo realitzats amb una soca salvatge
que expressa la proteina SHspl7-P i una soca amb el gen Shspl7-P deleccionat
constaten que, en condicions d’estrés termic, SHspl7-P té dues funcions, per
una banda s’uneix a proteines citoplasmatiques parcialment desnaturalitzades i
per altra banda protegeix les membranes tilacoidals evitant-ne I'hiperfluiditzaci6.
Estudis in vitro utilitzant vessicules sintetitzades a partir de lipids de
Synechocystis mostren que SHspl7-P té més afinitat per les vesicules més

fluides amb les quals interacciona fent augmentar la rigidesa.

Estudis similars realitzats per Tsvetkova et al. (2002) amb membranes
model sintetitzades in vitro a partir de lipids sintétics i lipids de cianobacteri
demostren que la SHspl7-P i [la-cristal-lina interaccionen i estabilitzen
membranes anioniques. En la interaccié de les sHsps amb els lipids intervenen
els caps polars dels acids grassos. La interaccié provoca canvis en la zona polar
dels lipids aixi com en la cua de carbonis hidrofobica degut al caracter amfipatic

de les sHsps.

En els capitols precedents d’aquesta memoria es descriuen estudis de funcionalitat in
vivo que demostren que l'expressid heterologa de QsHspl7.4-Cl en cel-lules d’E.coli
protegeix aquestes cél-lules de I'estrés térmic. Per determinar si en aquesta acci6
protectora intervé algun mecanisme de proteccié6 de membranes s’han realitzat els

seglients estudis:

A) S’ha analitzat la composicio lipidica de les membranes de les cél-lules d’E.coli
que sobrexpressen la proteina Hspl7 sencera i els mutants.

B) S’ha determinat I'estat de rigidesa de membrana en cél-lules crescudes a
condicions normals de creixement.

C) S’han estudiat els canvis de fluidesa provocats en les membranes de les

cél-lules com a conseqiiéncia d’'un estres térmic.
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A) EFECTES DE L’EXPRESSIO DE LA PROTEITNA RECOMBINANT SOBRE LA
COMPOSICIO LIPIDICA

En aquest apartat s’utilitzen cél-lules d’E.coli transformades amb el vector pET29a sense
insert que serviran de referéncia i les cél-lules que sobrexpressen Hspl7, Hspl0, N61 i
C105 crescudes en condicions normals (37°C) i en condicions d’estrés (48°C). Es pretén
determinar si I'expressio d’Hspl7 o dels péptid derivats modifiquen la composicié de la

membrana en comparaciéo amb les cél-lules transformades amb pET29.

S’analitza, per cada soca, la proporci6 dels segients acids grassos en les membranes:

Acids grassos estudiats Nom comu

14:0 A. Miristic
14:1 A. Miristoleic
16:0 A. Palmitic
16:1 A. Palmitoleic

17 cyclo -
18:0 A. Estearic
18:1 A. Oleic

19 cyclo -

La metodologia utilizada per I'estudi de la composicié lipidica és complexa, requereix
una instrumentacié adequada per la separacié i identificacio els diferents acids grassos.
Es parteix de cultius cel-lulars induits i es realitza una extraccid lipidica seguint el
metode estandard de Bligh i Dyer (1959) (Punt 8.1 de Metodes i protocols). Aquesta
extracci6 permet separar tots els lipids cel-lulars en una fracci6 anomenada lipids
totals. Dins aquesta fraccid s’inclouen tant els lipids de membrana, la gran majoria,
com els lipids que no formen part d’aquesta (triglicérids i lipids lliures). Analitzem la

fracci6 de lipids totals a tres nivells diferents:

- Per cromatografia de gasos, que permet determinar la proporcié dels
diferents acids grassos de la fracci6 de lipids totals. Aquesta analisi,
relativament rapida i senzilla, déna una primera aproximacié sobre possibles

diferéncies de composicio entre les soques.
- Per cromatografia en capa fina, que permet separar els triglicerids i lipids

lliures dels lipids de membrana. Dintre els lipids de membrana, la

cromatografia en capa fina, permet separar també els tres grups principals:
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les fosfatidiletanolamines (PE), que representen aproximadament un 75%
dels lipids de membrana, els fosfatidilglicerol (PG), que representen un 15%
i les cardiolipines (Cl) que representen un 5% del total de lipids de

membrana. Aquest és un analisi més complex i laboriés.

- Per ultim, les fraccions separades per cromatografia de capa fina s’analitzen
individualment per cromatografia de gasos per obtenir la proporcié d’acids

grassos de cadascuna d’elles per separat.

La metodologia habitual consisteix en analitzar primer la composicié d’acids grassos de
la fraccio de lipids totals i només en el cas que es detectin diferéncies entre les soques

es procedeix a I'estudi especific dels lipids de membrana.

Resultats

L'analisi de la composici6 d’acids grassos de la fraccidé de lipids totals de cinc
experiments independents es pot observar en la taula 1 i estan representats en la figura
24. S’ha comprovat, mitjancant una ANOVA d’'un factor que no hi ha diferéncies
significatives en la proporci6 dels diferents acids grassos presents en les membranes de

les cél-lules estudiades ni a 37°C ni a 48°C (F42; p>0.05).

Fraccio de lipids totals
Ceél-lules crescudes a 37°C

14:0 14:1 16:0 16:1 17cyclo 18:0 18:1 19cyclo DBI
PET29 2,8 0,3 35,3 11,8 14,5 0,9 31,0 3,2 43,1
Hspl7 2,9 0,3 34,7 16,3 111 0,8 31,9 19 48,5

€105 2,8 0,2 34,9 14,2 12,2 1,0 32,3 2,2 46,7
Hsp10 2,9 0,4 36,9 12,7 12,9 11 30,4 2,8 43,5
N61 2,9 0,3 37,0 13,2 12,9 0,9 30,3 2,5 43,8

Ceéel-lules crescudes a 48°C
14:0 14:1 16:0 16:1 17cyclo 18:0 18:1 19cyclo DBI

PET29a 3,2 0,2 37,5 10,6 15,2 1,0 28,2 41 39,0
Hspl7 3,6 0,2 37,1 15,4 11,2 0,8 29,6 2,1 45,2

C105 3,3 0,2 37,0 13,7 12,8 0,8 29,5 2,7 43,4
Hsp10 3,8 0,2 39,0 11,4 14,9 1,0 28,2 4,3 39,9
N61 4,0 0,3 38,6 12,5 13,3 1,0 27,6 2,8 40,4

Taula 1 — Variacions en la proporcié d’acids grassos de la fraccio de lipids totals (mitjanes de 5
experiements independents) de les membranas de les cél-lules que sobrexpressen Hspl7, Hspl0,
C105 i N61 crescudes a 37°C i en condicions d’estrés (48°C). ElI DBI (“Double Bound Index”)
indica la proporci6 d’acids grassos amb dobles enllagos presents en la membrana i déna una idea de
I’estat de rigidesa de la membrana.
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Composicio d'acids grassos a 37°C
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Composicié d'acids grassos a 48°C
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Fig. 24: Percentatge dels acids grassos totals de les cél-lules transformades amb pET29, pET-
Hsp10, pET-Hspl7, pET-N61 i pET-C105 crescudes a 37°C (a) i a 48°C (b).

En la figura 25 es representa l'increment que experimenta la proporcié d’acids grassos
saturats com a conseqiéncia d’un estrés térmic. Aquest fet s’explica per la capacitat de
les cél-lules d’adaptar la composicié de les membranes a les diferents condicions de
temperatura. En totes les cél-lules estudiades s’observa un increment de la proporcié
d’acids grassos saturats amb la temperatura. Analisis estadistics (ANOVA d’un factor)
demostren que no hi ha diferéncies significatives entre les diferents soques estudiades
(F4,20; p>0.05).
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Saturats 48°C - 37°C
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Fig.25 — Increment de la proporcié d’acids grassos saturats al augmentar la
temperatura de 37°C a 48°C. Aquest increment es dona en totes les cél-lules
sense diferéncies significatives.

Podem concloure doncs, que no hi ha un efecte de les proteines expressades sobre la
composicié d’acids grassos de les membranes ja siguin proteines funcionals com Hspl7 i

Hspl10 o péptids no funcionals com C105 i N61.

Donat que no hi ha diferéncies al estudiar la composicié lipidica de la fraccié de lipids
totals només per el primer experiment es va procedir a I'analisi de la proporcié d’acids
grassos dels principals grups de lipids que formen les membranes. S’ha dut a terme la
separacio lipidica en capa fina i s’ha determinat la proporcié d’acids grassos de les
fosfatidiletanolamines (PE) i dels fosfatidilglicerols (PG) que representen conjuntament

el 90% dels lipids de membrana.

La taula 2 mostra la proporcié de cadascun dels acids grassos estudiats en els dos grups
de fosfolipids de membrana per separat. Tal com es pot veure en la taula 2, no
s’observen diferéncies notables en la proporcié d’'acids grassos de les cél-lules
estudiades ni pel que fa les fosfatidiletanolamines (PE) ni pel que fa als fosfatidilglicerols
(PG).
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FOSFATIDILETANOLAMINES (PE)
14:0 14:1 16:0 16:1 17cyclo 18:0 18:1 19cyclo DBI

PET29a 37°C 3.6 0,5 33.6 17.8 6.4 1.0 39.8 2,1 56.7
48°C 3.6 0,6 34.0 17.7 6.4 1.1 37.2 15 54.9
Hspl7  37°C 34 0,2 32.0 27.5 1.3 0.7 35.1 11 62.6
48°C 3.2 0,7 33.5 27.2 1.6 0.6 33.8 0,5 61.0
C105 3¢ 3.2 0,6 31.4 27.2 1.6 0.7 35.9 11 63.1
4°C 35 04 34.2 27.0 2.1 0.7 32.5 0,9 59.5
Hspl0  37°C 29 0,7 30.7 234 2.2 0.8 39.9 0,6 63.4
4°C 3.0 0,7 33.5 23.2 3.0 0.8 36.4 0,8 59.7

N61 e 31 04 32.2 21.7 4.7 0.9 37.4 2,1 59.1
48°C 3.8 1,0 33.8 19.3 5.8 0.9 36.4 11 55.7

FOSFATIDILGLICEROL (PG)

14:0 14:1 16:0 16:1 17cyclo 18:0 18:1 19cyclo DBI
PET29  37°C 14 15 25.1 125 3.6 15 55.8 18 68.4
48°C 0.9 1,0 30.3 14.1 3.7 1.3 49.7 1,7 63.7

S-HSP17 3r°C 15 0,9 29.4 19.0 0.8 1.0 48.3 0,9 67.3
48°C 1.7 0,8 36.7 18.3 1.0 14 43.9 0,6 62.2
S-C105  3rC 15 1,0 29.6 20.9 1.0 11 46.0 1,7 66.8
48°C 1.4 1,0 33.6 18.6 1.2 1.0 44.1 0,7 62.7
S-HSP10 37°C 11 0,8 275 16.5 13 1.2 52.4 0,9 68.9
4°C 0.8 04 31.0 14.3 1.8 14 50.7 0,9 65.0
S-N61  37°C 12 1,6 28.5 14.7 3.0 1.2 51.3 1,6 66.1
4a/Cc 17 1,0 34.3 14.1 3.6 11 45.2 14 59.3

Taula 2 — Proporcié d’acids grassos dels grups de fosfolipids més abundants de les membranas de les
cel-lules que sobrexpressen Hspl7, Hspl0, C105 i N61 crescudes a 37°C i en condicions d’estres
(48°C).

Saturats 48°C — 37°C
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Fig.26 — Increment de la proporcid d’acids grassos saturats de les fosfatidiletanolamines (PE) i
dels fosfatidilglicerols (PG) al augmentar la temperatura de 37°C a 48°C. No s’observen
diferéncies notables entre les diferents soques estudiades.
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En la figura 26 es representa I'increment d’acids grassos saturats en les
fosfatidiletanolamines i els fosfatidilglicerols quan les ceél-lules passen de 37°C a 48°C.
Observem com no hi ha diferéncies apreciables ni per les fosfatidiletanolamines ni pels
fosfatidilglicerols. Podem concloure que la similitud pel que fa a la composicié lipidica
observada entre les diferents soques estudiades amb la fraccié de lipids totals es manté

en la composicio dels lipids de membrana.

Els resultats obtinguts posen de manifest que la sobrexpressio de les diferents proteines
recombinants no alteren la composicid lipidica de les membranes d’E.coli. El fet que
totes les céel-lules es comportin igual en relacié a la composicié d’acids grassos, amb
independéncia de la proteina que expressen facilita els posteriors estudis sobre la
capacitat estabilitzadora, doncs podem eliminar un factor de variabilitat. Sempre que es
vol estudiar l'efecte estabilitzador de membrana d’'una proteina cal préviament
comprovar els canvis que I'expressié d’aquesta provoca en la composicié d’acids grassos
de les membranes de la ceél-lula. En altres treballs en els que s’ha estudiat el
comportament de la membrana plasmatica durant I'estrés també s’han realitzat aquest
tipus de control. Térok et al. (2001) tampoc observen diferéencies en la composici
lipidica de les cél-lules salvatges de Synechocytis respecte les cel-lules mutants que

tenien el gen hspl7 deleccionat.

B) ANALISI DE L’ESTAT DE RIGIDESA DE LA MEMBRANA A 37°C

Tot i que I'expressié d’'una proteina heterdloga no modifiqui la composicié lipidica de
manera mesurable, no es pot descartar que hi hagi altres efectes que incideixin en la
rigidesa de la membrana. Torok et al. (2001) van observar que I'expressié d’Hspl7 en
les cél-lules de Synechocytis podia alterar I'estat de rigidesa de les membranes tot i no

detectar-se variacions en la composicio lipidica.

Per mesurar els canvis de rigidesa s’utilitza un métode basat en la fluorescéncia d'un
marcador, el 1,6-difenil-1,3,5-hexatriene o DPH, una molécula que s’intercala entre els
lipids de membrana orientant-se de forma paral-lela a les cues de carbonis dels
fosfolipids i que en condicions hidrofobiques emet fluorescéncia. La caracteristica

principal d’aquesta molécula és la seva forma cilindrica i la rotacié sobre si mateixa que
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presenta. En medi aqués la fluorescéncia emesa és practicament nul-la perdo en
condicions hidrofobiques emet una major o menor fluorescéncia en funcié de la rotaci6
de la molécula, essent més alta quan menys rotacié presenta. La rotacié del DPH, quan
es troba intercalat en la membrana, depén de I'estat de rigidesa, és a dir, del grau de
cohesio dels lipids de membrana. Les membranes amb més rigidesa dificulten la rotacié
i augmenten la fluorescencia (Cehlnik et al., 1973; Esko et al., 1977). El DPH és un
dels méetodes més utilitzats per estudiar I'estabilitat de les bicapes lipidiques (Hura,
2004) .

Utilitzant cultius en fase exponencial de creixement es va induir I'expressié de les
proteines heterologues amb IPTG. Després d’ajustar tots els cultius a un OD3zg=0,2
s’afegeix el DPH (3ul de DPH 0,2M en 3ml de cultiu) i un cop establerts els blancs
pertinents per disminuir el soroll de fons de les mostres es mesura la fluorescéncia
emesa tal com s’explica a I'apartat 8.2 de material i métodes (vegis material i métodes,

pagina 60).

S’ha mesurat la fluorescéncia emesa pel DPH present en les membranes de les cél-lules

transformades amb el vector sense insert (pET29a) i de les diferents soques estudiades.

Resultats

Els resultats de fluorescéncia mostrats en la taula 3 corresponen a cinc experiments

independents.
pET29 Hspl7 Hsp10 C105 N61
0,2056 0,2148 0,2051 0,1828 0,2403
0,2093 0,1901 0,2186 0,2094 0,2693
0,1876 0,2130 0,2266 - 0,2486
0,2086 0,2089 0,2228 0,2036 0,2672
0,1938 0,2073 0,2355 0,2174 0,2520

Taula 3 — Valors de fluorescéncia emesos pel DPH de les cél-lules que sobreexpressen Hspl7,
Hsp10, C105 i N61 crescudes a 37°C de cinc experiments independents.

La fluorescéncia emesa pel DPH és directament proporcional al grau de rigidesa de les
membranes de les cél-lules estudiades. Després que una ANOVA d’un factor demostrés
diferéncies significatives entre les mitjanes de fluorescéncia obtingudes (F;,,=18,64;

p=0,000) es va realitzar un test estadistic de comparacions multiples a posteriori
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utilitzant el métode de Bonferroni. Els resultats obtinguts per les soques pET-Hspl7,
PET-Hspl0 i pET-C105 no presenten diferéncies significatives (p>0,05) respecte les
cél-lules transformades amb el vector sense insert ni entre si. Només les cél-lules que
expressen N61 emeten uns valors de fluorescéncia significativament diferents als de les

cél-lules control (p<0,005).

En la figura 27 es representa la mitjana i desviacié estandard de les cinc mesures de
fluidesa emesa pel DPH localitzat en la membrana en les diferents cél-lules
transformades. Els resultats mostren que només les cel-lules que expressen la proteina
recombinant N61 presenten una membrana significativament diferent que les cel-lules
PET29a. Les altres tres soques (Hspl7, Hspl0 i C105) presenten la mateixa rigidesa de

membrana que les cel-lules pET29a.
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Fig.27 —Valors de fluorescéncia de DPH en la membrana plasmatica de les diferents soques
d’E.coli. Només les cel-lules que expressen N61 presenten una fluorescéncia significativament
diferent a les cel-lules transformades amb pET29a i a la resta de soques.

El resultat obtingut per les cél-lules que sobrexpressen C105 era d’esperar donat que és
un peptid que en el fraccionament cel-lular es manté en fase soluble i no interacciona

amb les membranes.
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Les cel-lules que sobrexpressen Hspl7 i HsplO presenten la mateixa rigidesa de

membrana que les cél-lules control.

Nomeés les ceél-lules que expressen N61 presenten un augment significatiu de la rigidesa
de membrana en condicions normals de creixement. Aquest valor de rigidesa
equivaldria al que observariem per cél-lules d’E.coli crescudes 8-10 graus per sota, és a
dir, a 27°C o 29°C.

Aquest mutant disposa del domini N-terminal, molt important per unir els dimers
entre si i donar estabilitat a I'oligdmer (Montfort et al., 2001; Kim et al., 1998) pero té
gairebé tot el domini a-cristal-li deleccionat. Es possible que aquest fet li impedeixi
formar els dimers necessaris per a la posterior oligomeritzaci6 fent que

proporcionalment hi hagi més molécules lliures per interaccionar amb la membrana.

L’augment de rigidesa de membrana que presenten les cel-lules que sobrexpressen N61
suggereix que aquest mutant, consistent basicament en la regid N-terminal,
interacciona amb les membranes. Aquest resultat és molt important i constata la

importancia de la regié N-terminal en la interacci6 amb les membranes.

Aquest augment de rigidesa de membrana observat en les cél-lules que sobrexpressen
N61 a condicions normals de creixement pot ajudar a mantenir la membrana estable
quan augmenta la temperatura. Per determinar si la sobrexpressi6 de N61 manté
estable la membrana a temperatures elevades es realitzen estudis de cinética de
fluiditzaci6 de membrana. Una major estabilitzaci6 a elevades temperatures no té
perqué ser un factor positiu per la cél-lula donat que una disminucié de la temperatura

provocaria I'efecte contrari.

C) CINETICA DE FLUIDITZACIO EN RESPOSTA A UN GRADIENT TERMIC

Donat que les cél-lules que sobrexpressen N61 sén les Uniques que presenten
modificacions de I'estat de rigidesa de membrana en condicion d’estrés, els estudis de
cinética de fluiditzacié s’han realitzat Unicament amb ceél-lules transformades amb el
vector sense insert i cel-lules que sobrexpressen Hspl7 i N61. Aquestes cel-lules han
estat sotmeses a un xoc de calor i s’ha determinat I’estat de fluidesa de la membrana.

Per estudiar la dinamica del procés de fluiditzaci6 a mesura que augmenta la
temperatura hem utilitzat el marcador fluorescent 1-N-fenilnaftilamina (NPN). En aquest
cas no s’ha pogut utilitzar el marcador DPH per problemes metodologics. Els assajos

amb DPH necessiten molta estona de preparaciéo des del moment en qué es treuen les
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cél-lules d’E.coli del cultiu fins que es prenen les mesures de fluorescéncia. En aquest
temps les cél-lules d’E.coli s6n capaces de restablir les condicions normals de la
membrana després de l'estrés térmic provocant que les mesures de fluorescéncia
obtingudes no es corresponguin amb I'estat real de la membrana quan les cel-lules sén
crescudes a una temperatura en concret. Les mesures amb el NPN, en canvi sén molt
més rapides. Després d’aplicar un estrés térmic a les cél-lules transformades amb
PET29a i les que sobrexpressen Hspl7 i N61 afegim el NPN fins una concentracio final

de 5uM.

En condicions normals de creixement, el NPN es troba a fora de la cél-lula en unes
condicions aquoses que no li permeten emetre fluorescéncia. A baixes temperatures la
fluorescéncia és manté molt baixa perquée les membranes no permeten I'entrada de les
molécules de NPN. A mesura que augmenta la temperatura, la membrana de les
cel-lules es desestabilitza fins arribar a un punt en qué és prou fluida com perqué el NPN
s’intercali entre els lipids de membrana. En aquest moment la fluorescencia emesa pel
NPN augmenta de forma exponencial. Com més estable sigui la membrana més alta
sera la temperatura en la qual es dona l'augment de fluorescéncia. Mesurant la
fluorescéncia emesa per les cél-lules a diferents temperatures podem detectar I'estat de
fluidesa de la membrana durant un estrés térmic.

Aquesta técnica perd només permet determinar I'estabilitat de la membrana externa de
la cél-lula d’E.coli. Les molécules de NPN que es troben a l'exterior de la cél-lula
s’intercalen entre els lipids de la membrana externa o periplasmatica quan la
temperatura és prou elevada perd no poden arribar a la membrana interna o

plasmatica.

Resultats

Quan les ceél-lules transformades amb el vector sense insert i les cel-lules que
sobrexpressen Hspl7 i N61 es sotmeten a un gradient de temperatura entre 37°C i

60°C s’observen variacions en I'estat de rigidesa de la membrana (Fig. 29).

En la figura 28 es pot observar com per totes les cél-lules estudiades, a baixes
temperatures, la fluorescencia emesa pel NPN es manté baixa perqué la membrana
manté I'estabilitat i no permet I'entrada de les molécules de NPN a la bicapa lipidica.
Durant la incubacié a temperatures fisiologiques, el NPN es localitza a I'exterior de les
cél-lules, és a dir, en un medi aqudés de manera que no emet fluorescéncia. En canvi, a
partir d’'una certa temperatura les membranes es desestabilitzen i esdevenen prou
fluides com per permetre I'entrada de les molecules de NPN en la bicapa lipidica

augmentant aixi la fluorescéncia de forma exponencial.
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En les cél-lules transformades amb el vector sense insert (Fig. 28a i 28b) s’observa un
increment de la fluidesa de membrana a mesura que augmenta la temperatura. A partir
d’'una certa temperatura, que ronda els 45°C, es déna un increment important de la
fluorescéncia emesa pel NPN que augmenta fins assolir uns nivells maxims a la maxima

temperatura estudiada (60°C).

Les ceél-lules que sobreexpressen Hspl7 segueixen el mateix comportament que les
cél-lules control (Fig.28a). La desestabilitzaci6 de la membrana, i en conseqiéncia
I'augment de fluorescéncia, en les cél-lules que sobreexpressen Hspl7 es déna a una
temperatura molt similar a la de les ceél-lules transformades amb pET29a. La
sobreexpressié de Hspl7 no retarda la fluiditzacié de la membrana indicant que Hspl7

no estabilitza la membrana en condicions d’estrées.

En les cél-lules que sobreexpressen N61, en canvi, s’observa que la temperatura a la
qual el NPN és capag¢ d’intercalar-se entre els lipids de membrana és més alta que en les
cél-lules pET29a (Fig. 28b) i que en les cél-lules que expressen Hspl7 (Fig.28c). La
sobrexpressié de N61 fa que la membrana es mantingui estable a unes temperatures
meés elevades que en les cel-lules transformades amb el vector sense insert i que en les

cél-lules que sobrexpressen Hspl7.
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Dels resultats anteriors es dedueix que la sobrexpressido de N61 permet a les cél-lules
d’E.coli mantenir la membrana estable a temperatures més altes que en les cél-lules
que no expressen la proteina.

L’augment de rigidesa que presenten les céel-lules que sobrexpressen N61 equivaldria a
cél-lules d’E.coli crescudes 8 6 10 graus per sota de la seva temperatura normal de
creixement (Horvath |. comunicacié personal) Aquest fet permet a les cél-lules que
acumulen N61 mantenir la membrana estable en condicions d’elevada temperatura fent
que el NPN no pugui entrar en la cél-lula fins a temperatures 8 6 10 graus per sobre de
la temperatura en qué entra en les cel-lules que no expressen N61.

Una possible explicacié podria ser que la sobrexpressié d’'un péptid tant petit i
amb afinitat per les membranes s’intercali de forma abundant entre els lipids de
membrana provocant un augment de la rigidesa molt elevada. Semblaria doncs, que la
sobrexpressié de N61 hauria de protegir les membranes d’un estrés de calor pero, tal i
com hem vist en el punt 2.2 de resultats, no s’observa que hi hagi una major

supervivencia de les cél-lules d’E.coli enfront I'estrés térmic in vivo.
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111.4.- CAPACITAT DE QsHspl7.4-C1 PER MODIFICAR
L’EXPRESSIO D’ALTRES Hsps EN E.coli

Introduccio

111.4.1- Efecte de les proteines heterologues sobre la sintesi

de Hsps d’E.coli en condicions normals de creixement

111.4.2- Efecte de les proteines heterologues sobre la sintesi

de Hsps d’E.coli enfront un gradient térmic
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Introduccid

La resposta de les proteines de xoc de calor (Hsps) davant I'estrés és molt complexa.
Normalment un estrés provoca una resposta per part de les cél-lules a nivell nuclear
reprimint la sintesi d’algunes proteines i induint I'expressié d’altres, majoritariament
proteines de xoc de calor (Montfort et al., 2001). Tot i els nombrosos estudis realitzats,
els mecanismes de deteccié de I'estrés i les vies de transduccié del senyal s6n encara

desconegudes.

La majoria de les xaperones d’E.coli s’expressen de forma constitutiva, fet que reflecteix
la seva importancia en condicions normals de creixement, perd totes s’indueixen
fortament en condicions d’estres termic (Richmond et al., 1999). Un dels mecanismes
d’activaci6 més senzills per activar la resposta d’estrés és la preséncia de proteines
desnaturalitzades o proteines externes a la cél-lula (Goff i Goldberg, 1985). Estudis de
creixement en preséncia de I'aminoacid canavalina, que no permet el correcte
plegament de les proteines en les que esta present, o tractaments de cultius bacterians
en presencia de puromicina, que provoca la separacié prematura dels polipéeptids dels
ribosomes aixi com la sobreexpressié de proteines eucariotes que no es pleguen
correctament en el bacteri activen la sintesi de Hsps demostrant que el nivell de

proteines desnaturalitzades determinen el grau d’induccié de Hsps (Parsell et al., 1989).

Per altra banda, en diversos treballs s’ha proposat que la membrana plasmatica podria
actuar com el primer sensor de la cél-lula capa¢ de rebre I'estimul i desencadenar la
resposta cel-lular (Torok et al., 2001; Hérvath et al., 1998; Vigh et al., 1998). S’ha
demostrat que variacions en I'estat fisico-quimic de la membrana causats per diferents

agents quimics (benzil alcohol o bimoclomol), amb conseqiéncies similars a les
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provocades per un estrés térmic, activen la sintesi de proteines de xoc de calor (Toérok
et al., 2003; Hoérvath et al., 1998).

El fet que la membrana participi en la cadena de transduccié del senyal de xoc
de calor i que QsHspl7.4-Cl es localitzi precisament en la membrana és un punt a favor
per pensar en un possible paper regulador de la sintesi de Hsps per part d’aquesta
proteina. Diferents treballs demostren que certes Hsps bacterianes, tant en E.coli com
en B.subtilis, poden regular els nivells d’expressié de les altres Hsps mitjancant la
interaccié amb factors activadors o repressors de la resposta a I'estrés (Schultz et al.,

996; Mogk et al., 1997,1998; Tomoyasu et al., 1998; Lund et al., 2001).

En aquest apartat del treball es pretén determinar si la sobreexpressié de proteines
recombinants pot alterar el patré6 d’expressid proteic en resposta a l'estrés en les
cél-lules d’E.coli respecte les cel-lules que no expressen la proteina. Aquest estudi

consta de tres etapes:

i) En una primera etapa s’ha analitzat el patré d’expressié proteic de les cél-lules
transformades amb el vector pET29a sense insert tant en condicions normals de

creixement com en condicions d’estres.

ii) En una segona etapa es determina si la sobreexpressié d'una proteina
recombinant pot alterar el patré d’expressio proteic de les cél-lules d’E.coli en

condicions normals de creixement.

iii) Per dltim s’analitza si la sobreexpressio de Hspl7, Hspl0 i els mutants C105 i
N61 té algun efecte en I'expressiéo de les Hsps d’E.coli en condicions d’estrés

térmic.

Metodologia
La técnica que permet analitzar les variacions en el patré d’expressid proteic consisteix
en marcar els cultius cel-lulars, després d’haver induit I'expressi6 de la proteina
recombinant, amb aminoacids radioactius per, posteriorment, analitzar la sintesi de
novo de proteines mitjancant gels de poliacrilamida revelats per autoradiografia.
Després d’induir I’'expressi6é de la proteina recombinant amb IPTG durant 1h, les
cél-lules es mantenen en un medi minim absent d’aminoacids (medi M9). S’afegeixen
els aminoacids marcats amb 'C i es procedeix a incubar els cultius en condicions
normals de creixement (37°C) i en condicions d’estres térmic (40, 44, 46,48 i 50°C,

respectivament) durant 30 minuts. Després d’aquest temps les cel-lules soén
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centrifugades a 6000rpm durant 10 min i el contingut proteic analitzat en gels de
poliacrilamida revelats per autoradiografia.

Aquesta part del treball es va dur terme a I'Institut de Bioquimica i Biofisica del
Centre de Recerca Biologic de Szeged (Hongria) donat que en aquest laboratori ja
tenien la técnica a punt i les infraestructures necessaries per treballar amb

radioactivitat.

Per avaluar la intensitat de I'expressié s’ha utilitzat un metode densitomeétric. La
intensitat de les diferents bandes corresponents a les proteines de xoc de calor d’E.coli
s’ha mesurat amb un densitometre (Quantity One®, BioRad) i els resultats s’expressen

com el percentatge d’intensitat de cada banda en relacié a la totalitat del carril.

D’entre totes les proteines sintetitzades pel bacteri s’han analitzat sis bandes
corresponents a proteines de xoc de calor, quatre de les quals s6n proteines de xoc de

calor d’elevat pes molecular i les altres dues s6n de baix pes molecular.

— Hsps d’elevat pes molecular:
- ClpB — Banda situada en la regié de 100kDa. Aquesta proteina es troba tant en
cél-lules eucariotes com en procariotes. En les cél-lules eucariotes, a més
d’actuar protegint a les céel-lules de I'estrés, té un paper molt important en
funcions proteolitiques de renovaci6 de proteines (Turgay et al., 1998). En E.coli
aquesta funcidé no ha estat descrita i sembla que només intervé en la resposta

termoprotectora (Parsell et al., 1994).

- HtpG — Banda situada en la regidé de 90kDa. Aquesta proteina és I'equivalent
en E.coli de la Hsp90 d’eucariotes. Aquesta proteina és necessaria en llevat i
D.melanogaster pero és dispensable en E.coli i altres bacteris (Buchner J. 1999).
Segons Thomas et al. (2000) té activitat xaperona in vivo i és necessaria pel
correcte replegament de certes proteines citoplasmatiques en cél-lules d’E.coli

estressades.

- DnaK — Banda situada en la regié de 70kDa. Es considera I’equivalent en E.coli
de Hsp70. Juntament amb les Hsp60, DnaK és la Hsp més abundant i més ben
estudiada. S’uneix a curts segments hidrofobics de proteines no natives (Rudiger
et al., 1997). Té activitat xaperona i actua desfent petits agregats de proteines

desnaturalitzades.

- GroEL — Banda situada en la regi6 de 60kDa. GroEL té un paper comparable

amb Hsp60 de mamifer i forma un complexa actiu amb una Hsp de 10kDa
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(GroES) capac de renaturalitzar proteines desnaturalitzades en un procés

depenent d’ATP (Coyle et al., 1999; Shtilerman et al., 1999).

— Hsps de baix pes molecular:
IbpA/B — Banda situada lleugerament per sobre dels 17kDa. L’expressio
d’aquestes dues proteines ha estat mesurada conjuntament perqué tenen un pes
molecular idéntic i es mouen formant una sola banda. S6n les dues Uniques

sHsps d’E.coli.

- GroES — Banda situada sobre els 10kDa. Forma, juntament amb GroEL, el
complexa GroEL/ES que forma una caixa on les proteines sén renaturalitzades
en un procés depenent d’ATP (Coyle et al., 1999; Shtilerman et al., 1999; Xu et
al., 1997).

Els resultats s’agrupen en dos apartats, dedicats respectivament: i) a determinar la
influéncia de I'expressié de sHsps heterologues sobre els patrons de sintesi proteica de les
cel-lules d’E.coli i ii) a analitzar els canvis que I'expressié heterologa provoca en els patrons

de sintesi proteica en diferents condicions d’estrés térmic.

4.1 — Efecte de les proteines recombinants sobre la sintesi de Hsps

d’E.coli en condicions normals de creixement

Resposta del bacteri

En primer lloc s’ha analitzat el patré d’expressié de les cél-lules transformades amb pET29a
sense insert, tant en condicions normals de creixement com en condicions d’estrés, per
poder comparar, posteriorment amb les ceél-lules que sobreexpressen una proteina

heterologa.

La figura 30a mostra el gel de SDS-PAGE revelat per autoradiografia en el que es poden
detectar les proteines sintetitzades de novo per les ceél-lules d’E.coli transformades amb
el vector pET29 sense insert en condicions normals de creixement i sota diferents
estressos de calor (30 min a 40, 44, 46, 48 i 50°C, respectivament). S’ha mesurat, per

densitometria, la intensitat de les bandes corresponents a les principals Hsps del bacteri
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respecte el total de les proteines expressades a tres temperatures diferents (37, 44 i
48°C). Les mesures densitométriques (Fig. 30b) permeten comparar el nivell

d’expressi6 d’'una proteina respecte el total de proteines presents en cada carril.

Patr6 de sintesi de proteines en cel-lules d’E.coli transformades
amb el vector d’expressi6 pET29a sense insert

PET29 pET29a
37 40 44 46 48 50
8 —
]
94 ég PR e, - .
67 —
o &1
43 ils - °]
—_ e 4]
30 — ' ' ‘ - 34
m37°C
2 4
@ 44°C
o . Jlmnlﬂl
O 48°C
[e) 0 .
10 — -eE e CipB HtpG Dnak GroEL Ibp GroES
— —
elevat pes molecular baix pes molecular

Fig. 30. a) Sintesi de proteines de novo en cél-lules d’E.coli transformades amb el vector
pET29a sense insert crescudes a temperatura normal (37°C) i en condicions d’estres (40, 44, 46,
48 i 50°C). b) variacions percentuals en I’expressi6 de les Hsps d’E.coli en cel-lules crescudes a
37°C,a44°Cia48°C.

=) - Proteina recombinant / - CIpB /A - HtpG / € - DnaK /¢ - GroEL /O - IbpA/B / @- GroES

Tal com mostra la figura 30a i 30b, en abséncia d’estrés (creixement a 37°C) les
cél-lules presenten un patré de bandes complex en el qual s’han identificat les bandes
corresponents a les principals proteines d’estrés del bacteri: ClpB, HtpG, DnaK i GroEL
entre les d’alt pes molecular i IbpA/B i GroES entre les de baix pes molecular. En
general observem una elevada expressié de dues bandes caracteristiques a una alcada
aproximada de 35kDa i una tercera banda intensa que correspon a ClpB. A 37°C les
bandes corresponents a les altres Hsps d’E.coli s6n molt débils. Les mesures
densitomeétriques mostren que, a 37°C, el nivell d’expressi6 més elevat correspon a
ClpB amb un valor al voltant del 4% mentre que les altres Hsps d’alt pes molecular
presenten una baixa expressié6 amb valors entre 0,5% i 1%. Pel que fa a les sHsps
(IbpA/B i GroES), els nivells dexpressio relatius d’aquestes proteines també soén

relativament alts amb valors al voltant del 2%.

Quan les cel-lules es fan créixer a temperatures per sobre dels 37°C s’observa una

disminucié progressiva de la sintesi de proteines en funcié de la temperatura. El canvi
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més notable s’observa al passar de 46°C a 48°C (Fig. 30a). Quan augmenta la
temperatura augmenta la proporcié de Hsps en les cél-lules d’E.coli passant de
representar al voltant d’'un 13% del total de proteines a 37°C a aproximadament un
18% tant a 44°C com a 48°C. La figura 30b mostra I'expressi6 relativa de cadascuna de
les Hsps d’E.coli estudiades respecte el total de proteines expressades. Tal com passava
a 37°C, en condicions d’estres, la Hsp que presenta una expressio relativa més elevada
és ClpB que augmenta de manera proporcional amb la temperatura arribant a
representar al voltant del 8% en les cél-lules crescudes a 48°C. Els nivells de HtpG es
troben al voltant de I'1% tant a 44°C com a 48°C, en canvi els nivells de DnaK
augmenten a mesura que augmenta la temperatura essent, a 48°C, la segona Hsps
bacteriana amb un nivell d’expressié més elevat després de ClpB. Els nivells de GroEL
presenten un gran increment al passar de 37°C a 44°C amb un nivell d’expressio al
voltant del 3% pero la seva sintesi disminueix a 48°C.

Mentre que els nivells d’expressiod relatius de les Hsps d’elevat pes molecular
augmenten amb la temperatura, els nivells d’expressié relatius d’lbpA/B es mantenen
estables a 44°C respecte els de les cél-lules crescudes a 37°C i disminueixen a 48°C. Els
nivells d’expressié de GroES es mantenen molt similars als de GroEL tant a 44°C com a
48°C. Al igual que GroEL, I'expressio relativa de GroES, respecte el total de proteina

expressada, augmenta a 44°C i disminueix quan les cél-lules sén crescudes a 48°C.

Patré _de sintesi _proteica en les cél-lules transformades amb Hspl7 i els

mutants derivats

En aquest apartat s’estudia el patré de sintesis de novo de les cel-lules transformades
que expressen una sHsp completa (Hspl17), la forma truncada natural (Hsp10) o els dos
mutants de deleccié N61 i C105. EIl patr6 de proteines sintetitzades per les cél-lules
d’E.coli s’estudia respectivament abans i després de la induccié de I'expressié de la
proteines recombinant amb IPTG. L'objectiu és determinar si I'expressiéo heterologa

d’aquestes proteines modifica el patré de sintesi d’E.coli a 37°C.

En la figura 31 es pot observar com abans de la induccié amb IPTG totes les soques
presenten un patr6é de sintesi proteica molt similar, independentment de la construccio
amb qué estan transformades i que es correspon amb el patré de les cél-lules
transformades amb el vector sense insert. CIpB és, en tots els casos, la Hsp amb nivells
d’expressi6 relatius més elevats situant-se sempre al voltant de 3-4%, mentre que les
altres Hsps d’alt pes molecular (HtpG, DnaK i GroEL) presenten sempre uns nivells

baixos d’expressié que rarament superen el 0,5%. Els nivells d’expressi6 relativa de les
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Hsps de baix pes molecular (IbpA/B i GroES) sén en tots els casos molt similars i

sempre al voltant del 2-2,5%.

Després de la inducci6 amb IPTG, a 37°C totes les soques mostren la banda
caracteristica que correspon a la proteina recombinant, perd les mesures de
densitometria posen en evidéncia que la proporcié relativa de Hspl7 és més elevada (al
voltant del 9%) que per la resta de proteines recombinants (al voltant del 3-4%). En
tots els casos el patré d’expressié de les Hsps d’E.coli es veu modificat pero de manera
diferent en funcié de la proteina heterologa expressada.

Les cel-lules que sobreexpressen Hspl7 presenten una banda a l'algada de les
Hsps de baix pes molecular d’E.coli que correspon a IbpA/B amb uns valor d’expressio
elevats de gairebé el 7%.

En canvi, les cel-lules que sobreexpressen C105 o HsplO no presenten
modificacions apreciables de les Hsps d’E.coli estudiades. La sobreexpressié de N61
activa de forma notable I'expressié de moltes Hsps d’alt pes molecular d’E.coli com el
cas de DnakK, el valor d’expressio de la qual supera el 4%, aixi com una banda a I'algada
de les Hsps de baix pes molecular que correspon a GroES amb un valor d’expressié que
s’acosta al 5%. Per altra banda, en aquestes cél-lules el nivell d’expressié relatiu de
ClpB i IbpA/B disminueix a gairebé la meitat en el cas de CIpB i a una tercera part en el

cas de IbpA/B.
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Fig. 31 —Efecte de la sobrexpressié de les proteines recombinants Hsp17, Hsp10, C105 i N61
sobre la sintesi de proteines de novo en cél-lules d’E.coli crescudes a 37°C. En groc es mostra
el nivell de relatiu de sintesi de la proteina recombinant després de la induccié amb IPTG.

* La intensitat de la banda de GroEs no s’ha pogut determinar perqué coincidia amb la mateixa
I’algada que la proteina recombinant Hsp10.
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Discussio

Les Hsps s’expressen de forma abundant en condicions d’estrés pero en general també
tenen funcions en condicions normals de creixement. A 37°C, tant les cel-lules
transformades amb el vector sense insert com les cél-lules transformades amb les
diferents construccions pero sense induir la proteina recombinant presenten el mateix
patré d’expressid. En aquestes cel-lules, ClpB i IbpA/B sén les Hsps amb un nivell
d’expressio relativa més alt. Aquest fet indica que aquestes proteines s6n importants
per les cél-lules en condicions normals de creixement. ClpB forma part de la familia de
les Clp, una familia nombrosa amb una funcidé proteolitica important, eliminant de la
cél-lula proteines mal plegades o desnaturalitzades. Tot i que per ClpB no ha estat
descrita aquesta capacitat proteolitica in vitro és I'Unic membre de la familia de les Clp
amb activitat xaperona in vitro (Squires et al., 1991). Per altra banda IbpA/B tenen una
funcié important en els cossos d’inclusié de les cel-lules d’E.coli. Van ser descrites per
primera vegada, no com a Hsps, siné formant part dels cossos d’inclusié (Allen et al.,
1992).

La resposta de xoc de calor del bacteri és complexa. En general tant, a 44°C
com a 48°C, es dbna un increment en la sintesi relativa de les Hsps d’alt pes molecular
respecte el total de proteines expressades en el bacteri, mentre que les Hsps de baix
pes molecular no experimenten aquest increment. En les cél-lules crescudes a 44°C es
ddéna un increment important de la sintesi de GroEL passant a ser, després de CIpB, la
segona Hsp amb uns nivells d’expressi6 més elevats respecte el total de proteines
expressades. GroEL forma, juntament amb GroES (que presenta un nivell d’expressi6
relativa similar), una maquinaria complexa encarregada d’unir-se a proteines
desnaturalitzades i mitjancant forces mecaniques permetre el replegament. A 48°C, en
canvi, la desnaturalitzacido de les proteines és més rapida i es formen més agregats i
probablement per aquesta rad les proteines amb un major increment sén ClpB i DnakK.
En les céel-lules d’E.coli, ClpB actua disgregant, juntament amb DnakK, els grans agregats
proteics formats durant I'estrés (Mogk et al., 1999). CIpB intervé en una primera fase
en la que es disgreguen els grans agregats en petits agregats. Posteriorment en una
segona fase, aquests es disgreguen en monomers per l'accid6 de DnaK (Goloubinoff et
al., 1999; Glover et al., 1998). Aixi doncs, quan l'estrés és suau s’indueix més
I'expressi6 de Hsps capaces de renaturalitzar altres proteines (GroEL) que no pas
aquelles destinades a desfer agregats com ClpB o DnaK (Goloubinoff et al., 1999;
Glover et al., 1998).

La sobreexpressié de proteines heterdologues provoca canvis en el patré6 de sintesi
proteica de les cél-lules d’E.coli. Totes les proteines heterdlogues s’expressen
abundantment pero Hspl7 ho fa de forma més abundant que la resta (aproximadament

un 9% per Hspl7 i un 3-4% de les altres proteines recombinants). Experiments de
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localitzacié subcel-lular mostren com Hspl7 colocalitza de forma abundant amb els
cossos d’inclusié. L’elevat nivell de sintesi de Hspl7 respecte la resta de proteines
recombinants i la localitzacié en gran proporcié en els cossos d’'inclusié podria explicar
I’elevada induccié de les IbpA/B del bacteri, proteines que s’ha descrit interaccionen de
forma important amb els cossos d’inclusié (Allen et al., 1992). En les cél-lules que
sobreexpressen C105 o Hspl0 no s’ha detectat un efecte important sobre la resposta de
les cél-lules al xoc de calor. Per altra banda, el patr6 d’expressié de cél-lules que
sobreexpressen N61 presenta diferencies importants. En general, s’observa un
increment del nivell d’expressié de les proteines de xoc de calor, principalment de les
Hsps d’alt pes molecular, de manera semblant a una resposta a I'estrés. L'increment del
nivell d’expressid més important el detectem en DnaK, que passa de menys d'1% a
37°C a més del 4% a 44°C i en GroES, que gairebé arriba al 5%. Aquest resultat és
molt interessant donat que N61 interacciona amb les membranes provocant un
augment de rigidesa important, amb valors similars als que presentarien cél-lules
d’E.coli crescudes 8°C o 10°C per sota de la temperatura normal de creixement. Sembla
que aquest augment de rigidesa de la membrana podria ser el responsable de I'activaci6
de la resposta a I'estrés en aquestes cél-lules, tal com descriuen diversos treballs en els
quals l'estat fisico-quimic de la membrana activa la resposta a I'estrés (Vigh et al.,
1998; Horvath et al., 1998; Torok et al., 2001; Tsvetkova et al., 2002).

4.2- Efecte de les proteines heterologues sobre la sintesi de Hsps

d’E.coli enfront un gradient térmic

A continuaci6 s’estudia el comportament en la resposta al xoc de calor de les cél-lules
que sobreexpressen les diferents proteines recombinants enfront un gradient de
temperatures per analitzar si les modificacions del patré d’expressié observades a 37°C

es mantenen al augmentar la temperatura.

La figura 32 mostra els gels de SDS-PAGE revelats per autoradiografia corresponents a
cultius d’E.coli, que sobreexpressen les diferents proteines recombinants, crescuts a
temperatures de 40, 44, 46, 48 i 50°C, respectivament (Fig. 32a). Per cada soca es
mostra els resultats de l'analisi densitométrica de les bandes corresponents a les
principals proteines d’estrés del bacteri (ClpB, HtpG, DnaK, GroEL, IBpA/B i GroES) aixi
com de la banda corresponent a la proteina recombinant (Fig. 32b).

Quan s’observen a grans trets els patrons de bandes dels gels, es pot veure que,

al igual que s’observava amb les cél-lules transformades amb pET29 sense insert
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(Fig30a), I'’excés de temperatura inhibeix de manera general la sintesi de proteines. Cal
tenir en compte que la intensitat del marcatge radioactiu pot variar entre els diferents
experiments i, per tant, sempre ens referim al control del propi experiment que, en
aquest cas, son els carrils de temperatura normal (37°C) amb i sense induccié per
IPTG. En totes les soques estudiades s’observa que la sintesi de la proteina heterdloga
es manté a totes les temperatures assajades. Al igual que en les cel-lules crescudes a
37°C, Hspl7 presenta uns nivells d’expressido relatius més elevats que la resta de
proteines recombinants. L’abundancia relativa de les diferents proteines heterologues
augmenta en tots els casos, al augmentar la temperatura fins a 44°C; després es manté
aproximadament igual excepte N61 que segueix augmentant fins a presentar, a 48°C,

un nivell d’expressio similar al de Hspl17 (al voltant del 13%).

En relacido a la resposta de xoc de calor, al augmentar la temperatura es manté el
mateix patré d’expressid observat a 37°C per cadascuna de les proteines recombinant,

si bé, 'augment de temperatura intensifica aquestes variacions.

En les cél-lules que sobreexpressen Hspl7 s’observa una gran activacié de la sintesi de
les Hsps de baix pes molecular d’E.coli, tant de IbpA/B com de GroES, a mesura que
augmenta la temperatura. A 44°C, IbpA/B és la Hsp que presenta un nivell d’expressio
relatiu més elevat amb valors aproximats del 12%, mentre que a 48°C, la que presenta
un nivell més elevat és GroEs, amb un valor que arriba fins al 18%. En canvi, els nivells
relatius de sintesi de les Hsps d’alt pes molecular es mantenen igual o fins i tot en algun
cas més baixos, que en les cél-lules crescudes a 37°C.

- La sobreexpressio de C105, en general, provoca molt pocs canvis respecte les
ceél-lules transformades amb el vector pET29a sense insert. A 44°C es detecta un
increment important de ClpB amb valors que arriben gairebé al 10% i un increment
menys important en GroEL amb valors que superen el 2%. DnaK incrementa la seva
expressio respecte les ceél-lules crescudes a 37°C perdo amb uns valors que no superen
I’'1%. Pel que fa a les Hsps de baix pes molecular, s’observa un fort increment de
IbpA/B que supera el 6% mentre que nivells de GroES també augmenten respecte 37°C
assolint valors al voltant del 2%. A 48°C la sintesi d’aquestes cél-lules disminueix molt
per totes les Hsps i més ClpB manté un nivells d’expressié relativament alts amb valors
al voltant del 5%.

- En les cél-lules que sobreexpressen Hspl0, al augmentar la temperatura, es
reprimeix la sintesi de les Hsps del bacteri, principalment la de les Hsps d’alt pes
molecular, mantenint-se a nivells similars als de les cél-lules crescudes a 37°C.

Les cél-lules que sobreexpressen la proteina recombinant N61 son les que
presenten canvis més importants en el patr6 d’expressié proteic, seguint la mateixa
tendéncia observada a 37°C. Quan les cél-lules es sotmeten a condicions d’estrés térmic

(40°C-50°C), la sobreexpressié de N61 provoca un increment relatiu de la sintesi de
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totes les Hsps d’alt pes molecular amb I'Gnica excepcié de ClpB que presenta una
repressido de la seva sintesi. Pel que fa a les Hsps de baix pes molecular, el nivell
d’expressi6 relatiu de IbpA/B es reprimeix mentre que el de GroES augmenta amb la

temperatura.

Canvis en el patro de sintesi de proteines en les cél-lules d’ £.colien condicions d’estrés
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Fig. 32. a) Sintesi de proteines de novo en cel-lules d’E.coli transformades crescudes a temperatura normal (37°C) i
en condicions d’estrés (40, 44, 46, 48 i 50°C). b) variacions percentuals en I’expressié de les Hsps d’E.coli en
cél-lules crescudes a 37°C, a 44°C i a 48°C. En groc es mostra el nivell relatiu de sintesi de la proteina recombinant
després de la induccié amb IPTG a 37°C, 44°C i 48°C. * La intensitat de la banda de GroEs no s’ha pogut determinar
perqué coincidia amb la mateixa I’algada que la proteina recombinant Hsp10.
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Discussio

Un fet caracteristic de totes les cél-lules és que al augmentar la temperatura per sobre
de la temperatura normal de creixement disminueix la sintesi proteica de la cél-lula i
s’activa la resposta a I’estrés. Un dels principals mecanismes de resposta a I'estrées és la
sintesi de proteines de xoc de calor. L'0rgan sensor d’aquest canvi de temperatura i en
conseqiiéncia, responsable d’activar la resposta a I'estrés encara es desconeix. S’ha vist
com en alguns casos el nivell de proteines desnaturalitzades en el interior de la cél-lula
pot activar la resposta (Goff i Goldberg, 1985), en altres casos en canvi, s’ha descrit
que l'estat fisico-quimic de la membrana és el responsable d’activar la sintesi de
proteines de xoc de calor (Vigh et al., 1998) o fins i tot s’ha observat que algunes Hsps
poden regular els nivells de sintesi d’altres Hsps de la propia cél-lula (Mogk et al., 1997 i

1998).

En aquest estudi s’ha comparat el patré de sintesi de les principals Hsps d’E.coli en
cel-lules que sobreexpressen diferents proteines recombinants. Per una banda, s’han
sobrexpressat dues sHsps recombinants que proporcionen termotolerancia al bacteri:
Hspl7, una sHsp sencera i Hsp10, una truncacié natural a la que li falta la meitat del
domini a-cristal-li, incloent la regié consens | i tota I'extensié C-terminal, mentre que
per altra banda, s’han sobreexpressat dos mutants de deleccié de QsHspl17.4-Cl que no
tenen funcié termoprotectora: C105, al que li falta tota la regid6 N-terminal i N61,
format només per la regié N-terminal i els primers 12 aminoacids del domini a-cristal-Ii
que no inclouen la regi6é consens IlI.

Els nostres resultats mostren que la sobreexpressié d’aquestes proteines
recombinants provoca canvis diferents en el patré d’expressié de Hsps d’E.coli en funcié
de la proteina expressada i que al llarg d’'un gradient térmic s’observa que aquests

canvis es fan més evidents.

L'expressid detectada per Hspl7 és més elevada que per la resta de proteines
recombinants. Hspl7 és I'Gnica proteina utilitzada en aquest treball que conté senceres
les tres regions tipiques de les sHsps-Cl de planta. Segurament té més facilitat per
formar complexos oligomeérics i possiblement més grans que els de la resta de proteines
heterologues expressades. Per altra banda, experiments de localitzacié subcel-lular
mostren que una proporcié important de Hspl7 forma part dels cossos d’inclusio.
L’elevada expressio de IbpA/B, proteines intimament lligades amb els cossos d’inclusio,
observada en les cél-lules que sobreexpressen Hspl7 respon, segurament, a una major
formacié de cossos d’inclusié per part de Hspl7 que per part de les altres proteines
heterologues. Per altra banda, pero, s’ha descrit que, a diferéncia de les altres Hsps
d’E.coli, la sobreexpressi6é del factor sigma 32 (¢°?), el factor responsable d’activar la

sintesis de les Hsps d’E.coli, no activa I'expressié de IbpA/B constatant I’existéncia de
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senyals d’activacido especifiques per aquestes proteines (van Bogelen et al., 1987).
Podria ser que la preséncia de Hspl7 en la cél-lula activés de forma indirecta I’expressi6
d’aquestes proteines o de les sHsps del bacteri. Més interessant és el fet que el nivell de
les Hsps d’alt pes molecular es mantingui igual que en les cél-lules crescudes a 37°C o
fins i tot en alguns casos com CIpB o HtpG disminueixi. Aquests resultats indicarien que
la resposta general de la cél-lula al xoc de calor no canviaria respecte les céel-lules
crescudes a 37°C, és a dir, I'increment de temperatura no activa la sintesi de les Hsps.
Es com si aquestes cél-lules no notessin 'augment de temperatura i es comportessin
igual que a 37°C. Possiblement aquest fet sigui degut a I'accié protectora que Hspl7 té
sobre aquestes cél-lules (IV.2-resultats).

Cl105 és un peptid que no presenta termoproteccié i es localitza en el
citoplasma. La resposta al xoc de calor de les cél-lules que sobreexpressen aquesta
proteina és similar a la de les cél-lules transformades amb el vector sense insert,
incrementant de forma general la sintesi de les Hsps. Seria la resposta tipica de les
cél-lules d’E.coli a I'estrés observant-se un increment important en la sintesi de ClpB i
un increment menys important de GroEL i DnaK.

HsplO és una proteina mot interessant donat que té capacitat termoprotectora i
Unicament esta formada per la regié N-terminal i la primera meitat del domini a-
cristal-li. L’estudi de la resposta de les ceél-lules que expressen aquesta proteina a
I'estrés térmic mostra que, de la mateixa manera que passava per Hspl7, el nivell
d’expressio de les diferents Hsps d’E.coli es manté igual que en les cél-lules crescudes a
37°C. Al igual que Hspl7, HsplO protegeix les cél-lules de l'estrés termic (IV.2-
resultats; Jofré et al., 2003). Segurament la sobreexpressié d’aquestes proteines
contraresti 'efecte de la temperatura sense la necessitat de sobreexpressar les Hsps del
propi bacteri.

N61 activa, directa o indirectament, la sintesi de Hsps d’E.coli obtenint-se un
patré d’expressido molt diferent al de cél-lules transformades amb el vector sense insert.
Aquest increment en I'expressié de Hsps bacterianes no es transcriu, perd, amb un
augment en la supervivéncia de les cél-lules. Aquest resultat és molt important donat
que N61 és un mutant de deleccid6 que només difereix de HsplO per I'abséncia de la
regié consens Il del domini a-cristal-li, fet que constata la importancia de la regi6
consens |l, suposadament el lloc d’interaccid de les sHsps amb el substrat, per la funcié
xaperona de les sHsps. Per altra banda, Unicament N61 és capac¢ de modificar I'estat
fisico-quimic de la membrana de les cél-lules d’E.coli, presentant una rigidesa de
membrana molt més elevada que les céel-lules que sobreexpressen les altres proteines
heterologues. Aquest augment de rigidesa de la membrana podria ser el responsable de
I'activacié de la resposta a l'estrés en les cél-lules d’E.coli, tal com proposen diversos
treballs en els quals I'estat fisico-quimic de la membrana activa la sintesi de proteines
de xoc de calor (Vigh et al., 1998; Horvath et al., 1998; Toérok et al., 2001; Tsvetkova
et al., 2002).
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Aquest treball contribueix al coneixement de diferents aspectes de la funcid i el
mecanisme d’accié de les sHsps-Cl, especialment en relacié al paper de les diferents
regions de la proteina en aquesta funcio.

Es demostra que QsHspl7.4-Cl, una sHsp tipica amb les tres regions
caracteristiques, i QsHsp10-Cl, limitada a la regié6 N-terminal i la regié consens Il del
domini a-cristal-li, protegeixen les cel-lules de I'estrés de calor, mentre que el mutant
amb la regié N-terminal deleccionada (C105) i el mutant amb la regié N-terminal pero
sense la regioé consens Il (N61) no confereixen termoproteccié demostrant que la regid
N-terminal i la regi6 consens Il sén imprescindibles per la funcié protectora. Es
demostra també que la regié N-terminal és responsable de la colocalitzaci6 amb la
fracci6 membranosa de QsHsp17.4-Cl, QsHsp10-Cl i del mutant N61; el mutant C105,
amb la regié N-terminal deleccionada, s’obté exclusivament amb la fraccio citosolica. El
fet de colocalitzar amb la fracci6 membrana no s’ha pogut correlacionar amb I'efecte
termoprotector. La sobreexpressido de QsHspl7.4-Cl i QsHspl0O-Cl no modifiquen la
composicio lipidica ni proporcionen major estabilitat en condicions d’estrés. En canvi, la
sobreexpressié de N61, que no confereix termoproteccidé, provoca un augment de
rigidesa que augmenta l'estabilitat de membrana en condicions d’estrés térmic. La
sobreexpressio de N61 activa la sintesi de les principals Hsps d’E.coli indicant que I'estat

fisico-quimic de la membrana és un mecanisme activador de la resposta a I'estrées.
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QsHspl17.4-Cl i les diferents regions de la proteina en la termotolerancia

En aquest treball s’estableix la capacitat de QsHspl7.4-Cl per conferir tolerancia a
I'estrés en cél-lules d’E.coli. Estudis de funcionalitat in vivo demostren que les cél-lules
que expressen la proteina recombinant de QsHspl17.4-Cl, ja sigui de forma lliure (HSPN)
o fusionada a GFP (HSPF) presenten un percentatge de mort cel-lular significativament
més baix que les cel-lules GFP, que no expressen la sHsp de surera i han estat
utilitzades com a control. El fet que no hi hagi diferéncies significatives entre la forma
lliure (HSPN) i la forma fusionada (HSPF) mostra que la GFP és un bon marcador de
I'expressié de proteines donat que no interfereix amb el plegament i la funcionalitat de
QsHsp17.4-ClI.

Aquests resultats corroboren els obtinguts en diversos treballs en els quals s’ha
demostrat que la sobreexpressié de sHsps vegetals en cél-lules d’E.coli protegeix de
I'estres termic (Yeh et al., 1997; Soto et al., 1999; Joe et al., 2000; Kitagawa et al.
2000; Jofré et al., 2003; Ramakrishna et al., 2003). Els assajos amb els mutants de
deleccié realitzats en aquest treball permeten valorar la implicacié de les diferents
regions de QsHspl7.4-Cl en la capacitat de proteccié de les cel-lules enfront I'estres.
Aquest plantejament és molt interessant donat que en el moment d’iniciar-se aquest
treball existien poques dades sobre la importancia de les diferents regions de les sHsps
en la funcié xaperona d’aquestes proteines in vitro (Kokke et al., 1998; Haslbeck etal.,
1999) i especialment del paper de les diferents regions en la funcié termoprotectora de

les sHsps in vivo.

La sobreexpressi6 en E.coli de les diferents construccions permet obtenir
informacié del paper de la regid6 N-terminal i de la regidé consensus Il del domini a-
cristal-li. Els resultats mostren que tant Hspl7 com Hspl0 augmenten la viabilitat de les
cél-lules mentre que les cél-lules que sobreexpressen els mutants de delecci6 C105 i

N61 no confereixen termotolerancia.

C105 esta format pel domini a-cristal-li sencer i I'extensié C-terminal pero la
deleccidé de la regié N-terminal fa que aquesta proteina perdi la capacitat de protegir.
Aquest resultat corrobora I'obtingut per Yeh et al. (2002) que descriuen una seqiéncia
de 6 aminoacids de la regi6 N-terminal d'una sHsp d’arrdos (OsHspl6.9) com
imprescindible per la funcié termoprotectora. La regié N-terminal de QsHsp17.4-Cl, tot i
no compartir la seqliéncia aminoacidica descrita per Yeh et al. (2001), és imprescindible

per la funcié de termoproteccié de les cel-lules d’E.coli.

N61 és un péptid molt curt (61 aminoacids) que difereix de HsplO en 30
aminoacids corresponents a la regié consens Il. La deleccié d’aquesta regié provoca la
pérdua de la capacitat termoprotectora demostrant la importancia d’aquesta seqiéncia

aminoacidica del domini a-cristal-li. Yeh et al. (2001) identifiguen dos aminoacids
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d’aquesta regi6 consens Il (73 i 74) que sén necessaris per la funcié termoprotectora de
OsHsp16.9 d’arros.

D’acord amb els treballs que descriuen I'estructura cristal-lina de dues sHsps
(Kim et al., 1998; Montfort et al., 2001) i els estudis d’activitat xaperona realitzats in
vitro (Kokke et al., 2001; Studer et al., 2002; Stromer et al., 2004), la regié N-terminal
és imprescindible en la formacié de I'oligdbmer, un prerequisit que sembla ser
indispensable per la funcié de les sHsps. S’ha demostrat que la regié consens Il és molt
important per la interaccié de les sHsps al substrat tot i que recentment s’ha suggerit
que alguns residus de la regié N-terminal també podrien interaccionar amb el substrat
(Basha et al., 2004). El nostres treball corrobora aquests estudis demostrant que la
regié N-terminal i la regié consens Il sén imprescindibles per la funcié termoprotectora

de les sHsps.

Accié de les proteines recombinants sobre les membranes

Tot i I'abséncia de dominis transmembrana, diversos treballs descriuen la capacitat de
diferents sHsp per interaccionar amb la membrana. L’aportaci6 de dades en aquest

sentit representa una contribucié important en aquest debat.

Els nostres resultats mostren que la regié N-terminal determina la colocalitzacié amb les
membranes durant el fraccionament subcel-lular, mentre que la deleccié d’aquesta regio
implica una localitzacié exclusiva en la fraccid citoplasmatica. La regié N-terminal és
doncs indispensable per la colocalitzacié de la proteina amb les membranes. Segons
Tsvetkova et al. (2002) la interaccié entre SHspl7-P de Synechocystis i els lipids de
membrana es dona a través del cap polar de lipids especifics i de les cues de carbonis
hidrofobiques. La regié N-terminal és la part més amfipatica de les sHsps. Mentre que el
domini a-cristal-li és predominantment una estructura en fulls-p molt hidrofobica, la
regié N-terminal esta formada per elements en hélix-a (Stromer et al., 2004; Monfort et
al., 2001). Pasta et al. (2003) van descriure el caracter amfipatic de I'hélix-o. de la regi6
N-terminal establint uns aminoacids hidrofilics en una meitat de I’hélix i uns aminoacids
hidrofobics en I'altra meitat. Aixi doncs, el caracter amfipatic de les hélix-a de la regi6

N-terminal podria explicar I'afinitat de certes sHsps a la membrana.

Per analitzar el comportament de les sHsps, amb i sense regié N-terminal, en relaci6 a
la membrana in vivo s’han dut a terme un conjunt d’experiments encaminats a establir
una possible correlacié entre I'expressié de la proteina, l'efecte termprotector i

I'estabilitzacié de la membrana en condicions d’estrés.
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L’expressié de proteines recombinants pot alterar per si mateixa la saturacié dels acids
grassos (Shigapova, 2003). Vigh et al. (1998) han descrit que davant un estrés per fred
s’activa la sintesi de desaturases (DesA) encarregades d’incorporar dobles enllagos al
acids grassos saturats per augmentar I'estat de fluidesa de la membrana. Els nostres
estudis mostren que la sobreexpressié de les diferents proteines recombinants no
modifica el grau de saturacié dels lipids de membrana ni a 37°C ni a 48°C. Les
membranes no manifesten canvis detectables en la proporcié d’acids grassos saturats i
insaturats com a consequéncia de la sobreexpressié de les sHsps heterologues. En
estudis similars Torok et al. (2001), estudiant SHspl7-P de Synechocistis, tampoc
observen diferéencies en la composicié lipidica de les cél-lules control respecte les

cél-lules que tenen deleccionat el gen Shspl7-P.

Encara que la composicio lipidica no es vegi alterada, la sobreexpressié d’'una proteina
recombinant pot alterar I'estat de rigidesa de la membrana tal com es demostra en el
treball de Torok et al. (2001) en el que en condicions d’estrés térmic, les cél-lules que
expressen Hspl7-P presenten una membrana més rigida que els mutants que no
expressen aquesta proteina.

Els nostres resultats mostren que les cél-lules que sobreexpressen Hspl7, Hspl0 i C105
no presenten modificacions de rigidesa de membrana respecte les cél-lules
transformades amb el vector sense insert. Aix0 demostra que l'accié protectora
d’aquestes proteines no té relaci6 amb canvis que afectin aquest parametre. En canvi,
sorprenentment, la sobreexpressié de N61, que no té efecte termoprotector, provoca un
increment significatiu de la rigidesa de membrana. N61 difereix de Hspl0 Unicament en
I'abséncia de la regié consens Il, el fet que Hspl0 no modifiqui de forma significativa
I’estat de rigidesa de la membrana fa pensar que la regié consens Il intervé de forma
decisiva en el plegament de Hspl0 proporcionant a la proteina una estructura final que

li impedeix influir en la rigidesa de la membrana.

Els estudis de permeabilitat de membrana en condicions d’estrés mostren que la
sobreexpressié de Hspl7 no confereix una major estabilitat de membrana durant un
estres téermic. Aquest resultat indica que I'activitat termoprotectora de QsHsp17.4-Cl no
esta relacionada amb un increment de [I'estabilitat de les membranes. En canvi,
I'augment de rigidesa de membrana que presenten les ceél-lules que expressen N61 en
condicions normals de creixement es manté en condicions d’estrés ajudant a mantenir
I'estabilitat de la membrana davant les altes temperatures. Tot i que N61 estabilitza les
membranes enfront I'estrés térmic la sobreexpressié d’aquesta proteina no proporciona
termoresisténcia a les cél-lules d’E.coli demostrant-se que el mecanisme d’accié de les
sHsps és complexe i que la funci6 de QsHspl7.4-Cl no esta relacionada amb

I'estabilitzacié de la membrana.
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Efecte de les proteines recombinants en la resposta al xoc de calor d’E.coli

En les cél-lules d’E.coli, I'aplicacié d’'un estrés térmic activa la sintesi de proteines de xoc
de calor (Hsps). Per analitzar comparativament la resposta del bacteri en funcié de la
sobreexpressié de Hspl7, HsplO o els mutants de deleccié (N61 o C105) en relaci6 a les
cél-lules transformades amb el vector pET29a sense insert (utilitzades com a control)
s’han sotmes les cél-lules a altes temperatures i s’ha analitzat el nivell d’expressio de

les Hsps del bacteri en relacié al total de proteines expressades.

La sobreexpressio d’una proteina heterologa modifica aquest patré d’expressio de les
Hsps d’E.coli. En condicions d’estres térmic, la sobreexpressi6 de C105 modifica els
nivells d’expressié de les Hsps d’E.coli de forma poc notable respecte les cél-lules
control mentre que, la sobreexpressié de Hspl7, Hspl0 i N61 provoca canvis diferents
en funcié de la proteina expressada.

Les cél-lules que sobreexpressen Hspl7 presenten un nivell relatiu de proteina
recombinant més elevat que en la resta de soques estudiades. Hspl7 és I'Gnica sHsp
sencera estudiada en aquest treball que segurament forma uns complexos oligomeérics
més estables i més grans que les altres proteines heterologues. La combinacio
d’aquests dos factors podrien provocar una major formacié de cossos d’inclusié que
activarien la sintesi de IbpA/B, dues proteines molt relacionades amb la formacié
d’aquestes estructures. En aquestes cél-lules s’expressen de forma abundant IbpA/B
pero s’ha vist que la funcié d’aquestes proteines no és molt important per la proteccio
de la cel-lula en condicions d’estres (Mogk et al., 1999) i que la seva deleccié no
provoca modificacions en les cél-lules d’E.coli ni en condicions fisiologiques ni en
condicions d’estrés. Es evident que la termoproteccié que presenten les cél-lules que
sobreexpressen Hspl7 és deguda a l'accié d’aquesta proteina i no a la sobreexpressi6
de IbpA/B. Igual o més interessant que l'increment en I'expressié de IbpA/B és la
disminucié de I'expressi6 de les Hsps dalt pes molecular. En les cel-lules que
sobreexpressen Hspl7, a diferencia de les cel-lules control, al augmentar la temperatura
no augmenta la sintesi de Hsps d’alt pes molecular, mantenint-se al mateix nivell que
en les cél-lules crescudes a 37°C, com si aquestes cél-lules no notessin I'estrés térmic.

El patré d’acumulacié de les cél-lules que expressen HsplO és similar en
condicions fisiologiques i en condicions d’estrés térmic. Sembla que la sobreexpressio de
Hspl7 o HsplO protegeix les ceél-lules d’E.coli de l'estrés térmic fent que no sigui
necessaria la sintesi de les Hsps del bacteri.

N61 és la proteina que altera de manera més important el patré de sintesi de les
Hsps d’E.coli. Ja a 37°C s’observa un increment important en la sintesi de la majoria de
Hsps del bacteri, sobretot les d’alt pes molecular i en condicions d’estrés aquesta

resposta s’intensifica. La preséncia d’aquesta proteina en la cél-lula sembla que activi la
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resposta a l'estrés. N61 és un proteina molt curta que es diferencia de la resta de
proteines heterdlogues perqué és I'lnica que altera I'estat de rigidesa de la membrana
de manera que les cél-lules que sobreexpressen aquesta proteina presenten una
membrana molt més rigida que les altres soques estudiades. Segurament aquest
diferent estat de rigidesa és el responsable d’activar la resposta a I'’estrés augmentant la
sintesi de les Hsps del bacteri. En diversos treballs s’ha descrit que I'estat fisico-quimic
de la membrana és capag d’activar la sintesi de Hsps (Vigh et al., 1998; Horvéath et al.,
1998).
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CONCLUSIONS

1 — QsHsp17.4-Cl protegeix les cél-lules d’E.coli enfront un estrés térmic.

2 - La regi6 N-terminal i la regié consens Il del domini a-cristal-li sén imprescindibles

per la funcié termoprotectora de les sHsps

2.1 — QsHsp10-Cl, amb un codé STOP després la regié consens Il del domini a-
cristal-li, presenta termoproteccié pero amb menor eficacia que QsHspl7.4-
Cl.

2.2 — El mutant N61, amb un codd STOP abans de la regié consens Il del domini a-
cristal-li, no és capag¢ de proporcionar proteccié a les cél-lules bacterianes

enfront I'estrés termic.

2.3 — El mutant C105, amb el domini a-cristal-li i 'extensié C-terminal sencers, no

és capa¢ de proporcionar termotolerancia a les ceél-lules d’E.coli.

3 - QsHspl17.4-Cl colocalitza amb la fracci6 membranosa i els cossos d’inclusi6 mentre

que es troba absent en la fracci6 citosolica.

4 — La regi6 N-terminal és imprescindible per la colocalitzaci6 amb la fracci6 membrana.

4.1 — ElI mutant C105, amb la regi6 N-terminal deleccionada, es localitza

exclusivament en la fraccio6 citosolica d’E.coli.

4.2 — Hsp10 i el mutant N61, colocalitzen amb les membranes, els cossos d’inclusié

i la fracci6 citosolica.

5 — La capacitat termoprotectora de QsHspl17.4-Cl i QsHsp10-Cl a E.coli no es relaciona

amb una major estabilitat de la membrana.

5.1 — La sobrexpressié de QsHspl17.4-Cl i QsHspl10-CIl no altera el grau de saturacio

dels lipids de membrana ni afecta el seu estat de rigidesa.
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6 - La sobrexpressié de N61, peptid format per la regié N-terminal de QsHsp17.4-Cl que
no proporciona termoproteccié, provoca un augment en la rigidesa de membrana de

les cél-lules d’E.coli.

6.1 — L’'increment de rigidesa de membrana en les cél-lules que sobreexpressen N61

permet una major estabilitzacié de la membrana durant el xoc térmic.

7 — La regi6 consens Il no afecta a la distribucié subcel-lular de la proteina, si bé, la
seva presencia modifica I'estat fisico-quimic de la membrana disminuint-ne la rigidesa

tant a temperatures fisiologiques com en condicions d’estrés térmic.

8 — L’expressio heterologa modifica la resposta de les cél-lules d’E.coli al xoc de calor de

manera diferent en funcié de la proteina expressada.

8.1 — En condicions normals de creixement (37°C), la sobreexpressido de Hspl7 i
N61 es correlacionen amb un augment del nivell d’expressié de les Hsps de
baix pes molecular i d’alt pes molecular respectivament. La sobreexpressio de

Hspl10 i C105 no modifica el patré d’expressio de les Hsps d’E.coli.

8.2 — En condicions d’estrés térmic les cél-lules d’E.coli presenten un cert augment
de totes les Hsps del bacteri:

- La sobreexpressié de Hspl7 provoca una major expressio de les Hsps de
baix pes molecular respecte les cel-lules control mentre que el nivell de les
d’alt pes molecular, a diferéncia de les cel-lules control, no augmenta
mantenint-se al mateix nivell que en les cél-lules crescudes a 37°C.

- La sobreexpressié de HsplO fa que, a diferéncia de les cél-lules control, el
patré d’expressio de les Hsps no augmenti amb la temperatura.

- La sobreexpressido de C105 provoca un lleuger augment de ClpB i IbpA/B.

- La sobreexpressiéo de N61 provoca un augment de les Hsps d’e.coli, sobretot

les d’alt pes molecular.
9 — L’augment de rigidesa de membrana que provoca la sobreexpressié de N61 podria

ser la responsable, directa o indirectament, de la induccié de la sintesi de la

majoria de Hsps d’E.coli.
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MATERIAL i METODES
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V.1 — EQUIPAMENT UTILITZAT

Agitador orbital, model KS 125 basic, JK IKA (Alemanya)

Agitador vortex JK IKA (Alemanya)

Aparell d’ultrafiltracié d’aigua, model Mili-Q RG, Millipore (EEUU)

Autoclau AE-75, Raypa (Espanya)

Balanca model KE-120A, Salter (Japd)

Bany refrigerador model TE-8A, Techne

Cabina de flux laminar NU-201-330E, Nuaire

Camara fotografica model MP4*, Polaroid (EEUU)

Centrifugues model RC-5B, Sorvall (EEUU); model 2K15, Sigma (Alemanya); model
201M, Sigma (Alemanya); model SW41, Beckman (EEUU).

Congelador —80°C NU-6514E, Nuaire

Cromatograf de gasos HP 3396A, Hewlett-Packard.

Escalfador/Agitador magnetic P-Selecta Agimatic

Espectofotometre CE6602, CECIL (UK)

Estufa de cultiu 1-280, Raypa (Espanya) amb agitador model Unimax 2010, Heidolph
(Alemanya)

Fluorimetre T-format Quanta Master QM-1, Photon Technology International (EEUU)
Font d’alimentacié d’electroforesi model ST304, Apelex (Franca) i EPS 3500XL,
PharmaciaBiotech (Suécia)

Lector de microplaques de 96 pouets ELX800, Biotek (EEUU)

Microones Moulinex FM1535E
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pH-metre model 2002, Crison (Espanya)
Sequenciador ABI PRISM 310 (Applied Biosystems)
Transil.luminador uV model 20M, TFX (Franca)

Termociclador Personal cycler, Biometra, TDI

Els productes quimics utilitzats de forma general han estat reactius de grau analitic
procedents de les cases: Boehringer Mannheim (Alemanya), Panreac (Espanya), Serva
(Alemanya) i Sigma Chemical Co. (EUA). Els productes més especifics seran detallats

als apartats corresponents.

V.2 — MATERIAL BIOLOGIC

- Quercus suber

Préviament a aquest treball es va realitzar una llibreria de cDNA de fel-lema de Quercus
suber. ElI cDNA sencer que codifica per Qs _Hspl7.4 va ser clonat en el vector

pBluescript SK+/-.

- Microorganismes

En el present treball s’han emprat les soques de I'’espécie Escherichia coli que es

descriuen a continuacio:

- E.coli dH5aF’

Es una soca hoste de clonatge pels vectors pET i pel manteniment de plasmidis, son
recA” i presenten una elevada eficiencia de transformacié i una bona produccié de
plasmids.

Aquesta transformacié previa a la soca d’expressio BL21 (DE3) es realitza perque la
soca d’expressio té tendéncia a perdre el plasmidi i per tant les cél-lules que perden el

vector se seleccionen positivament.

- E.coli BL21
Per la producci6 de les proteines recombinants es va transformar el plasmid en cel-lules
d’E.coli BL21 (ADE3) amb el genotip Fomp Trg'mg. Les soques lisogenes ADE3

presenten una copia cromossomica del gen de la T7 RNA polimerasa insertat en el gen
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int prevenint, d’aquesta manera, l'escissi6 del fag en abséncia del fag helper.
L'expressid del gen T7 RNA polimerasa es troba sota control del promotor lacUV5
induible per IPTG. L’addicié d’aquest potent inductor en un cultiu en creixement induira
I'expressié de la T7 RNA polimerasa que, al seu torn, activara la transcripcié del cDNA

clonat.

V.3 - METODES MICROBIOLOGICS

3.1 - Medis de cultiu

Pel creixement i propagacié de les diferents soques bacterianes s’han emprat els medis
de cultiu que es descriuen a continuacié. Els medis liquids s’han conservat a
temperatura ambient mentre que els medis soOlids han estat guardats a 4°C en plaques
de petri. La triptona, I'extracte de llevat i I'agar han estat suministrats per Difco (Difco

Laboratories, EUA) i Pronadisa (Hispanlab, Espanya).

- Medi Luria-Bertran (LB) (Sambrook i col. 1989)

Es tracta d’'un medi ric en nutrients d’ds general en biologia molecular. Durant aquest
treball s’ha emprat pel cultiu de les diferents soques bacterianes utilitzades.

Per 1 litre de medi:

Triptona 10g
Extracte de llevat 59

NacCl 10g
Aigua destil-lada 1L

Per I'obtencié de medi solid per plaques de cultiu afegir 15g d’agar (1,5% final). En tots
els casos cal ajustar el pH a 7.2 amb NaOH i posteriorment esterilitzar el cultiu amb

I'autoclau a 120°C durant 20 minuts i 1 atmosfera de pressio.
La seleccié de les soques transformandes amb el vector d’expressié pGFPuv es va fer

utilitzant ampicilina (50mg/ul) i la selecci6 de les ceél-lules que contenen el vector

d’expressido pET29 amb kanamicina (30mg/pul).
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- Medi minim M9 (Sambrook i col. 1989)

Medi absent d’aminoacids. Utilitzat per I'estudi de la sintesi de novo de proteines afegint
al medi una solucié d’animoacids marcats radioactivament.

Per 1 litre de medi:

Sals M9 (x5) 200ml
MgSO, 1M 2ml
Glucosa 20% 20ml
CaCl, 1M 0,1ml
Aigua destil-lada 750ml

Per 1L de sals M9 (x5):

NazHPO4'7H20 649
KH.PO, 15¢g
NacCl 2,59
NH.CI 59

S’esterilitza a I'autoclau durant 15 minuts a 15 Ib/sq. in. en un clcle liquid. La
glucosa s’esterilitza per filtracié.

3.2 - Manteniment de les soques bacterianes

Pel manteniment a curt termini (des d’uns dies fins a dos mesos) de les soques d’E.coli,
portadores de plasmidis o no, sembrar en plaques de petri amb el medi adequat i es
guardar a 4°C en posicio invertida.

Pel manteniment a llarg termini es guardar en forma de glicerinat a -80°C. El

procediement a seguir per I'obtencié d’'un glicerinat és el segient:

Inocular una colonia de la soca desitjada en 3ml de medi LB

Incubar a 37°C en agitacio entre 12 i 18 hores

Agafar una aliquota de 0.850ml del cultiu i transferir-la a un tub eppendorf esteril i afegir
0.150ml d’una solucié de glicerol 80% esterilitzada a I'autoclau (20% final)

4. Mesclar vigorosament el tub i desar-lo a -802C

whE

Per inocular un cultiu a partir d’'un d’aquests stocks congelats tocar amb una nanca de
Kolle, esterilitzada a la flama, la superficie del glicerinat (superficial descongelat) i
realitzar una estria en medi LB solid. Posteriorment seleccionar una colonia i inocular en
un nou medi liquid. El glicerinat es retorna rapidament al congelador evitant que es

descongeli.
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V.4 - METODES GENERALS DE DNA RECOMBINANT

4.1 - Vectors d’expressio bacterians

4.1.1 - pGFPuv

El gen Qs_hspl7, aillat a partir de cel-lules de fel-lema d’alzina surera, va ser clonat en
el vector d’expressio bacteria pGFPuv (Clontech Lab. Inc. PT3055, EUA) (Fig.1).

Aquest vector té 3300pb i porta la “Green Fluorescent Protein” (GFP) descrita per
Crameri et al., (1996). El gen de la GFP ha estat clonat en el “Multiple Cloning Sites”
(MCS) d’'un derivat del pUC19, el pPD16.43 (Fire A. et al., 1990). La preséncia de
dianes de restricci6 a ambdds extrems del cDNA de GFP facilita I’escissié d’aquest gen
del vector i la clonacié de gens a davant o darrera de la GFP i per tant la possibilitat de
tenir proteines de fusié als dos extrems de la proteina GFP. El gen de la GFPuv va ser
insertat en el vector en fase amb el codé d’iniciacié de lacZ del pUC19. Aquest vector té
un origen de replicaci6 que permet obtenir un elevat nombre de copies del vector i el
gen que codifica per una pB-lactamassa que permet la selecci6 de les cél-lules

transformades per B-lactamids com I'ampicilina.
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Fig.1.-. Vector de clonatge i expressié pGFPuv
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Es va triar aquest vector d’expressid perque la GFP és un dels millors marcadors de
I’expressio6 i localitzacié d’'una proteina (Prasher et al. 1995) ja que la seva detecci6 és
molt senzilla, es pot realitzar a temps real en organismes vius i no necessita la
introduccié de cap mena de substrat o cofactor que en la majoria de casos provoquen la

mort cel-lular.

4.1.2 - pET29a

Per I'expressié dels gens procedents de fel-lema de Quercus suber, Qs Hspl0.4 i
Qs_Hspl17.4, aixi com de dos mutants d’aquest gen (C105 i N61) s’ha utilitzat el vector
d’expressid bacteria pET29a (Fig.2).

Aquest vector té una mida de 5371pb. Conté un origen de replicacié d’E.coli, un gen de
resisténcia a la kanamicina, un “multiple cloning site” amb catorze possibles dianes, un
promotor del tipus T7lac amb un operé lac i la sequéncia codificant pel represor lac
(lacl), regulable per IPTG, just darrera del promotor T7. Aquest vector permet tenir una
doble regulacié de les proteines recombinants en les cél-lules d’expressié com poden ser
les E.coli BL21. Per una banda, el repressor lacl, s’'uneix al promotor lacUV5 del genoma
bacteria que controla la sintesi de la T7 RNA polimerasa mentre que per l'altra banda,
s’uneix al T7lac promotor del vector pET29a evitant que la T7 RNA polimerasa pugui
transcriure el gen recombinant. Aquest repressor lacl s’inhibeix amb la addicié al medi
d’'IPTG. Després de I'inici de traduccié del vector trobem una seqiiéncia que codifica pel
peptid S-tag que quedara per tant a I'extrem N-terminal de la proteina recombinant. El
vector també conté un terminador propi de la RNA polimerasa de T7, necessari per

impedir que la transcripcio segueixi més enlla del final del gen.
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4.2 Clonacions en el vector d’expressio pGFPuv

El gen Qs_hspl7 corresponent a una proteina de xoc de calor de baix pes va ser aillat
d’una llibreria de cDNA de cél-lules del fel-lema de Quercus suber (Pla et al., 1998). El
gen es trobava inicialment en el vector pBluescript ® SK +/-, de Stratagene. El cDNA del
gen Qs_Hspl7 amb i sense el codd stop va ser clonat en el vector d’expressid bacteria
pGFPuv.

4.2.1 — Minipreparacions de DNA plasmidic

Les minipreparacions de DNA s’han dut a terme a partir del kit comercial “Rapid plasmid
Miniprep System” de Life Technologies GIBCO-BRL (EUA).

4.2.2 — Obtencid dels inserts per PCR

En aquestes PCRs s’ha utilitzat com a DNA motlle el gen que de Qs_Hspl17.4 clonat en el

vector de clonacié pBluescript SK +/-.

4.2.2.1 — Disseny dels encebadors
El disseny dels encebadors ha estat clau per l'obtenci6 de les dues construccions

descrites anteriorment.

- Encebadors d’'HSPF :
Pstl7 — complementari a l'inici de la Qs_Hspl7 i a un petit fragment de la regi6 5 no
codificant (5’ UTR). A I'extrem 5’ de I’encebador hi ha una diana per I'enzim de restricci6

Pstl que permetra obtenir extrems compatibles amb el vector.

Diana

Pstl
aactgcagtccaATGGCGCTCAGTCTT —>» Encebador Pst17

aggtTACCGCGAGTCAGAA (Sequeéncia de Qs_hspl7)

17Xma — complementari a la zona codificant de I'extrem C-terminal de Qs_Hspl7 excepte
en les dues ultimes bases del codé STOP de manera que aquest no sera funcional. Al final

porta incorporada una diana per I'’enzim de restriccié6 Xmal.
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GTCAAGGCCATCGAGATCTCTGGCTAA (Final de la sequiéncia de Qs_hsp17)

GTTCCGGTAGCTCTAGAGACCGAGGGCCCTCCT — Encebador 17Xma

Diana
Xmal

- Encebadors d’HSPN:

Pst17 — L’encebador de I'extrem N-terminal sera el mateix que en el cas anterior

T7 — complementari al promotor T7 del vector pBluescript SK+/- situat més enlla del codd
STOP de Qs_Hspl7. Entre el final de la zona codificant de QsHspl17.4-Cl i T7 hi ha una

diana de restriccié per I'enzim Kpnl del vector pBluescript SK+/-.

Kpnl
QsHSP17.4-Cl=— l
TCT GGC TAA---------- ccctatagagtcgtatta

gatatcactcagcataatgcgcgc —» Encebador T7

4.2.2.2 - Reaccio d’amplificacio (PCR)

La reaccié en cadena de la polimerasa (PCR) permet una amplificacié exponencial de
fragments de DNA a partir de quantitats inicials molt petites basant-se en cicles de
desnaturalitzacié, unié dels encebadors i sintesi de DNA dirigida per una DNA
polimerasa resistent a elevades temperatures. Aquesta técnica ens ha permeés obtenir

els inserts desitjats que posteriorment clonarem en el vector d’expressio pGFPuv.

Material i solucions

BioTaq polymerase i el corresponent tamp6 (x10)

MgCl, 50mM

Barreja de dNTPs (Boehringer Mannheim) 1.25mM cadascun
Encebadors HS6 , HS5i T7

Protocol

Preparar les reaccions, carregar entre 25 i 100 pmols de DNA i incubar els tubs a les
temperatures descrites.

Reacci6 (100ul)

tamp6 Tagq10ul

MgCl, 4.3ul
oligo HS6 23 pmol
oligo HS5 23 pmol

oligo T7 23 pmol
dNTP 16ul
Taq 0.2ul

aigua fins a 100pl
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Programa 1 (30 cicles)
94°C 30s
55°C 1min
72°C  1min*

*A I'GItim cicle allargar el temps d’extensié a 10 min.

4.2.2.3 — Purificacio6 dels fragments de PCR per columna
Utilitzaci6 de Qiaquick PCR purification kit (Qiagen) seguint les instruccions del

fabricant.

4.2.3 — Digestio amb enzims de restriccio

Un cop hem purificat els inserts amplificats els digerim amb els enzims de restricci6

adequats per poder lligar-los posteriorment al vector pGFPuv.

Protocol

1°® digestio

DNA 40ul (2-4 9)

H.O 3ul

Tampo Y* 1x 4ul

Xmal 3ul (LU/ul) . sequéncia codificant per HSP-GFP
DNA 40ul (2-4 9)

Hzo 3],1'

Tampo Y* 1x 4ul

Kpnl 3ul (LU/ul) . sequéncia codificant per HSP

Incubar la mostra 2h. a 37°C
Aturar la reaccié posant el tub 20’ a 65°C

2°" digestio

DNA 50ul (2-4 9)

Hzo 3],1.'

Tampo6 O™ 4l

Pstl 3ul (LU/ul) — Els dos inserts amb el mateix enzim

Incubar la mostra 2h. a 37°C
Aturar la reaccié posant el tub 20’ a 65°C

(Els tampons i els enzims de restriccié son de la casa MBI Fermentas, USA)

4.2.4 — Purificacié de banda en gel d’agarosa

L’electroforesi horitzontal en gel d’agarosa s’ha utilitzat per separar, identificar i
purificar fragments de DNA ja digerits i a punt per lligar. El gel es va realitzar a I'1%
d’agarosa amb bromur d’etidi 0.1 ug/ml.

Per extreure els fragments de DNA del gel i tenir el DNA suficientment net i concentrat

es va utilitzar el kit d’extraccid “QlAquick Gel Extraction Kit”. ElI DNA, carregat
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negativament, s’'uneix a una matriu cationica i els contaminants es renten a través de la

columna. El DNA s’elueix augmentant la forca ionica del tamp®é.

4.2.5 — Reaccid de lligacié
Amb la reaccié de lligacié6 obtenim plasmids circulars amb I'insert desitjat incorporat.

L’enzim T4 DNA lligasa crea enllagos fosfodiéster entre un grup fosfat de I'extrem 5’

d’una molécula de DNA i un grup OH™ de I'extrem 3’ d’'una altra moléecula.

Préeviament a la lligacid es va estimar la concentraci6 de DNA en un gel d’agarosa i
després tenint en compte les relacions molars que es volien mantenir entre vector i
insert (1 de vector per 3 de insert) es va precipitar la quantitat d’'insert i vector addients
en el mateix tub per tal de minimitzar el volum de lligacié.

El vector pGFPuv va ser tallat amb els mateixos enzims de restriccié que els inserts
originant aixi extrems compatibles i dirigint la lligaci6 per tal d’obtenir un major

rendiment.

Primer vam digerir amb I’enzim Pstl, posteriorment la meitat de la mostra va ser
digerida amb I’enzim Xmal i l'altre meitat amb I'enzim Kpnl obtenint dos tipus de
vectors, un digerit amb Pstl-Xmal es va lligar a la zona codificant d’Hsp17 sense el codé
STOP. L’altre digerit amb Pstl-Kpnl es va lligar a l'insert que codifica per la proteina
Hspl7 sencera (Per les digestions s’ha seguit el mateix protocol descrit en I'apartat
2.1.4).

Material i solucions per precipitar

50ul Insert (50 ng DNA)
50ul Vector (100 ng DNA)
10ul Acetat sodic 3M
300ul Etanol 100%

1ul tRNA 10mg/pul

Protocol de la precipitacio
Deixar la reacci6é 25 minuts a —20°C
Centrifuguar durant 20 minuts a 10000 rpm
Abocar el sobrenadant i rentar el pellet amb etanol 70%
Centrifugar 10 minuts i deixar assecar el pellet completament

Protocol de la lligaci6
Ressuspendre el pellet en : 8ul H,O
1 ul Tampoé DNA lligasa
1 pl DNA lligasa (1u/pl — Boehringer Mannheim)

Deixar-ho tota la nit a 15°C

135



Material i métodes

4.3 Clonacions en el vector d’expressio pET29a

En aquest cas hem utilitzat el vector d’expressié bacteria pET29a. El que hem fet ha
estat clonar dos smHsps de classe | que s’expressen en el fel-lema de Quercus suber:
Hspl0 (Jofré et al., 2003) i Hspl7. Per tal d’estudiar el possible paper dels diferents
dominis de Qs_Hspl7 s’han clonat també dos mutants d’aquest gen: C105 i N61. A
diferencia del pGFPuv aquest vector no conté la proteina verd fluorescent pero, tal i com
s’ha explicat en el punt 4.1.2, I’expressio de les proteines heterdologues que introdueixes
té una doble regulacié amb I'addicié de IPTG que permet controlar molt millor la seva

expressio.

4.3.1 — Minipreparacions de DNA plasmidic

Les minipreparacions de DNA s’han dut a terme tal i com es descriu en el punt 4.2.1

4.3.2 — Obtencid dels inserts per PCR

4.3.2.1 —Disseny dels encebadors

De la llibreria de cDNA obtinguda a partir de les cél-lules de fel-lema de Quercus suber
es van aillar dos small heat shock proteins, Qs_Hspl7 (Pla et al, 1998) i Qs_Hspl10
(Jofré et al, 2003) . Qs_Hsp10 va ser clonada per Jofré et al. (2003) en el vector
d’expressié pET29a. El que hem fet nosaltres ha estat clonar en aquest vector la
proteina Qs_Hspl7 i dos mutants d’aquesta (C105 i N61). Per aconseguir aixdo hem

dissenyat uns encebadors especifics per cadascun dels 3 inserts:
- Encebadors d’'Hspl17:

Bam17 — Complementari a I'inici de la Qs_Hspl7. L’extrem 5’ I'encebador inclou una diana

BamHlI, just davant del coddé d’iniciacié de la transcripcio.

Diana
BamHI
cgcggatccATGGCGCTCAGTCTT —>»  Encebador Bam17

ACCGCGAGTCAGAA. .. (Sequéncia de Qs_hsp17)

T7 — complementari a un tros del promotor T7 situat per darrera del codé STOP de la
Qs_Hspl7. Entre I'extrem 3’ de la seqiéncia codificant de Qs_Hspl7 i el promotor T7 hi

ha una diana de restriccié per I’enzim Xhol del vector pBluescript SK+/-.
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Xhol

QsHSP174-Cl—y |
TCT GGC TAA----=------ ccctatagagtcgtatta

gatatcactcagcataatgcgcgc—»Encebador T7

- Encebadors de C105:

Ecol7: Complementari a I'inici del domini a-cristal-li, a partir del primer nucledtid just

després del domini N-terminal. Inclou una diana de restriccié per EcoRl a I'extrem 5’.

Diana
EcoRlI
ccggaattcGATTGGAAGGAAACCCCAG — Encebador Ecol7

.. .CTAACCTTCCTTTGGGGTC. . . (Sequéncia de Qshsp17.4-Cl)

T7 — Per aquest insert 'encebador de la zona corresponent a I’'extrem C-terminal de la

proteina sera el mateix que per I'insert Hspl7.

- Encebadors de N61:

Bam17 — Per aquest insert I'encebador complementari a I'extrem N-terminal de la proteina

sera el mateix que per I'insert Hsp17.

17Eco — Complementari a la seqiiéncia anterior a la regio consens Il del domini a-cristal-li.
L’encebador incorpora una diana de restriccié EcoRIl. Aquest insert sera el més petit de
tots i estara format pel domini N-terminal i els primers 36 nucleodtids del domini a-

cristal-li.

Diana
EcoRlI
GAGGCACATATTTTCAAGtgaattccgg —» Encebador 17Eco

- - -CTCCGTGTATAAAAGTTC. . . (Sequeéncia QsHsp17.4-Cl)
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4.3.3 — Digestio amb enzims de restriccio

Les digestions s’han dut a terme tal i com es descriu en el punt 4.2.3.

En aquest cas, perd els enzims de restriccié utilitzats sén diferents. Els inserts que
codifiquen per Qs_Hspl0 i Qs_Hspl7 han estat tallats amb BamHI / Xhol, el mutant
C105 amb EcoRI / Xhol i el mutant N61 amb els enzims BamHI / EcoRlI.

El vector també ha estat tallat amb aquestes tres parelles de enzims originant aixi

extrems compatibles amb els de I'insert i permetent que la lligaci6 sigui dirigida.

4.4 — Transformacio de cel-lules competents

La introduccié de vectors plasmidics en ceél-lules d’E.coli es realitza mitjancant la

transformacio de cel-lules competents per xoc térmic.

4.4.1 — Obtenciod de ceél-lules competents

El métode de CaCl, seguit és una variacié del protocol de Cohen et al., (1972) descrit

per Maniatis et al., (1982).

Material i solucions

Medi de cultiu 2xYT (1 litre): Triptona 59
Extracte de llevat 109
NacCl 5g
(pH 7)

Protocol

Inocular 0.25 ml d’un cultiu de nit en 25 ml de medi 2xYT

Incubar a 37°C amb agitaci6 forta fins que la D.O.¢qo arribi a 0,45-0,55 (1,5-2 h.)
Posar el cultiu en gel durant 15-30 minuts

Posar 1ml de cultiu en dos eppendorfs esterils previament refredats en gel
Centrifugar 10 segons a 12000g a 4°C

Eliminar el sobrenedant amb pipeta i ressuspendre les cél-lules en 1ml de CaCl, 0,1 M
esteril, préviament refredat en gel. Degut a la diferéncia de pressié osmotica, les cel-lules
s’inflen i es formen esferoplasts.

Ressuspendre les cel-lules pujant i baixant suaument amb la pipeta
Mantenir en gel durant 8 minuts
Centrifugar 10 segons a 12000g a 4°C

Eliminar el sobrenadant amb una pipeta i ressuspendre les cél-lules amb 0,1ml de la
dissolucié de CaCl, 0,1M freda

Mantenir les cel-lules en gel
Fer aliquotes de 100ul i guardar-les a —80°C

138



Material i métodes

4.4.2 — Protocol de la transformacio
La introduccié de DNA en cel-lules competents d’ E.coli s’ha realitzat mitjancant un xoc

térmic (Maniatis et al., 1982).

Material i solucions

- Medi SOC (1 litre) : Triptona 209
Extracte de llevat 59
NacCl 0.5g
KCI 250mM 10ml

Ajustar el pH a 7.0 amb NaOH 5N
Esterilitzar la soluci6é a I'autoclau durant 20 min a 15Ib/sq

Un cop esterilitzada deixar refredar fins a 60°C i afegir 20ml d’'una solucié de Glucosa 1M
esterilitzada per filtracio

Just abans de fer servir afegir 5ml d’'una solucié de MgCl, 2M autoclavada

- Medi LB (1 litre): Triptona 10g
Extracte de llevat 59
NacCl 10g

Enrasar fins 11 amb H,O
Ajustar el pH a 7.5-8

Protocol

En 150 pl de cél-lules competents afegir 5ul del producte de la lligacié
Deixar-ho 30 minuts en gel

Aplicar un xoc térmic posant les mostres 90 segons a 42°C

Deixar refredar 1-2 minuts en gel

Afegir 800ul de medi SOC

Incubar a 37°C durant 45 minuts

Plaquejar 200-500ul de cultiu en plaques LB + Ampicilina

Deixar-ho tota la nit a 37°C

Fer 3-4 reestries per purificar les colonies

4.5 — Sequenciacio del DNA

Els transformants considerats positius s’han confirmat per seqienciacié. S'ha utilitzat el
meétode amb didesoxinucleodtids descrit per Sanger (1977). En seqienciacié automatica
s’ha utilitzat didesoxinucleotids marcats amb 4 colorants fluorescents diferents que
permeten obtenir una sequencia amb un sol tub de reaccid. S'utilitzen entre 60 i 90 ng

de DNA per cada reacci6 de sequénciacid. La mitjana de lectura és de 320 pb.
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4.5.

Material i solucions

BioTaq DNA polymerase i el corresponent tampé (10X)

50mM MgCl,

barreja de dNTPs (Boheringer Mannheim) 1.25 mM cadascun.
Quiaquick PCR purification kit (Quiagen)

Protocol
Preparar les reaccions, apartat 2.1.2.2, desnaturalitzant el DNA durant 5 min a 94°C abans
d’afegir el “premix”.

Reaccio (100 ul):

DNA 2-3ul

tampé Taq 10 ul
encebador HS4 23 pmol

encebador GFP1 23 pmol

dNTPs 16 ul (200 uM cadascun)
Taq 0.2 ul (1u)

aigua fins 100 pl

Purificar el producte de PCR per columna.
Quantificar el DNA mitjancant un minigel d’agarosa. Es carreguen 4 pl (esperem 20 —120 ng/4ul).

1 - Reacci6 de sequenciacio

Material i solucions

DNA sequencing kit. dRhodamine terminator cycle sequencing ready reaction (Perkin Elmer)

Protocol

Preparar les reaccions de PCR utilitzant el DNA sequencing Kit i realitzar el programa 3.

Per una reacci6 (10 ul):

DNA entre 60 i 90 ng
Terminator 2 pl
HS3 3.2 pmol
Aigua fins a 10 pl
Programa:

92°C pausa

96°C 1,5 min

25 cicles: 96°C 30s, 50°C 15s, 60°C 4 min
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4.5.2 - Precipitacio del DNA

Protocol

Passar els 10 ul a un eppendorf.

Afegir 9.5 ul MgCl; 2mM i 27.5 ul etanol 96.

Vortex suau

Deixar 15 min a temperatura ambient.

Centrifugar 20 min a 10000 rpm.

Aspirar el sobrenedant amb una Pasteur estirada i deixar assecar 5 min.
Guardar a la nevera i a la foscor fins que calgui resuspendre-ho.

4.5.3 - Ressuspensio del DNA

Material i solucions
Template Supression Reagent (TSR), (Perkin Elmer)
Tubs de sequéncia de 0.5 ml i els corresponents taps (Perkin Elmer)

Protocol
Resuspendre el DNA sec en 15 pl TSR tirant-los per sobre el sediment, no vortexar!

10-15 min a temperatura ambient.

Posar 3 min a 95°C.

Deixar 5 min en gel.

Fer un pols de centrifuga.

Un pols de vortex.

Un pols de centrifuga.

Passar a un tub de sequéncia.

Guardar a la nevera aillat de la llum fins el moment de sequenciar.

V.5 — EXPRESSIO DE LA PROTETNA RECOMBINANT

L’expressid en bacteris, de les diferents proteines recombinants s’ha controlat en tot
moment agafant aliqliotes en cada pas del procés. El contingut total de proteina s’ha
analitzat tenyint un gel de poliacrilamida-SDS amb blau de Coomassie (Maniatis 18.55
vol. 3). L’analisi per Western blot ens ha permeés realitzar una detecci6 molt més

sensible i especifica de les sHsps.
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5.1 — Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)

L'electroforesi en SDS permet separar mescles complexes de proteines en funci6 de la
seva massa molecular sota l'acci6 d'un camp eléctric (Laemli, 1970). El SDS, un
detergent anionic, s'uneix a les proteines en una proporcié aproximada d’'1.4g de SDS
per g de proteina per eliminar les interaccions ioniques i els ponts d’hidrogen i fent
desplegar la proteina. La carrega de la molécula de proteina queda apantallada i el
resultat és una uniformitat hidrodinamica i una carrega negativa proporcional al pes
molecular de la proteina. L'addici6 de DTT, un agent reductor, al tampd de mostres

redueix els ponts disofre de la proteina permetent la separacio de les subunitats.

Material i solucions:

MINI-PROTEAN-II (BioRad, EEUU)

marcadors de pes molecular pretenyits BenchMark (Gibco BRL, UK)

tampo del gel separador (x4): Tris-HCI 1.3 mM pH 8.8, SDS 0.4%

tampo6 del gel apilador (x4): Tris-HCI 0.5 mM pH 6.8, SDS 0.4%

tamp6 d’elucié a (x10): glicina 192 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8.3-8.7, SDS 0.1%
soluci6 d’acrilamida: Acrilamida 30%, N, N'-metilen-bis-acrilamida 0.8%

tamp6é de mostres d’SDS (x1): Tris-HCI 50 mM pH 6.8, SDS 2%, 10% glicerol i 0.1% blau de
bromofenol. Afegir un 10% DTT just abans d’utilitzar.

Protocol:
Muntar els vidres amb els separadors (0.75 mm) i comprovar amb aigua que no vessin.

Polimeritzar el gel separador (12% acrilamida)

volum per dos
gels (uh

acrilamida 2800
tampo gel 1750
separador
aigua Milli-Q 2370
persulfat amonic 70
10%
TEMED 2.8
total 7000

Afegir 200 pul d’aigua perqué formi una capa entre el gel i I'exterior i deixar polimeritzar uns 30
min.

Polimeritzar sobre el gel inferior el gel apilador (3% acrilamida) col.locant la pinta.

volum per dos
gels (uh

acrilamida 330
tampo6 gel 500
separador
aigua Milli-Q 1140
persulfat amonic 20
10%
TEMED 2
total 2000
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Deixar polimeritzant uns 15 min.
Muntar els gels sobre el suport i posar-los a la cubeta amb el tampé d’eluci6. Netejar les
butxaques amb tampo6 d'elucié per treure restes d’acrilamida.

Preparar les mostres (10,4 pg proteina total) amb 5 pul de tamp6 de mostres. Si el volum és molt
petit afegir aigua fins a tenir 10 pl finals.

Vortexar i bullir les mostres durant 3 min.
Carregar les mostres al gel.
Fer correr els gels a una intensitat baixa i constant (26 mA).

5.2 — Electrotransferencia

Consisteix en la transferéncia de proteines del gel d'electroforesi a una membrana, un
suport més manejable que el gel. Un cop transferides a la membrana, les proteines
queden immobilitzades i es detecten imunologicament. El Western blot és la suma de

I'electroforesi, la transferencia i la immunodeteccio.

Material i solucions:

Membranes de PVDF (Millipore,EEUU)

Mini Trans-Blot cell (BioRad, EEUU)

Paper de transferéencia (Schleicher & Schuell, Alemanya)

Tamp6 d’electrotransferencia a 4°C (23 mM Glicina, 25 mM Tris, 15% metanol).

Protocol:

Equilibracié dels gels: incubar 15-20 min en tampé d’electrotransferéncia.

Equilibracié de les membranes: un cop retallades les membranes de la mida dels gels (eliminant el
gel apilador), hidratar durant 1-2 segons amb metanol 100%, incubar amb aigua durant 5 min i 10-
15 min amb tampo6 d’electrotransferéencia.

Mullar els papers i les esponges i muntar el sistema de transferencia amb el segiient ordre a partir
del pol negatiu (negre). Fent rodar una pipeta per eliminar les bombolles que puguin quedar entre
els diferents components, sobretot entre el gel i la membrana:

esponja - 2 papers - gel — membrana de PVDF — 2 papers — esponja
Afegir el bloc refrigerant i connectar I'aparell a una font d’electroforesi. Mantenir un voltatge
constant a 100V durant 1.5 hores.

Finalitzada la transferéncia es separa el gel de la membrana (els marcadors de pes molecular
pretenyits serveixen per comprovar l'eficiencia de la transferéncia).

5.3 — Deteccié immunologica

Material i solucions:

Anticos policlonal de conill contra Qs_HSP17R titol 1:2000 (Pla et al, 1998)

Anticos contra la regi6é constant dels anticossos de conill conjugat amb peroxidasa (GAR-Po)
(Nordic Immunology, The Netherlands)

Solucié reveladora AGFA Rodinal, B&W Film Developer (AGFA, Espanya).

Solucié fixadora AGFA AGEFIX B&W fixer (diluir 1/6 en aigua) (AGFA, Espanya).

Film d’autoradiografia Hyperfilm MP (AmershamPharmaciaBiotech, Suécia)
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Kit de quimioluminiscéncia per transferéncia tipus western (Boehringer Mannheim, Alemanya)
Tamp6 Tris/NaCl/Tween: 10 mM Tris pH 7.5, 100mM NaCl, 0.05% Tween-20
Tamp6 de bloqueig: tampod Tris/NaCl/Tween amb 10% llet desnatada en pols ( 0 1% BSA)

Protocol:

Rentar la membrana 10 min amb Tris/NaCl/Tween.
Incubar la membrana 2 h o tota la nit a temperatura ambient amb el tampd de bloqueig.

Incubar la membrana durant 1 h a temperatura ambient amb anticos anti-Qs_HSP17 diluit
1:4000 en tamp6 de bloqueig.

Rentar 4 cops la membrana, el primer de 15 min i els altres tres de 5 min amb tampé
Tris/NaCl/Tween.

Incubar la membrana durant 1 hora a temperatura ambient amb GAR-Po diluit 1:4000 en tampé
de bloqueig.

Preparar la soluci6 de deteccié barrejant la solucié A del kit quimioluminiscent preescalfada a
temperatura ambient amb la soluci6 B en una proporcié 100:1. Deixar 30 min a temperatura
ambient.

Rentar 4 cops la membrana, el primer de 15 min i els altres tres de 5 min amb tampé
Tris/NaCl/Tween.

A la cambra fosca, treure I'excés de tampé de la membrana col.locant-la entre paper de filtre.

Posar la membrana en una safata que conté la solucié de detecci6 i incubar com a maxim 1 min
agitant manualment.

Eliminar I'excés de solucié de deteccié posant la membrana entre paper de filtre i posar la
membrana entre plastic transparent.

Col.locar la membrana al cassette d’exposicié amb la cara on hi ha les proteines (la que va estar
en contacte amb el gel) cara amunt.

Col.locar un film d’autoradiografia sobre la membrana i deixar exposar el temps necessari, des de
segons a mitja hora.

Revelar el film amb solucié reveladora Rodinal 1:25 durant uns 30 segons passant primer el film
per aigua.

Fixar amb solucié fixadora. Mantenir el film a la cubeta amb fixador 03 vegades el temps que ha
estat exposat. Finalment rentar amb aigua destil.lada i assecar a l'aire.

V.6 - ASSAJOS DE VIABILITAT in vivo

6.1 — Assajos amb HSP expressada a partir de

pPGFPuv

Per aquests estudis de viabilitat in vivo de Qs_Hspl7 s’han utilitzat les construccions
obtingudes a partir del vector d’expressié pGFPuv: Hspl7, Hspl7-GFP i com a control
les cél-lules que només expressen GFP. S’ha estudiat la resistéencia dels diferents tipus

cel-lulars enfront un estrés térmic.
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Material per cada experiment :

- 3 tubs de vidre autoclavats

- 3 Monodos autoclavats

- 6 Falcons de 15ml esterils

- 18 plagues de medi LB + Amp : 10g triptona; 5g extracte llevat; 10g NaCl; 15g Agar; Amp.
1mM

- Aprox. 400 ml de medi LB: 10g triptona; 5g extracte llevat; 10g NaCl

Protocol:
- Cultiu de nit : Posar cultius de 2 ml a 37°C

- Cultiu de dia : Posar 500ul de cultiu de nit en 10 ml de LB fresc
Incubar a 37°C fins que Abs.go = 0.4
Aliquota de 500ul de cultiu pel control de I'expressio
Ressuspendre en 50ul de tamp6 de carrega

- Inducci6 : Afegir IPTG concentraci6 final 1mM i ho deixem a 37°C fins que Absgoo = 0.8
Aliquota de 250ul de cultiu per el control de I'expressio
Resuspendre en 100ul de tamp6 de carrega

- Diluci6 : Fins a Absggo = 0. 5

- Controls : Diluir 100pul de cultiu en 10ml de medi LB (107).
Agafar 10ul de la dilucié anterior i els afegim en 10ml de medi LB (10°°).
Sembrar en placa: 50ul / 100ul / 200ul

- Estrés : Posar les mostres 1h. a 55°C
Sembrar 100ul en 1 placa (x3)

6.2 — Assajos amb rHsplO, rHspl7 i els mutants
C105i N61

En aquest cas s’han utilitzat les construccions obtingudes a partir del vector d’expressio
PET29a: HsplO, Hspl7 i els mutants C105 i N61 que ens han servit alhora com a
control. S’ha estudiat la resisténcia dels diferents tipus cel-lulars enfront un estrés

térmic.

Material per cada experiment :
- 4 tubs de vidre autoclavats

- 4 Monods autoclavats
- 1 placa de medi LB + Kanamicina
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- Aprox. 400 ml de medi LB

Protocol:

- El creixement de les cél-lules, I'induccié de les diferents proteines recombinanats i la dilucié dels
cultius s’ha dut a terme seguint el protocol que es descriu en I'apartat 6.1.

- Estres : Posar les mostres 1h. a 52°C
Fer dilucions seriades (desde 10" fins a 10°) de les mostres després de I'estrés

Sembrar en una placa 5ul de cada dilucié

V.7 — LOCALITZACIO SUBCEL-LULAR

Es va partir d’un cultiu de cél-lules en fase exponencial de creixement induit amb IPTG.
Un cop crescudes les cél-lules d’E.coli van ser lisades i mitjancant técniques de
centrifugacio i ultracentrifugacié es van obtenir una série de fraccions cel-lulars. En una
primera centrifugacié a baixa velocitat es van precipitar els cossos d’inclusié i
posteriorment es va ultracentrifugar la mostra separant una fracci6 membranosa d’una
fraccidé citosolica. Les diferents fraccions obtingudes van ser carregades en un gel de
poliacrilamida per tal d’estudiar-ne el contingut proteic. Es va determinar la preséncia
de les proteines recombinants en les diferents fraccions per Western blot i per tincions

amb Blau de Coomassie.

7.1 — Creixement del cultiu

Protocol:
- Cultiu de nit : Posar cultius de 2 ml a 37°C

- Cultiu de dia : Posar 1ml de cultiu de nit en 30ml de LB fresc
Incubar a 37°C fins que Abs.geo = 0.4
Aligtiota de 500ul de cultiu per el control de I'expressio
Resuspendre en 50ul de tamp6 de carrega

- Inducci6 : Afegir IPTG i ho deixem a 37°C fins que Absgyo = 0.8
Aligtiota de 250ul de cultiu per el control de I'expressio
Resuspenedre en 100ul de tampé de carrega
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- Diluci6 : Fins a Absgeo = 0. 5

- Estrés : Incubar la meitat del cultiu a 45°C durant 30 min.
L’'altra meitat servira de control, incubar-lo a 30°C durant 30 min.

7.2 — Lisi 1 fraccionament cel-lular

Material i solucions

50ml de tamp6 de lisi (50mM HEPES, 150mM KCI, 20mM MgCl,, 10mMDTT)
12g de “glass beads”
Ultracentrifuga amb el rotor SW41 (Beckman)

tamp6 de mostres (x1): Tris-HClI 50 mM pH 6.8, SDS 2%, 10% glicerol i 0.1% blau de
bromofenol.

Afegir un 10% DTT just abans d'utilitzar.

Protocol :

Partir d’un cultiu estressat (45°C) i un control crescut a 30°C.

Centrifugar els cultius i els resuspendre amb 1ml de tampo de lisi.

Afegir 2,7g de “glass beads”

Fer 1min. de vortex + 1min. en gel. Repetir-ho 6 vegades

Eliminar els “glass beads” centrifugant 10 min. a 6000rpm

Centrifugar el sobrenadant a 14.000rpm durant 10 min per fer precipitar els cossos d’inclusié
Ultracentrifugar el sobrenadant a 100000g durant 1h

En el pellet tindrem la fracci6 membranosa. Resuspender el pellet en 30ul de tamp6 de mostres
En el sobrenadant tindrem la fraccié citosolica. Separar-lo en 4 eppendorfs

Afegir 4V d’acetona a cada eppendorf i deixar-ho precipitar tota la nit a -20°C

Centrifugar a 14.000rpm durant 15 min. Eliminar I'acetona i resuspendre el pellet en 30ul de
tampo de mostres
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V.8 — EFECTES DE LES PROTEINES RECOMBINANTS
EN LA MEMBRANA BACTERIANA

8.1 — Analisi de la composicio lipidica

Per tal de determinar si I’'expressié de les proteines recombinants podia modificar la
saturacié dels acids grassos de les membranes plasmatiques es va determinar el
percentatge de cadascun dels acids grassos dels diferents lipids de membrana abans i

després de I'estrés, mitjancant diferents tecniques cromatografiques.

8.1.1 — Creixement del cultiu

Es va partir de 30ml de cultiu cel-lular crescut en les mateixes condicions que a I'apartat
7.1

8.1.2 — Extraccio dels acids grassos

Protocol:

Partir d’'un cultiu estressat (45°C) i un control crescut a 30°C.

Centrifugar-los i resuspendre el pellet en 200ml d’aigua ultrapura

Afegir 900ml d’aigua i 3,75ml de cloroform/metanol (1:2) i vortexem

Realitzar una extracci6 de lipids estandart d’acord amb Bligh i Dyer (Can.J.Biochem.Physiol. 1959)
Aguesta extracci6 esta subjecte a metanolisis amb 5% de HCI en metanol a 85°C durant 2h

Amb una cromatografia de capa fina separar les tres fraccions de fosfolipids de membrana més
abundants: fosfatidiletanolamines (PE), fosfatidilglicerol (PG) i les cardiolipines (CI)

Analitzar els diferents acids grassos de cada fraccidé per cromatografia de gasos (HP3396A)
equipat amb un detector de flama ionitzada (SP2230) i unes columnes capilars de 30cm
(Supelco).

Realitzar la quantificacié6 amb I'integrador HP3396A.

8.2 —Rigidesa de la membrana

Per tal de determinar si la sobrexpressio de les diferents proteines recombinants tenia
algun efecte sobre I'estat de fluidesa de la membrana plasmatica es va utilitzar el 1,6-
diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH). Es tracta d’'una molécula de forma cilindrica capac¢
d’introduir-se en la membrana plasmatica i que emet fluorescéncia només en condicions
hidrofobiques. A més a més, el grau de fluorescéncia depén de I'estat de rigidesa de la

membrana essent més elevat quan més rigida és la membrana. Aprofitant aquestes
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caracteristiques del DPH es va afegir en un cultiu cel-lular induit i es va mesurar la

fluorescéncia emesa pels diferents tipus cel-lulars.

8.2.1 — Creixement del cultiu
Es va partir d’1,5ml de cultiu cel-lular crescut en les mateixes condicions que a l'apartat

7.1 pero sense aplicar cap tipus d’estres.

8.2.2 — Mesures de rigidesa

Material i solucions

Tamp6 PBS (Tris-buffered saline; 25mM Tris)
1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH) 0.2M
Fluorimetre T-format Quanta Master QM-1 (Photon Technology Internacional, Princeton, NJ)

Protocol:

Partir d’un cultiu crescut a 37°C.

Centrifugar el cultiu a 10000rpm durant 10’
Ajustar tots els cultius a OD3z5=0.2 amb PBS

En un volum final de 3ml afegir 3ul de DPH 0.2M

Fer les mesures de fluorescéncia utillitzant una longitud d’ona d’exitacié6 de 360nm i d’emisi6 de
420nm.

8.3 — Estudis de la permeabilitat de la membrana

externa

Es va determinar I'estat fisic de la membrana externa abans i durant I'estrés utilitzant
com a marcador el 1-N-fenilnaftilamina (NPN). EI NPN és una moléecula que emet
fluorescencia només en condicions hidrofobiques. A diferéncia del que passa amb el
DPH, en condicions normals les membranes no sOn permeables al NPN pero en
condicions d’estrés les membranes esdevenen més fluides i permeables permetent aixi
la entrada de les molécules de NPN que queden retingudes en la zona hidrofobica de les
membranes emetent fluorescéncia. Al augmentar la temperatura arriba un moment en

queé el NPN entra a les membranes i la fluorescéncia augmenta.
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8.3.1 — Creixement del cultiu

Es van utilitzar les mateixes condicions de cultiu que les de l'apartat 7.1, I'estrés pero

s’aplica més endavant.

8.3.2 — Mesures fluorimeéetriques

Material i solucions

Tampd HEPES 5mM pH 7.4

Termociclador T-Gradient (Biometra)
1-N-fenilnaftilamina (NPN)

LS50B luminiscence spectrometre (Perkin Elmer)

Protocol :

Partir d’un cultiu de 20ml estressat (45°C) i un control crescut a 30°C.
Centrifugar els cultius i resuspendre’ls en tamp6 HEPES fins una ODgqo final de 6.
Separar el cultiu en 12 eppendorfs amb 25 ul de cultiu ODgoo = 6 a cadascun

Aplicar un estrées termic de 30min. diferent per cadascun dels eppendorfs: 37, 37.6, 39.2, 41.9,
44.7,47.6, 50.4, 53.3, 56.1, 58.7, 60.4, 61 °C (Termociclador T-Gradient ; Biometra)

Després de I'estrés ajustar el volum a 700ul amb tampé HEPES i afegir NPN fins una concentracié
final de 5uM

Passar la mostra a una cubeta i mesurar la fluorescéncia amb un fluorimetre (LS50B luminiscence
spectrometre; Perkin Elmer)

Longitud d’ona d’excitacié : 350nm
Longitud d’ona d’emissié : 420nm

V.9— SINTESI PROTEICA “de novo” EN CONDICIONS
D’ESTRES

L’expressio d’'una sHsp pot modificar el patré proteic. Per tal de determinar si I'expressio
de les proteines recombinants alterava el patré d’expressié proteic d’E.coli a condicions
normals i en situacié d’estrés es va fer un marcatge in vivo amb aminoacids radioactius

marcats amb carboni 14.
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9.1 — Creixement del cultiu

Es van utilitzar les mateixes condicions de cultiu que les de l'apartat 7.1, I’estrés pero

s’aplica més endavant.

9.2 — Mesures de radioactivitat

Material i solucions

Medi M9 (Sambrook et al.,1989)

Set d’aminoacids marcats radioactivament (Amersham biosciences)
Banys a diferents temperatures

Tamp6 de mostra

PPO al 20%

Protocol :

Centrifugar els cultius i ressuspendre el pellet en 20ml de medi M9.

Tornar a centrifugar i ressuspendre el pellet en 8ml de medi M9.

Repartir 3ml d’aquest volum en 6 tubs Eppendorf (500ul a cadascun).

Afegir 5ul d’aminoacids marcats radioactivament.

Incubar els tubs a 6 temperatures diferents (37, 42, 44, 46, 48 i 50°C) durant 30’.
Centrifugar les mostres a 14000rpm durant 3’ a 4°C.

Ressuspendre el pellet en 60ul de tamp6 de mostra.

Carregar les mostres en un gel de SDS-PAGE i tenyir-lo amb Blau de Coomassie tal i com es
descriu en l'apartat 5.1.

Destenyir completament en gel agitant durant 10’ en acid acétic concentrat
Afegir I'’escentillant PPO al 20% i agitar durant 1h

Rentar el gel amb aigua i agitar-lo durant 15’ en glicerol al 5%

Assecar el gel amb paper Whatman MM3 a 80°C durant 1h

Posar el gel en un cassette i afegir-hi el film revelador

Deixar-lo revelant a -802C durant 96h
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