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RESUMEN:

El estudio de las proteinas y su rol bioldgico en la fisiologia humana ha sido motivo de
numerosas investigaciones tanto para las dreas de las ciencias basicas (estudios biofisicos,
bioquimicos o estructurales) como aplicadas (biotecnologia, salud humana, etc.). En este
contexto la disponibilidad de la estructura tridimensional proteica, principalmente mediante la
cristalografia de rayos X, ha sido fundamental para el entendimiento de las diversas funciones
proteicas. Uno de los primeros impedimentos para el estudio funcional de las proteinas por
técnicas cristalograficas ha sido la obtenciéon de una proteina especifica en estado puro y en
cantidades suficientes. La posibilidad de alcanzar estas caracteristicas raramente se logra
directamente del huésped natural llevando a la produccién de la proteina en forma
recombinante como Unica alternativa posible. Dentro de los posibles huéspedes el mas
ampliamente utilizado es Escherichia coli (E. coli), que si bien en muchos casos permite
producir y purificar grandes cantidades de proteinas recombinantes (PRs), se estima que sdlo
un 30% de los genes clonados en esta bacteria se logran expresar de forma soluble y
homogénea (1). Sin embargo, mediante la evaluacidn de diversas variables como ser diferentes
promotores procariotas, proteinas de fusidn, temperatura de induccidn entre otras, es posible
incrementar las probabilidades de obtener un producto soluble, homogéneo y en cantidades
6ptimas (2, 3). Parte de este trabajo de Tesis estd abocado a generar metodologias que

faciliten la obtencién de proteinas solubles y en estado homogéneo.

Con el objetivo de evaluar la mayor cantidad de variables en el menor tiempo posible, es que
en el presente trabajo se generd una serie de 12 vectores de expresion en E. coli, que permiten
realizar un clonado con alta eficiencia en paralelo e independiente de la secuencia (4). La
disponibilidad de esta técnica es un factor fundamental para cuando se trabaja con distintas
construcciones y varias PRs en simultaneo. En esta tesis, ademds de generar esta serie de
vectores, se propone el uso de una nueva proteina de fusidon para ayudar en la expresién
soluble de distintas PRs. Esta proteina de fusiéon corresponde a una versién truncada de la
endoglucanasa D (CelDnc) de Clostridium thermocellum, siendo una proteina termostable y
expresada en cantidades masivas en E. coli (5). Nuestro trabajo muestra que esta proteina de
fusidn puede llevar a una mejora en la obtencidn del producto soluble y que al menos para una
de las proteinas estudiadas se comporta igual o mejor, que otras proteinas de fusidn

difundidas comercialmente como MBP, SUMO, DsbCy Trx.

Uno de los principales avances y aplicaciones mas fascinantes de las PRs es su aplicacion en la
medicina. La generacién de moléculas que pueden ser inyectadas en seres humanos con fines

terapéuticos y/o de diagndstico abre una puerta de gran interés en el campo de la medicina
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(6). En este sentido, la generacién de pequefias moléculas (100-800 Da) que pueden funcionar
como inhibidores de distintas enzimas y receptores ha tenido mucho éxito en el tratamiento
contra diversos tipos de cancer como es el caso de los inhibidores de tirosina quinasa: Erlotinib
(Tarceva®), Imatinib (Gleevec®) y Dasatinib (Sprycel®) entre otros (7). Sin embargo este tipo de
compuestos se encuentra con el problema que dificilmente pueden inhibir interacciones
proteina-proteina, lo que muchas veces puede ser de gran utilidad en diversas terapias contra
el cancer (8). Los Anticuerpos monoclonales (AcMo), han surgido como una alternativa
importante, cuando se requiere de interacciones mas complejas o bien la activacidn del propio
sistema inmune para la destruccién especifica de la célula tumoral. Estas moléculas de mayor
tamafio (>150 kDa) y mayor complejidad estructural y funcional estdn siendo cada vez mas
utilizadas en numerosas aplicaciones médicas para el tratamiento de diferentes patologias
infecciosas, inmunes, cardiovasculares y diversos tipos de cancer (9). Por ejemplo el anticuerpo
quimérico Rituximab (Rituxan®), fue el primer anticuerpo aprobado para terapia contra el
cancer en 1997. Esta inmunoglobulina de isotipo 1gG1, reconoce la proteina CD20 de la
superficie de los linfocitos B, siendo utilizado con éxito en el tratamiento contra tumores de
células B como el linfoma no-Hodgkin entre otros (9). Sin embargo, los AcMo no son de gran
utilidad cuando se necesita inhibir la accion de una enzima cuyo sitio activo se encuentra en
cavidades profundas, ya que éstos tienden a unir superficies planas (10). Esto abre una
oportunidad para nuevas proteinas de unién de tamafio intermedio (6 a 20 kDa), capaces de
interaccionar con regiones poco accesibles y a la vez por su mayor tamaio respecto a las
pequefias moléculas, conferir mayor especificidad de unidn e interferir tanto en interacciones

proteina-proteina como proteina-sustrato.

Es asi que en esta tesis explotamos las caracteristicas de proteinas de unidn artificial como son
las afitinas, derivadas de la proteina Sac7d (7 kDa), donde se utilizé un nuevo disefio de libreria
de manera de ampliar el repertorio de los posibles blancos a los que pueda unirse. En este
sentido se utilizd ademas de la libreria descripta previamente (11), una libreria conteniendo un
bucle o “loop” con mutaciones aleatorias, para poder interactuar con cavidades profundas en
las proteinas como por ejemplo algunos sitios activos. Esto nos permitié obtener proteinas de
unién termoestables con afinidades en el orden de nanomolar contra la glicosidasa CelD, que
eran capaces ademas de inhibir su actividad tanto a 25° como a 60°C. Al mismo tiempo
también se realizaron ensayos de inhibicidon con otra afitina ya obtenida previamente capaz de
unir a la glicosidasa lisozima y que provenia de una libreria sin el mencionado loop (12). En
este caso también se observé inhibicidn de la actividad de la lisozima. Las distintas afitinas no

mostraron reactividad cruzada entre ambas enzimas a pesar de que las Ultimas presentan



sitios activos similares (13). Estudios estructurales de alta resolucion con los diferentes
complejos nos permitieron dilucidar el mecanismo de unidn/inhibicién, encontrandose que el
modo de unidn era diferente para las dos enzimas. De esta manera y utilizando diferentes
formatos de librerias mostramos mediante ensayos bioquimicos y estructurales como un
mismo esqueleto o “scaffold” puede unir e inhibir de manera potente y especifica enzimas al
unirse a superficies topoldgicamente diferentes. Por lo tanto, este grupo de librerias, es una
buena herramienta para la obtencién de proteinas de unién contra diversas superficies
proteicas que podran utilizarse en la inhibicion de otros blancos biolégicos y/o terapéuticos

(manuscrito aceptado).

El uso de la cristalografia ha sido fundamental para entender diversos procesos bioldgicos,
mecanismos de accion y el disefio basado en la estructura de distintas drogas de uso clinico
(7). Sin embargo y a pesar de su importancia, ademds de contar con la proteina en estado
soluble, es necesaria la formacién de cristales para la obtencién de la estructura cristalografica.
Esto ultimo plantea una limitante ya que al dia de hoy la cristalogénesis continta siendo un
proceso empirico de ensayo y error. Por ejemplo resultados de 7 centros de gendmica
estructural, mostraron que de 21149 genes clonados, el 36.2% se expresé en forma soluble y
sélo se obtuvo cristales para el 7.3% (14). En este sentido es que nos propusimos utilizar a la
proteina CelD, que mostré cristalizar de manera robusta (13, 15), para asistir en la
cristalizacién de otras proteinas recombinantes. Como una primera prueba de concepto para
esta hipétesis, mediante fusion directa con CelD, se logro resolver la estructura cristalogréfica
de un dominio catalitico (CA) de 17 kDa de la proteina de E. coli CpxA a 2.0 A de resolucién.
Otro dato de interés que se desprende de estos resultados es que se logra obtener el cristal en
la misma condicion de cristalizacion que para CelD sola, es decir sin realizar un verdadero
cribado de cristalizacién. Ademas, mediante ingenieria genética se optimizaron los contactos
cristalinos para utilizar a CelD como fusién N-terminal en la cristalizacién de otras proteinas
blanco. En otra estrategia, se generaron diversas librerias de mutantes del dominio tipo Ig de
CelD para generar proteinas de unidn contra una proteina blanco y de esta manera tras su

unién cristalizar el complejo.

En el presente trabajo de Doctorado, se generd una herramienta que facilita la evaluacion de
condiciones de expresiéon de PRs, mostrandose ademds el uso de una nueva proteina de fusién
capaz de aumentar la expresion y solubilidad de una proteina blanco. Por otro lado, se evalud
una nueva libreria de mutantes de afitinas, que presenta un modo de unidn que permite la

interaccion con cavidades profundas como las encontradas en los sitios activos de diversas



enzimas. Finalmente, también se evalud la utilidad de la proteina CelD para su uso como

proteina de fusidn en la cristalizacion de otras proteinas blanco.



INTRODUCCION

1. Expresion de proteinas recombinantes en E. coli, desafios y
soluciones

1.1 Generalidades

Con el surgimiento de la tecnologia del ADN recombinante, en la década de 1970 se accede
por primera vez a la capacidad de manipular genes a través de los procesos de clonado y
expresion de ese gen a proteina. A partir de este momento la expresion de proteinas
recombinantes (PRs) pasa a ser el método de eleccidon en el drea de la investigacién cientifica y
tecnoldgica debido a su reproducibilidad y su relativo bajo costo econdmico. La produccion de
PRs implica que el gen de interés puede ser introducido en hospederos (sistemas procariotas o
eucariotas) donde la maquinaria de sintesis proteica de los mismos es redirigida hacia la

expresion de la proteina blanco.

Esta tecnologia ha tenido un impacto profundo en diversos campos de la ciencia, incluyendo el
area de la medicina. La produccion de PRs ha aportado conocimientos basicos y necesarios
para el entendimiento de distintas enfermedades asi como también han sido utilizadas
directamente en la terapia y el diagnostico molecular. Por ejemplo, a comienzos de la década
de 1980, la FDA (del inglés Food and Drug Administration) aprobd el uso clinico de la primera
proteina recombinante producida en Escherichia coli, 1a insulina humana. Esta es utilizada para
el tratamiento de la diabetes y su expresién de manera recombinante establecid los
antecedentes de un modelo para el desarrollo de otros productos recombinantes terapéuticos

(16).

Se han desarrollado diferentes huéspedes para la expresidon de las PRs como ser células de
mamifero, células de insecto y microorganismos. Dentro de ellos el mas utilizado es la
enterobacteria E. coli. Aproximadamente el 60% de las PRs reportadas en la literatura y el 30%
de los productos recombinantes aprobados por la FDA son producidos en este huésped (17-
19). El uso extendido de este sistema de expresion esta principalmente asociado al gran
rendimiento de produccidn, al facil manejo e implementacién en el laboratorio, a la
disponibilidad de un gran nimero de herramientas genéticas y finalmente a su bajo costo. A

pesar de estas caracteristicas positivas, también existen desventajas asociadas al uso de E. coli.



Dentro de ellas debemos contemplar la falta de modificaciones post-traduccionales como la N-
y O- glicosilacién, amidacidn, entre otras (20) lo que dependiendo de la proteina blanco, puede
limitar su uso. Ademas, la alta productividad de E. coli puede llevar a la acumulacién del
producto en el citoplasma de la bacteria en forma de agregados insolubles conocidos también
como cuerpos de inclusion (21). Es asi que se estima que sélo un tercio de los genes clonados

en E. coli se logran expresar de forma soluble y homogénea (1).

La probabilidad de obtencidn de un producto puro y homogéneo, puede ser aumentada
realizando una intensa optimizacion de las condiciones de expresion. Para ello diversas
variables son evaluadas en combinacién de manera de encontrar las condiciones de expresién
Optimas para la proteina recombinante de interés. En este sentido, diferentes cepas de E. coli
con diversas propiedades son evaluadas asi como también distintas temperaturas de
expresion, promotores, proteinas de fusion y chaperonas o interactores biolégicos (2, 3) (ver
anexo | y Il). También la generacion de diferentes variantes génicas (mutantes puntuales y
versiones truncadas) de la proteina de interés pueden ser evaluadas. La combinacion de todas
estas variables genera un enorme numero de condiciones a evaluar. En este sentido, los
avances en robdtica y miniaturizacion han sido esenciales para poder evaluar miles de
condiciones de expresidon diferentes, permitiendo un cribado de alto rendimiento (HTS, del

inglés “High-throughput screening”) en pocos dias y de manera automatica (2).

Finalmente, ademas del proceso de evaluacién de manera manual o por técnicas robéticas de
numerosas variables de expresion existe otro recurso capaz de ofrecer una mejora en la
produccidn de las PRs, la evoluciéon dirigida. Esta consiste en la generacién de una libreria de
mutantes de la proteina blanco y seleccion de aquellos que presentan el fenotipo deseado, en

este caso la expresidn soluble de la proteina de interés (22).

1.2 Primeros pasos a seguir para la expresion de una PR.
Una de las principales razones por la que muchas de las proteinas eucariotas no pueden

expresarse de manera soluble en E. coli, es el requerimiento de modificaciones post-
traduccionales para su correcto plegamiento. Una primera aproximacion cuando se desea
expresar la proteina de interés es el andlisis de su secuencia nucleotidica y proteica. Existen
servidores que contienen diferentes programas bioinformaticos para la prediccién de la
presencia de tales modificaciones (sitios de N- y O- glicosilacién, fosforilacion, etc), y la

localizacién subcelular entre otros (http://www.expasy.org) (23). Esta informacién puede

brindar una buena idea del éxito posible y ayudar en la estrategia a seguir para la produccion

de distintas PRs. Otros factores que pueden también tener un impacto y deben ser tenidos en


http://www.expasy.org/�

cuenta son: el uso de codones, la secuencia en la regién de iniciacion de la traduccion (TIR, del

inglés “Translation Initiation Region”), y la presencia de puentes disulfuro.

1.3 Promotores para la produccion de PR y secuencias cercanas
El promotor a utilizar es de fundamental importancia, ya que controla la potencia y duraciéon

de la transcripcién y por ende el rendimiento de produccién. El promotor ideal deberia tener
una alta tasa de transcripcion, presentar niveles muy bajos de expresion basal y ser inducido
de una forma simple y eficiente. Los inductores pueden ser térmicos o quimicos donde el
andlogo de la lactosa isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG) es el inductor quimico mas

ampliamente utilizado (24).

1.3.1 Promotores quimicos
Dentro de los promotores quimicos, el sistema de expresién comercializado bajo el nombre de

pET (Novagen) basado en el promotor T7 es el mas utilizado para la expresién de las PRs. Fue
desarrollado por Studier y Moffatt (25, 26), y esta basado en la alta selectividad de la ARN
polimerasa del fago T7 para la transcripcién del gen de interés. El promotor T7 es considerado
un promotor fuerte, con una alta tasa de transcripcidn, alcanzando niveles de produccién de la
proteina recombinante de hasta un 50% del contenido total proteico. Debido a que E. coli
carece de polimerasa para la transcripcién de genes regulados por el promotor T7, es que
algunas cepas como BL21(DE3), fueron modificadas para contener el gen de la RNA polimerasa
T7 en el cromosoma bacteriano, bajo el control del promotor lacUV5 (25, 27). Dicho promotor
tiene mutaciones puntuales que aumentan su eficiencia y lo hacen menos sensible a la
represién por catabolito, por lo que se puede realizar la induccidn con IPTG incluso en
presencia de glucosa (28). De esta manera tras la adicién del IPTG, la represidn causada por la
unién del Lacl al operador lac presente en lacUV5 es liberada, resultando en la transcripcién y
traduccién de la polimerasa T7 que a su vez transcribe el gen de interés con la concomitante

produccion de la proteina recombinante (29).

Otro promotor comuinmente utilizado es el promotor T5. El mismo puede ser reconocido por la
RNA polimerasa de E. coli y posee un operador lac doble que provee de una regulacién mas
precisa. Ademas es considerado un promotor menos fuerte que el T7 (30). El promotor T5 se

encuentra en los vectores comerciales pQE (QIAGEN).

Finalmente el promotor arabinosa (Pgap) también ha sido utilizado para la expresion de PRs.
Cuando un gen es regulado por este promotor, la expresién es controlada por la proteina araC,
la cual es un regulador positivo y negativo del promotor Pgap. La induccidn se logra con la

adicién de L-arabinosa (usualmente 0.2% w/v). Este es un promotor titulable, por lo que a



mayores concentraciones de inductor mayor expresién. Ademds es un promotor que estd
regulado de manera estringente y la expresién basal puede ser reducida aun mas con la
adicién de glucosa, por lo que es ideal cuando se intenta expresar genes que pueden ser

toxicos para la célula (31, 32).

1.3.2 Promotores controlados por temperatura
En este tipo de promotores, la induccidn se logra al cambiar la temperatura en lugar de

necesitar la adiciéon de un compuesto quimico. A nivel industrial esto puede presentar una gran
ventaja econdmica y operacional. Dentro de los promotores sensibles a la temperatura
encontramos el promotor CspA (inducido a 15°C) y pL/pR del fago lambda (inducido a 40-
42°C). CspA es la proteina mas abundante en respuesta a bajas temperaturas en E. coli. La
misma es practicamente indetectable a 37°C y es intensamente producida al transferir los
cultivos a 15°C (33). De esta manera los genes que se encuentran bajo el control de este
promotor pueden ser inducidos al bajar la temperatura entre 15-25°C (34, 35). Los promotores
pL/pR del fago lambda, son regulados por una versién mutante sensible a la temperatura del
represor cl857 del bacteriéfago A (36). En este caso, a bajas temperaturas (28-32°C), la
transcripcién es inhibida por la unién de cl857 al promotor pL o pR. Luego de aumentar la
temperatura a 40-42°C, la unién del represor es liberada, dando lugar a la expresidn del gen de

interés (36-38).

1.3.3 Otras secuencias nucleotidicas que pueden afectar la expresion de la PR
Finalmente, también a nivel nucleotidico, la secuencia hacia el extremo 5’ del gen puede tener

un efecto importante en los niveles de expresidon proteica debido a la generacién de
estructuras secundarias en el ARN mensajero (ARNm). Esto juega un papel importante en
detrimento de la traducciéon por el complejo ribosomal. En este sentido, se mostré que
secuencias ubicadas inmediatamente después del coddn de iniciacién hasta la posicién +25
pueden afectar los niveles de expresidén. Es asi que algunos programas permiten definir
mutaciones silenciosas en los primeros 7 codones para mejorar los niveles de expresién (39).
Mas recientemente se desarrollé un método predictivo para el disefio de sitios sintéticos de
unién al ribosoma (RBS), que presentan diferentes tasas de traduccién, permitiendo un ajuste

fino de los niveles de expresion (https://salis.psu.edu/software) (40, 41). Esto se logra al

optimizar varios pardmetros como la disminucidn de estructuras secundarias en el ARNm
transcrito, la distancia del RBS con el coddn de iniciacion, las interacciones moleculares entre
el ARNm y el complejo ribosomal 30S entre otras (40, 41). En el mismo sentido, la vida media

del ARNm en bacterias es mas corta que en eucariotas. Esto se logra mejorar mediante una
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mutacion en el gen que codifica para la RNasaE confiriendo mayor estabilidad al ARNm (42).

Dicha mutacién se encuentra en la cepa BL21 Star (Invitrogen).

1.4 Cepas de E. coli utilizadas para la expresion de PRs
Diversas cepas de E. coli han sido desarrolladas y son comercializadas para la expresion de PRs.

La cepa a utilizar tiene un profundo impacto en la produccidn de la proteina blanco ya que es
la que aporta el contexto genético en el que ocurre la expresion. La selecciéon de la cepa
depende de las caracteristicas de la proteina recombinante, como ser si la misma es tdxica
para la bacteria, si presenta codones poco frecuentes debido a su origen heterdélogo o si

contiene puentes disulfuro, entre otras.

1.4.1 Cepas deficientes en proteasas y control de la expresiéon basal de la PR
Una de las cepas mas cominmente utilizadas en la produccién de las PRs es BL21(DE3). Esta

cepa es deficiente en las proteasas Lon y OmpT, lo cual reduce la degradacion proteolitica de
las PRs e incrementa el rendimiento final (43, 44). Ademas contiene una copia cromosémica
del gen de la RNA polimerasa T7 bajo el control del promotor lacUV5, haciéndola adecuada
para la expresion de genes controlados por el promotor T7. El alto rendimiento de la
polimerasa T7 puede llevar a efectos tdxicos para la bacteria, reduciendo sustancialmente los
rendimientos finales de las PRs. Con el objetivo de sortear este problema se originan las cepas
BL21(DE3)pLysS y BL21(DE3)pLysE (Novagen) que se caracterizan por poseer un plasmido que
codifica para la lisozima T7, inhibidor natural de la polimerasa T7. Estas variantes de BL21 son
utilizadas generalmente cuando se trabaja con genes téxicos por lo que la presencia de la
lisozima T7 disminuye la expresién basal de la proteina recombinante y por ende sus efectos
negativos para la bacteria (45). Mientras pLysS produce bajos niveles de lisozima T7, plLysE
provee de mayores niveles del inhibidor. Otra aproximacién empleada para la expresion de
genes toxicos, ha sido la de sustituir el promotor lacUV5 por un promotor mas astringente
como el Pgpp, para el control de la polimerasa T7. Este es el caso de la cepa BL21Al (Invitrogen),
donde la induccidn debe realizarse con la adicion de 0,2% L-arabinosa. Es importante notar en
este Ultimo caso, que si se trabaja con un vector que expresa el represor Lacl, es necesario

agregar también IPTG para la induccion del gen de interés (31).

1.4.2 Expresion de genes con codones pocos comunes en E. coli
Debido a la naturaleza heterdloga de la proteina blanco, el gen de interés puede contener

codones que se encuentran en baja abundancia en el hospedero. Esta cantidad relativa de
codones y la poca disponibilidad de los ARN de transferencia especificos para los mismos lleva
a la terminacién prematura de la traduccion y a bajos rendimientos en la produccién de la

proteina recombinante (46).
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Existen dos estrategias principales para solucionar este problema: i) mediante la optimizacion
de la secuencia del gen en forma racional; ii) mediante el uso de cepas de E. coli
suplementadas con los tRNAs que se encuentran en baja abundancia. La optimizacion racional
consiste en la substitucién de los codones raros del gen de interés por codones utilizados con
alta frecuencia en E. coli, mediante la sintesis de novo del gen. Varios algoritmos han sido
desarrollados para optimizar la secuencia del gen al uso de codones del hospedero en donde
se va a expresar la proteina recombinante (47, 48). Esto ha permitido la expresiéon en forma
soluble de proteinas que de otra forma se expresaban como cuerpos de inclusién (49). Para la
segunda estrategia, se encuentran varias cepas comercialmente disponibles que co-expresan
tRNAs para los codones pocos frecuentes como ser BL21 CodonPlus (Novagen), Rosetta
(Invitrogen) y BL21(DE3)RIL (Stratagene) entre otras. El uso de este tipo de cepas ha mejorado

la expresion de varios genes humanos (50, 51).

Finalmente, si bien el cambio de los codones raros puede incrementar la tasa de traduccidn, en
algunos casos podria llevar a la agregacion y mal plegado de la proteina recombinante. Esto
fue mostrado para varias proteinas eucariotas expresadas en E. coli donde la expresidn soluble
en BL21(DE)pLysS fue ampliamente mayor a la obtenida en BL21(DE3)CodonPlus-pRIL (52),
sugiriendo que las pausas en la traduccién son necesarias en algunos casos para el correcto

plegado de dominios individuales de la proteina blanco (53).

1.4.3 Expresion de proteinas con puentes disulfuro
Los puentes disulfuro (S-S) se forman por enlace covalente entre dos datomos de azufre

provenientes de 2 residuos de cisteina. Estos son generalmente esenciales para el correcto
plegamiento y estabilidad de la proteina por lo que es un elemento muy importante a tener en
cuenta cuando se va a realizar la expresion de PRs (54). Actualmente existen varios programas
disponibles en la web que permiten estimar con cierto grado de confianza la presencia de S-S

en la proteina de interés (55, 56).

La formacién de enlaces S-S requiere de un ambiente oxidante como el que se encuentra en el
reticulo endoplasmico de los eucariotas o en el periplasma bacteriano. En el caso de E. coli,
existe una maquinaria especifica para la formacion de los puentes disulfuro conocida como
sistema Dsb (del inglés “Disulfide bond”). Este incluye las enzimas peripldsmicas DsbA (cataliza
la formacién de los S-S) y DsbC (realiza la isomerizacion de los S-S). Luego el ciclo es reiniciado
por la accién de las proteinas de membrana DsbB y DsbD que reciclan a DsbA y DsbC

respectivamente (57).

12



Las proteinas son dirigidas al periplasma bacteriano para la formacion de S-S al adicionar un
péptido lider en el extremo amino terminal, que puede ser removido por una endopeptidasa
una vez en el periplasma. Dentro de los péptidos lideres utilizados para la exportacion
periplasmica encontramos los de las proteinas DsbA, PelB, LamB, PhoA y OmpA entre otros
(58, 59). Existen distintos mecanismos de exportacion periplasmica como la via TAT (del inglés
“Twin-Arginine Translocon) que transloca proteinas plegadas (60) y el translocdn Sec donde las
proteinas son exportadas en forma desplegada. Ademas el translocdn Sec esta formado por la
via post-traduccional dependiente de SecB y la via co-traduccional dependiente de SRP (del
inglés “Signal Recognition Particle”) (61). Una de las ventajas adicionales de la expresion
periplasmica es el hecho de que la purificacién de la PR es mas facil debido a la menor cantidad
de proteinas de E. coli en este compartimento (62). Sin embargo, la maquinaria de
tanslocacion puede saturarse, lo cual es toxico para la bacteria disminuyendo en gran medida
el rendimiento final de la produccidon de la proteina recombinante (63). Esto puede ser aliviado

(como se vera mas adelante), mediante el uso de la cepa Lemo21(DE3) (59, 63).

Como alternativa a la exportacion al periplasma para la formacion de puentes disulfuro,
diferentes cepas que presentan un citoplasma mas oxidante han sido disefiadas, por ejemplo
Origami 2(DE3) y Origami B(DE3) (Novagen). Estas cepas contienen mutaciones en los genes
glutatién reductasa (gor) y tiorredoxina reductasa (trxB) que estan involucradas en el
mantenimiento de un ambiente reducido en el citoplasma asi como también una mutacion en
el gen de la peroxirredoxina (ahpC) esencial para el crecimiento de los mutantes (54, 58). Una
desventaja es que debido a las mutaciones en gor y trxB, las células muestran un crecimiento
mas lento lo que a su vez se refleja en un menor rendimiento de las PRs. Si bien estas
mutaciones permitirian la formacidon de enlaces disulfuro en el citoplasma de E. coli, las
proteinas con varios S-S necesitan ademas de una correcta isomerizacion de los mismos. Para
solucionar este problema, se desarrollé la cepa Shuffle (New England Biolabs), en donde la
isomerasa DsbC es expresada de forma constitutiva en el citoplasma de E. coli, ademas de

contener las mutaciones gory trxB (64).

Recientemente se logrd producir PRs con puentes disulfuro correctamente formados, en el
citoplasma de E. coli sin la necesidad de las mutaciones gor y trxB" mencionadas. Esto fue
logrado tras la co-expresién en otro pldsmido de las proteinas sulfidril oxidasa de
Saccharomyces cerevisiae, Ervlp (catalizador de la formacion de puentes disulfuros) y la
isomerasa disulfuro DsbC de E. coli (65, 66). Ademas de esta observacion se encontrd que, en
algunos casos, la adicion de Ervlp puede ser mas efectiva que la utilizacion de las cepas

Origami o Shuffle (65, 66). En un trabajo reciente, luego de hacer fusiones amino terminales
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con DsbC y 28 proteinas pequefias ricas en S-S, se encontrd que la cepa BL21(DE3)pLysS fue
mucho mas eficiente que las cepas Origami B (DE3)pLysS o Shuffle T7Express lysY en producir
formas oxidadas y correctamente plegadas de las proteinas. Interesantemente, se encontré
que dichos puentes disulfuro se formaban ex vivo, durante los pasos de extraccidon y

purificacién de las PRs (67).

En conclusidn, la expresion de proteinas con S-S presenta a veces un problema complejo que
debe ser tenido en cuenta a la hora de producir una proteina recombinante. Sin embargo,
varias alternativas pueden ser contempladas: a) exportacion al periplasma, b) expresion en el
citosol de una bacteria con las vias reductoras inactivadas, c) co-expresion de proteinas para la

oxidacion e isomerizacion de los S-S o d) fusion covalente con la isomerasa DsbC..

1.4.4 Expresion de proteinas de membrana
Se calcula que un 30% de los genes humanos codifican para proteinas integrales de membrana

(IMP, del inglés “Integral Membrane Proteins”) (68) y estan involucradas en procesos celulares
criticos incluyendo la comunicacién celular, transporte de moléculas a través de la bicapa
lipidica, adhesién celular, entre otras. Las proteinas de membrana constituyen una clase
principal de blancos terapéuticos representando el 80% de los farmacos mads vendidos en USA
en 2010 (69). A pesar de la importancia de su estudio, han sido muy dificiles de caracterizar
debido a su caracter hidrofébico, que las hace sumamente inestables en solucién, dificultando
su purificacion y cristalizacién. Esto ultimo queda reflejado en la observacién de que menos del
1% de las proteinas depositadas en la PDB (Protein Data Bank) corresponden a IMPs. E. coli es
el huésped mas utilizado para el caso de las proteinas de membrana de origen tanto procariota
como eucariota (70). Usualmente luego de ser producidas y transportadas a la membrana de la
bacteria, las IMPs deben ser retiradas de la bicapa lipidica mediante el uso de detergentes para
sus posteriores analisis bioquimicos y estructurales. Las IMPs solubilizadas en detergentes
quedan envueltas en micelas de detergente lo que mimetiza en parte la bicapa lipidica (69).
Existen muchos tipos de detergentes que pueden ser utilizados para la solubilizacién de
proteinas de membrana. Ademas de ello con frecuencia diferentes construcciones génicas o
mutantes de la proteina nativa deben ser evaluadas para encontrar alguna variante que
presente buena solubilidad y estado homogéneo, caracteristica fundamental para el proceso
de cristalogénesis. Por lo tanto, un nimero sumamente elevado de variables deben ser
evaluadas para determinar las condiciones dptimas en la cual la proteina recombinante se
mantenga en solucion y pueda utilizarse en los ensayos de cristalogénesis. Una interesante
aproximacién para analizar multiples variables en forma efectiva, ha sido descrita por Kawate

et al. (71). En esta aproximacion, se realiza una fusién directa de la IMP con GFP (del inglés
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“Green Fluorescent Protein”) y se acopla la deteccion de fluorescencia con cromatografia de
exclusién molecular (SEC). De esta manera, es posible trabajar con extractos crudos, sin
purificar y cantidades minimas de proteina (niveles de nanogramos) para la determinacion de
niveles de expresién, grado de monodispersion y peso molecular aproximado (71).
Recientemente, una aproximacién mejorada de este sistema fue desarrollada. En este caso en
lugar de fusionar la proteina a GFP, se utiliza una sonda que reconoce especificamente el His-
Tag y fluorese de similar manera que GFP. De esta manera se evita la fusion con GFP, y por
ende algunos problemas que pueden estar asociados por dicha fusién como la presencia de

falsos positivos, o agregacion de la IMP luego del corte proteolitico de la fusion (72).

Finalmente, existen cepas de E. coli que han mostrado ser mas apropiadas para la expresidon de
IMP’s, como son los mutantes derivados de BL21(DE3) conocidas como C41(DE3) y C43(DE3)
(Lucigen) (73). Al secuenciar el genoma de dichas cepas se encontrd que la razén de la mejora
en la expresion de proteinas de membrana es el resultado de mutaciones en el promotor
lacUV5 que disminuyen la expresion de la polimerasa T7. De esta manera se disminuye
también la tasa de expresion de la proteina blanco, evitandose la saturacion de la maquinaria
de translocacion de las PRs a la membrana (63). Esto llevé al desarrollo de una nueva cepa
derivada de BL21(DE3), llamada Lemo21(DE3) (New England Biolabs). En esta cepa, existe un
pldsmido que codifica para la lisozima T7 bajo el control del promotor titulable de L-ramnosa.
De esta forma, a mayores niveles de ramnosa, se produce una mayor cantidad de lisozima T7,
la que al inhibir la polimerasa T7 produce una menor transcripcion y expresién del gen de
interés (63). Mediante el uso de esta cepa se pudo controlar de forma precisa los niveles de

expresion de 2 proteinas blanco y evitar la saturacién de la maquinaria de translocacidn (59).

Es importante notar también que si se trabaja con una IMP eucariota, hay que considerar las
modificaciones post-traduccionales que en muchos casos pueden ser necesarias para su
estabilidad y el correcto plegamiento (74). Ademads, la tasa de elongacion de la cadena
polipetidica es entre 4 a 10 veces mas rapida en procariotas comparado con eucariotas. Esto
puede llevar a la exposicidn de regiones hidrofébicas y agregacion de la proteina por lo que
cuando se trabaja con IMPs es recomendable utilizar promotores de baja tasa de transcripcién,

en plasmidos con bajo nimero de copias y trabajar a bajas temperaturas de induccién (70, 75).

1.5 Condiciones de cultivo
Una estrategia comun para la expresion de una PR en forma soluble es la de evaluar diferentes

condiciones de cultivo como temperatura y tiempo de induccion y la composicion del medio de

cultivo.
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Se ha encontrado frecuentemente que bajar la temperatura de induccién (16-25°C), puede
aumentar el rendimiento final de la proteina recombinante, debido a como se menciond con
anterioridad, una disminucién en las tasas de traduccidon (76). Sin embargo, bajar la
temperatura también puede disminuir la biomasa final, por lo que si la proteina se expresa con

buenos rendimientos, es conveniente realizar la expresién a 37°C.

Varios medios de diferente composicién han sido utilizados y comparados para la expresion de
PRs: LB (Luria Bertani), 2YT, TB (Terrific Broth), SB (Super Broth) y autoinduccién. Dentro de
éstos, el medio de autoinduccién desarrollado por Studier (77), ha sido utilizado con gran éxito
en la produccién de PRs en un amplio rango de escalas. Este medio permite la obtencién de
altas densidades bacterianas sin la necesidad de monitorear el crecimiento celular. Ademas,
debido a la presencia de glucosa en su composicidn, presenta un control mas ajustado de la
expresion basal. Estas caracteristicas permitieron su facil adaptacion a placas de 96 y 24
pocillos para experimentos de tipo HTS (77-79). Finalmente existe una version modificada del
medio de autoinduccidon adaptada para sistemas de expresién basados en el promotor Pgpp

(77).

Por otro lado, la adicién de diferentes aditivos al medio de cultivo puede también tener un
efecto en la solubilidad de las PRs, como fue mostrado recientemente con proteinas
expresadas en el periplasma de E. coli (80). En este trabajo se realizé la expresiéon de un
mutante inestable, Im7-122V, como parte de una fusidn tripartita con el gen reportero de la B-
lactamasa. De esta manera si la proteina permanece inestable, provoca una disminucion en la
actividad del reportero, mientras si se logra estabilizar, la actividad se incrementa. Luego de
evaluar varios osmolitos en el medio de cultivo, encontraron que la actividad pudo
incrementarse de forma dosis-dependiente (hasta 207 veces al adicionar glicerol 2M)

mostrando su potencial utilidad en las formulaciones de los medios de cultivo (80).

1.6 Proteinas de Fusion o “tags”.
Las proteinas de fusion (y también péptidos o “tags”), han sido ampliamente utilizadas para

resolver dos obstaculos mayores en el campo de las PRs como son, aumentar la solubilidad y
facilitar la purificacion de la proteina blanco. Estas fusiones y/o “tags”, pueden ser separados
en 3 categorias principales: i) Tags de afinidad, ii) proteinas potenciadoras de la solubilidad y
iii) Fusiones de doble propdsito (purificacion y mayor solubilidad). Los tags de afinidad, son
generalmente cortos y pueden localizarse tanto en el extremo amino terminal como carboxilo
terminal. Estos son reconocidos por diferentes matrices de cromatografia permitiendo la

purificacién de la proteina blanco. Las proteinas potenciadoras de la solubilidad son proteinas
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extremadamente solubles, que pueden ser termoestables presentar actividad chaperona y son
usualmente utilizadas como fusiones N-terminal mejorando el plegamiento y solubilidad de la

proteina blanco (2, 3).

1.6.1 Tags de afinidad
Dentro de los tags de afinidad el mas utilizado es el HisTag, formado usualmente por 6

residuos de histidina en tdandem (0.84 kDa). Este tag interacciona de manera reversible con
iones metalicos como ser Ni o Co (y otros metales de transicidon), que se encuentran
inmovilizados en una matriz capaz de coordinarlos (resinas Sepharose 6, GE; o resinas Talon,
Clontech)(81). Las purificaciones a través del HisTag se conocen como IMAC (del inglés,
Immobilized Metal ion Affinity Chromatography). Luego de la interaccidn, las proteinas unidas
pueden ser eluidas utilizando un competidor como el imidazol, bajando el pH o utilizando un
agente quelante como el EDTA. Una de las ventajas del HisTag es que no es necesaria una
estructura terciaria determinada para la coordinacidon del metal, posibilitando la purificacion
incluso en condiciones desnaturalizantes (82, 83). Como desventaja, se ha encontrado que
para aquellas proteinas de baja expresidn fusionadas a un HisTag, el aumento del volumen de
cultivo no siempre se correlaciona con un aumento en la recuperacidn de producto. Esto se
debe a que el aumento de la biomasa lleva a un incremento de agentes quelantes presentes en
el periplasma de E. coli que disminuyen la capacidad de unidn de las resinas de purificacidn
(84). Este efecto puede reducirse al remover el material peripldsmico antes de la lisis celular.
Ademas de esto se debe tener en cuenta la presencia de varias proteinas nativas de E. coli
(como ArnA, SlyD y GImS) que pueden unirse a las resinas de purificacion por IMAC,
especialmente cuando se trabaja con proteinas blanco que se expresan en bajos rendimientos
(85). En este sentido, se han desarrollado cepas de E. coli que son mutantes en estas proteinas
(NiCo21, New England Biolabs), disminuyendo los contaminantes que co-purifican con la

proteina de interés (86, 87).

Otro tag de afinidad muy utilizado es el StrepTag I, que estd formado por 8 residuos
(WSHPQFEK) y es reconocido de manera reversible por una version modificada de la
estreptavidina (Strep-Tactin) (88). La eluciéon se realiza con un competidor como la biotina o
preferentemente la destiobiotina. Si bien la capacidad de unién por mililitro de resina es
menor comparado con resinas para IMAC, presenta mayor especificidad por lo que es una muy
buena opcidn a tener en cuenta cuando se trabaja con proteinas que se expresan en bajos

rendimientos (88, 89).
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1.6.2 Proteinas potenciadoras de la solubilidad
La fusion de PRs con proteinas potenciadoras de la solubilidad, ha permitido en muchos casos

la expresion soluble de proteinas que de otra forma se expresaban insolubles. Ademas, en
muchos casos, tras separar a la proteina blanco de la fusion mediante corte proteolitico, la
misma permanecia en estado soluble y homogéneo, demostrando el potencial de esta
aproximacién (67, 78, 90-92). Dentro de las proteinas de fusién mas utilizadas para la
expresion soluble de PRs encontramos la proteina MBP (del inglés, maltose-binding protein),
GST (glutatidn-S-transferasa), Trx (tioredoxina A), DsbC (disulfuro isomerasa C), SUMO (del
inglés, small ubiquitin-like modifier protein) y NusA (del inglés, N-utilization substance A).
Ademas, las proteinas MBP y GST pueden también ser utilizadas como tags de afinidad
funcionando asi como fusiones doble propdsito. MBP es una proteina peripldsmica de E. coli
de 42 kDa que se une fuertemente a resinas de amilosa, eluyendo por competicion con
maltosa libre (93). MBP es una de las proteinas de fusién mas populares siendo utilizada como
fusion tanto N- como C- terminal, derivando en el correcto plegamiento y aumento de
solubilidad de muchas proteinas eucariotas (94-96). Ademas, si el péptido lider natural de MBP
se mantiene en la construccidn, la fusidn es dirigida al periplasma de E. coli. La proteina GST de
Schistosoma japonicum de 26 kDa, puede unir resinas con glutatién, y la elusién se logra tras la
aplicacion de glutation reducido (97). A pesar de que GST es ampliamente utilizada, ha
demostrado ser un solubilizador pobre, donde frecuentemente luego del corte proteolitico, la
proteina blanco tiende a precipitar (78, 90, 94). Sin embargo en algunos casos permitié la
solubilizacion de la proteina blanco y el método de purificacién por GST todavia aparece como

una opcidén atractiva por su alta especificidad.

Otra proteina de fusién es la oxidoreductasa Trx de E. coli de 11.6 kDa, una proteina
termoestable (T,,: 85°C) y extremadamente soluble cuando es expresada en E. coli, alcanzando
hasta un 40% de las proteinas totales (98). La fusién con Trx ha mejorado el plegamiento y
estabilidad de algunas proteinas blanco (99-101). También la isomerasa de puentes disulfuro
DsbC de E. coli de 25 kDa, ha sido utilizada con éxito para el correcto plegamiento de proteinas
con varios enlaces S-S como se menciond con anterioridad (58, 67, 102). Esta proteina muestra
actividades de isomerasa de S-S y chaperona. SUMO es otra proteina de fusion de 11.2 kDa de
origen eucariota (levadura), cuando es utilizada como fusiéon N-terminal durante la expresion
procariota puede promover el correcto plegado y aumentar la solubilidad de la proteina blanco
(103-105). Ademas las fusiones con SUMO pueden ser cortadas por la proteasa especifica

Ulp1, que reconoce elementos de la estructura terciaria y un motivo Gly-Gly en el extremo C-
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terminal de SUMO, dejando un amino terminal nativo en la proteina blanco, excepto por

prolina (104).

Finalmente, el factor de elongacién de transcripcidn y antiterminaciéon de E. coli, NusA (55
kDa), también ha mostrado ser un buen potenciador de la solubilidad para varias PRs (106). En
un estudio comparativo usando varios blancos proclives a la agregacion, las propiedades

solubilizadoras de NusA fueron comparables a las de MBP (107).

Debido a que las proteinas de fusidn Trx, DsbC, Sumo y NusA no facilitan la purificacién, son
generalmente utilizadas en combinacion con tags de afinidad como HisTag o StrepTag Il. Por
otro lado, no existe al dia de hoy una fusiéon que sirva para todas las PRs, por lo que varias
fusiones diferentes deben evaluarse para aumentar las probabilidades de éxito en la expresidn

soluble de una PR.

Por ultimo, estas proteinas de fusidon o potenciadores de solubilidad, no sélo han sido utiles
para propdsitos de expresidn/purificacion, sino también para la obtenciéon de estructuras
cristalograficas cuando estaban fusionadas a proteinas blanco. Entre las proteinas de fusion
que han sido utilizadas para cristalizar proteinas blanco encontramos a MBP, GST, Trx y GFP

(108-111).

1.6.3 Corte proteolitico de la fusién o tag
Todos los tags de fusién pueden interferir con posteriores estudios estructurales y funcionales

de la proteina de interés. Generalmente, luego de la purificacion de la fusion completa, el tag
es eliminado con una endoproteasa que corta en una secuencia especifica situada entre el tag

y la proteina blanco.

Existen varias endoproteasas disponibles para el corte proteolitico como ser enteroquinasa,
factor Xa y trombina, pero la mas utilizada es la proteasa del virus del tabaco (TEV) debido a
gue posee varias ventajas. Entre ellas podemos destacar su especificidad (reconoce el sitio
ENLYFQ'G), el corte puede realizarse a°€ y es producida con altos rendimientos en E. coli
(112). Ademas, si bien su maxima actividad se da en condiciones reductoras (tipicamente 1
mM DTT), el corte todavia ocurre en ausencia de reductor, lo que puede ser importante si se

trabaja con proteinas con S-S (113).

1.7 Evaluacion de la expresion en forma HTS
Cuando se trabaja con una proteina dificil de expresar, la evaluacién de las variables

mencionadas anteriormente (temperatura, promotor, proteinas de fusién, etc) puede ser

esencial para la obtencién de la proteina de interés en forma soluble. Esto lleva a que deban
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evaluarse cientos de condiciones diferentes. Actualmente es posible lograr dicha evaluacién en
tiempo y costos razonables mediante el cribado de alto rendimiento o HTS. La generacién de
estaciones robéticas para el pipeteo (“liquid handling workstations”), permitieron trasladar los
avances de automatizacién al laboratorio. Las metodologias de HTS combinan Ia
automatizacidén con la miniaturizacién, permitiendo la evaluacién automatica de miles de
condiciones, en una escala de tiempo de semanas o incluso dias. La implementacién de este
tipo de tecnologias ha permitido encontrar la combinacidon éptima de vector, cepa, condicién
de cultivo o condicidn de renaturalizacién requerida para el correcto plegamiento de
diferentes PRs (114-117). Con el desarrollo de pipetas multicanal mas sofisticadas, también es
posible evaluar muchas condiciones pero de manera manual, pudiendo implementarse en

laboratorios con menor equipamiento.

En este tipo de protocolos, las bacterias de E. coli son cultivadas en placas de 24 pocillos
conteniendo 4 ml de medio como ser autoinduccidon o TB para una maxima obtencién de
biomasa (2). Luego de la induccidn, la lisis celular puede realizarse con tampones comerciales
como ser PopCulture™ (Novagen) o FastBreak™ (Promega) (118, 119) o mediante la adicién de
lisozima, magnesio y DNAsal combinado con un ciclo de congelado descongelado (5). Los
sobrenadantes obtenidos por centrifugacién o los extractos totales son purificados
directamente en placas de 96 pocillos por ejemplo conteniendo bolillas cargadas con niquel
para realizar una purificacion por IMAC (81, 115, 120). Luego de la elucion de la proteina con
imidazol y mediante centrifugacidn o aplicacidn de vacio, se puede evaluar la expresién de las
diferentes condiciones utilizando geles de 96 pocillos como ser E-PAGE™96 system (Invitrogen)
(5, 118, 119). De esta manera y utilizando materiales relativamente simples es posible tener la

capacidad de evaluar un nimero importante de condiciones de expresion.

1.8 Renaturalizacion de cuerpos de inclusion
Frecuentemente las PRs se acumulan como agregados insolubles en el citoplasma de E. coli

conocidos como cuerpos de inclusion (Cl). Si bien puede parecer muy inconveniente, la
formacién de Cl presenta algunas ventajas. Cuando las proteinas se expresan como Cl, lo
hacen con altos rendimientos y alta homogeneidad en composicién donde en algunos casos la
proteina recombinante puede representar mds del 90% de las proteinas totales en esta
fraccion, facilitando la purificacion de la proteina luego de su solubilizacién (121). Las
condiciones para la renaturalizacién de la proteina recombinante, incluyen la evaluacién de
varios pardmetros incluyendo pH, fuerza idnica, temperatura, adicién de compuestos de bajo
peso molecular, entre otros. En este sentido, varias aproximaciones se han utilizado que

incluyen formatos en placas de 96 pocillos, para facilitar la optimizacion de las condiciones de
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plegado de manera “HTS” (116, 122).También existen diferentes métodos para el proceso de
renaturalizacion como ser dilucidn, didlisis y plegado en columna lo que puede tener efectos

diversos en el plegamiento de la proteina recombinante (82, 116, 123).

Si bien lo habitual es intentar expresar la proteina en forma soluble, existe otra estrategia en
donde se fusiona un péptido para reducir la solubilidad de la proteina blanco y dirigirla a Cl.
Esto puede ser util por ejemplo cuando la proteina de interés es toxica para la bacteria en su
estado soluble. Un ejemplo concreto de proteina de fusidén para este propdsito, es el de una
versiéon mutante de la autoproteasa del virus de la fiebre clasica porcina Npro, llamada EDDIE.
Cuando ésta se encuentra fusionada al extremo amino terminal de la proteina recombinante,
puede reducir su solubilidad favoreciendo la formacion de Cl. Al cambiar de condiciones
caotrdpicas a cosmotroépicas, la proteasa se vuelve activa cortando la fusion y liberando de

esta manera la proteina recombinante con el extremo amino terminal nativo (124, 125).

Por ultimo, la percepcién de la naturaleza de los Cl, ha cambiado dramdticamente en los
Ultimos afios. Usualmente se asumia que los Cl estaban formados por agregados inertes
compuestos por proteinas parcial o totalmente desplegadas, en lugar de moléculas con un
plegado nativo y maduro. Sin embargo, en las Ultimas décadas, se concluyd en varios casos que
los Cl podian estar constituidos por proteinas activas (126-129). Esto abrié la posibilidad de
utilizar los Cl directamente, sin realizar la renaturalizacién, en aquellas aplicaciones donde la
agregacion de la proteina no es un impedimento. De esta manera se facilita en gran medida la

produccién/purificacion, reduciendo enormemente los costos (130-132).

1.9 Evolucidn dirigida para la expresion soluble de PR
A pesar de la evaluacidn de gran cantidad de condiciones de expresion para las PRs, muchas

veces no es posible encontrar la condicidn en donde la proteina blanco se exprese de manera
soluble y homogénea. En estas situaciones, en lugar de explorar mas condiciones de expresion,
puede ser mas eficiente cambiar las caracteristicas bioquimicas de la proteina, mediante
mutaciones y/o deleciones en la secuencia nucleotidica, para mejorar su
solubilidad/estabilidad. Cuando se dispone de informacion estructural (por ejemplo de una
proteina muy relacionada o cercana evolutivamente), estas modificaciones pueden lograrse de
forma racional mediante mutagénesis dirigida (133). Desafortunadamente, en la mayoria de
los blancos interesantes, esta informacion estructural no esta disponible, viéndose limitado el
uso de un disefio racional. En este escenario, una alternativa posible es la de realizar evolucion
dirigida. Esta aproximacion estd basada en un proceso iterativo que consiste en un primer paso

de diversificacion seguido de un paso de seleccién de los mutantes que presentan mejoras en
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el fenotipo deseado. El paso de diversificacidn, se logra usualmente mediante mutaciones
aleatorias (PCR proclive al error, mutagénesis quimica, uso de cepas de E. coli con altas tasas
de mutacidn) y/o recombinacién in vitro (“DNA shuffling”) (134), generdndose una libreria de
mutantes. Luego del paso de diversificacion, se deben seleccionar esos pocos mutantes que
presentan en este caso una mejora en la solubilidad/estabilidad, entre los millones de
mutantes fatiles. Esta seleccidn se logra al analizar la actividad de una proteina reportera, que
estd asociada a la solubilidad de la proteina blanco, o si es posible la actividad de la proteina

blanco (135).

Un reportero del plegamiento que ha sido utilizado con éxito para lograr la evolucidn de
variantes activas y solubles es la proteina GFP (136, 137). En este sistema la proteina blanco es
expresada como fusién N-terminal con GFP, acoplando de esta forma la fluorescencia de las
células de E. coli con el plegamiento productivo de la proteina fusionada (136). El aislamiento
de las células mas brillantes en busca de las mutaciones en el blanco que lo hacen mas soluble,
se puede realizar por andlisis de colonias o separacion de células por fluorescencia activada en
un citémetro de flujo (FACS, del inglés, fluorescence-activated cell sorting). Este sistema se
logré optimizar, luego del disefio de una forma partida de GFP (Split-GFP), auto
complementaria (138), derivada de una variante excepcionalmente estable de GFP conocida
como “superfolder GFP” (139). En este sistema, la proteina blanco es incorporada como una
fusion N-terminal con un fragmento de GFP, GFP11 (residuos 215-230), mientras que el resto
de GFP, GFP1-10 (residuos 1-214) es co-expresado desde otro vector. Por lo tanto si la proteina
es expresada de forma soluble, el fragmento GFP11 puede interaccionar con GFP1-10, llevando

al desarrollo de fluorescencia (138).

Otra aproximacion, es la de expresar la proteina blanco como fusion N-terminal con un
marcador de seleccion como por ejemplo cloranfenicol acteiltransferasa (CAT; 25 kDa). Se
observd que cuando la proteina de fusidon es expresada de forma soluble, la bacteria es
resistente a mayores concentraciones de cloranfenicol que cuando se expresa de manera
insoluble (140). Utilizando este método fue posible aislar variantes mas solubles de la proteina

humana citocromo P450(141).

Mas recientemente, otro marcador de seleccidn fue utilizado en forma partida, como para el
caso de GFP, acopldndose la estabilidad de la proteina blanco con la resistencia a un
antibidtico in vivo. La proteina se insertd como parte de una fusion tripartita entre los residuos

196-197 del gen de la TEM1-B-lactamasa (22). Cuando la proteina blanco se expresa de forma
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soluble, los 2 dominios de la B lactamasa pueden interaccionar, confiriendo resistencia a

antibidticos B lactamicos (22).

Finalmente, otro método desarrollado para la seleccion de mutantes solubles es el
denominado “colony filtration blot” (CoFi-blot) (142, 143). Este método esta basado en que las
proteinas solubles pueden ser separadas de los Cl mediante filtracién a nivel de la colonia.
Luego de transformar las bacterias con la libreria de mutantes, las colonias son transferidas a
una membrana filtrante, donde la expresién es inducida y las células lisadas. Las proteinas
solubles pueden entonces, difundir a través del filtro y unirse a una membrana de

nitrocelulosa para su deteccion mediante por ejemplo un anticuerpo anti-His (142, 143).

Asi como en HTS usualmente muchas condiciones de expresién son evaluadas para la misma
proteina, en evolucidn dirigida, una libreria de mutantes es generada de forma aleatoria y
analizada para la solubilizacion de la proteina blanco. Los puntos claves en esta estrategia son
la diversificacion de la libreria y el método de seleccién empleado para encontrar aquellos

mutantes que presentan mayor solubilidad.

1.10 Caracterizacion proteica
La obtencién de la proteina recombinante en forma soluble, no asegura su correcto

plegamiento. Por ejemplo, muchas veces si bien la proteina de interés se obtiene en forma
soluble, se encuentra formando agregados de alto peso molecular, lo que es indicativo de
regiones mal plegadas. Por esta razon es recomendable un Ultimo paso de purificacion
mediante cromatografia de exclusion molecular (SEC, del inglés size exclusion
chromatography), no solo para eliminar algunas impurezas sino también para determinar el
estado oligomérico de la proteina. Este paso también puede realizarse a nivel analitico y en
forma HTS, utilizando cantidades en el orden de los microgramos, mientras aun se esta
evaluando las diferentes condiciones de expresidn. Mediante el acoplamiento de placas de 96
pocillos conteniendo bolillas para la purificacion de proteinas por IMAC (HisMultiTrap FF 96-
well plates; GE Healthcare), con minicolumnas de SEC analiticas (SuperdexTM 5/150 GL; GE
Healthcare) y el uso de un “autosampler”, el proceso se puede realizar de manera totalmente

automatica (79, 144, 145).

Si bien se han obtenido importantes avances, en el campo de la produccién de PRs, adn no se
ha logrado generar un protocolo universal, por lo que frecuentemente es necesario realizar
una extensa optimizacién de las condiciones de expresidn. El continuo avance de nuevas
metodologias para la expresidn de PRs, es un factor clave en vias de aumentar las

probabilidades de éxito en la obtencién de un producto soluble y homogéneo.
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2. Generacion de proteinas de union

2.1 Generalidades
Numerosas aplicaciones en el drea de las PRs necesitan de la generacién de la proteina blanco

para su uso como proteinas de unién o “binders”. Las proteinas de unién a su vez, pueden ser
utilizadas para la purificacién de otras moléculas, generacidon de inhibidores intracelulares,
cristalizaciéon de proteinas blanco, reactivos para entender procesos bioldgicos complejos y/o

aplicaciones clinicas diversas.

Actualmente, los AcMo son las moléculas de union mas utilizadas en el area clinica, existiendo
mas de 25 AcMo aprobados y comercializados para el tratamiento de diversas enfermedades
en Europa y USA. Sus aplicaciones terapéuticas incluyen el tratamiento exitoso de diferentes
tipos de tumores, enfermedades cardiovasculares, autoinmunes e infecciosas, asi como
también el control de rechazo de trasplantes de d6rganos entre otras (9). Estas proteinas
pueden presentar una alta afinidad y especificidad contra su blanco ademas de poder ejercer
funciones efectoras como ser citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC) y la
citotoxicidad dependiente de complemento (CDC). Sin embargo, debido a que son moléculas
grandes (>150 kDa), tienen poca penetracion en tumores solidos por lo que sélo un pequefio
porcentaje de la dosis administrada localiza en el tumor en estos casos, disminuyendo asi su
citotoxicidad (146). Si bien se han desarrollado AcMo conjugados a toxinas para aumentar su
efectividad terapéutica, estos también poseen complejos patrones de glicosilacion asi como
varios puentes disulfuro, debiendo ser producidos en células de mamifero y aumentando los
costos de produccion (147). Ademas, en ciertas aplicaciones, como imagenologia in vivo, las
funciones efectoras de los AcMo pueden llevar a efectos no deseados, y su larga vida media en

suero afecta negativamente el contraste ruido/sefial (148).

Sin embargo, no todos los sistemas inmunes poseen moléculas con plegado tipo Ig como base
para el reconocimiento de moléculas o antigenos. Por ejemplo, la Lamprea marina
(Petromyzon marinus), evolucioné un sistema inmune adaptativo que esta basado en proteinas
con motivos ricos en leucina (149). Ademas, muchas proteinas que no necesariamente estan
involucradas en la inmunidad adaptativa, pueden mediar interacciones de alta especificidad y
afinidad. Por lo tanto, la exploracidon de nuevos plegamientos proteicos o “scaffolds”, para su
modificacién y posterior uso como nuevas proteinas de unién es una aproximacién valida en

este contexto (150, 151).
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En este sentido, en la Ultima década, se han generado nuevas proteinas de unién mediante el
uso de la ingenieria genética y evolucion dirigida, para ser aplicadas en el area basica y
también dareas aplicadas de la biotecnologia y la medicina (6, 152). Estas moléculas no
necesariamente estan basadas en el plegamiento tipo inmunoglobulina (Ig) y poseen
mutaciones en su estructura que le permiten generar una superficie de unidén capaz de
reconocer, al igual que en el caso de los AcMo, un blanco especifico. Estas nuevas proteinas de
unién presentan ventajas como ser: pequeiio tamafio (6-20 kDa), ausencia de modificaciones
post-traduccionales, estabilidad térmica y produccidn en altos rendimientos en E. coli,

disminuyendo sustancialmente los costos de produccidn (6, 153).

Para la generacion de una proteina de unién, es necesario generar bibliotecas combinatoriales,
donde se mutan sitios especificos de la superficie de la proteina de forma aleatoria. Esto se
logra a nivel del ADN, al mutar aleatoriamente posiciones seleccionadas usando ya sea
codones degenerados o trinucledtidos (154). De esta manera, se genera una libreria
conteniendo billones de moléculas diferentes con regiones constantes y regiones variables
bien definidas, generdandose asi proteinas con superficies de uniéon contra practicamente
cualquier molécula (155). Posteriormente, se debe aplicar un método de seleccién que permita
aislar los escasos clones positivos que reconocen la proteina blanco entre los billones de clones
fatiles manteniendo a la vez unido el fenotipo (proteina), con el genotipo (ADN
correspondiente). El proceso de seleccidén, puede ser dividido en 3 pasos: diversificacion,
seleccion y amplificacién. Esto incluye la expresion de una libreria proteica o peptidica;
enfrentamiento de las moléculas de unién con la molécula blanco y sucesivos lavados;

amplificacion de las moléculas seleccionadas e identificacién de los clones positivos.

2.2 Diferentes “scaffolds” para la generacion de proteinas de union y sus
aplicaciones.
Varios plegamientos proteicos han sido seleccionados para ser utilizados como binders para

diversas proteinas blanco. Las estructuras de estos scaffolds, han sido optimizadas para que
sean mas robustos, tengan mayor estabilidad termodindmica y mayor rendimiento en su
expresion. La optimizaciéon del scaffold es llevada a cabo normalmente por la introduccion de
mutaciones puntuales, donde se mutan determinados aminodcidos mediante un “disefo
consenso”(156). El mismo, se basa en que los residuos mds conservados, corresponden a los
residuos funcionalmente importantes como resultado de una diversificacion y seleccion
durante el proceso evolutivo de la proteina. Estos residuos conservados son necesarios para el

mantenimiento y proceso de plegamiento de la proteina y evitan la agregaciéon de la misma.
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Por lo tanto el reemplazo de un residuo por su correspondiente residuo consenso, mejoraria la
estabilidad y/o la eficiencia de plegamiento del scaffold, haciéndolo mas resistente a la

introduccion de mutaciones aleatorias en otros sitios (157).

Mas de 50 scaffolds diferentes han sido propuestos en los Ultimos 20 afos (152) entre los que
destacamos a los Affibodies (158), DARPins (159), Anticalinas (160), Dominios Kunitz (161),
Nanobodies (162) y Afitinas (11) (Figura 1).

Anticalina

Afitina

Kunitz

Figura 1. Estructura de los scaffolds mencionados. Se muestran las estructuras cristalograficas para Affibody (PDB:
3MZW), DARPin (PDB: 1SVX), Anticalina (PDB: 3DSZ), Afitina (PDB: 1AZP) y dominio Kunitz (PDB: 2KNT). Las esferas
color salmén representan los sitios mutados aleatoreamente para formar las superficies de union.
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2.2.1 Affibodies
Los affibodies (del inglés Affibody) son proteinas derivadas del dominio B de la region de union

a inmunoglobulinas de la proteina A de Staphylococcus aureus. El dominio B fue modificado
mediante mutaciones puntuales dando el dominio Z que presenta mayor estabilidad quimica,
siendo ésta la base para la generaciéon de los affibodies. Los affibodies estan formados por un
Unico dominio de 58 residuos (6.5 kDa) con tres a-hélices, no contienen cisteinas y pueden ser
producidos en E. coli con altos rendimientos (158). Las superficies de unidn son generadas al
mutar de forma aleatoria 13 posiciones ubicadas en las a-hélices 1y 2, que correspondian a la
superficie de unién para el Fc de anticuerpos (163) obteniéndose afinidades en el orden

picomolar (164).

Una aplicacidon de las moléculas de unidn es la de imagen in vivo o radioinmunodiagndstico
(RID) y radioinmunoterapia (RIT). En este sentido, el uso de anticuerpos acoplados a
radionucleidos presenta algunas desventajas como se menciond con anterioridad. En estudios
en ratones, los affibodies han mostrado tener una alta penetrancia en tumores sélidos y una
rapida biodistribucion y eliminaciéon (165). Ademas, debido a su pequefio tamafio, los
affibodies han sido producidos mediante sintesis quimica de péptidos lo que permite la
incorporacion sitio especifica de varios grupos quimicos como sondas fluorescentes o grupos
quelantes para la union de atomos metalicos radioactivos en un Unico proceso (166). En este
sentido, un affibody dirigido contra el marcador tumoral, el receptor tirosina-quinasa del
factor epidérmico de crecimiento 2 (HER2), fue sintetizado quimicamente donde se le acopld
el agente quelante DOTA al amino terminal (dando el afibody ABY-002). Este fue eficazmente

marcado con

I, e inyectado en ratones, mostrando un eficiente y especifico pegado en los
tumores de ovario SCOV-3. De esta manera fue posible visualizar los tumores que
sobreexpresaban HER2, 1 hora luego de la inyeccion (167). Estudios clinicos fueron realizados
demostrandose que ABY-002 también reconoce HER2 en humanos por lo que podria ser

utilizado en RID en el futuro (168).

Ademads, los affibodies han sido utilizados en otras areas biotecnolégicas como la
cromatografia de afinidad con propédsitos de purificacién de proteinas, al unir especificamente
varios blancos (169-171). Asimismo, moléculas de affibodies han sido fusionadas a diferentes
enzimas como la PB-galactosidasa, o la peroxidasa de rabano, permitiendo la deteccidon
colorimétrica de la proteina blanco a la que unen (172, 173). Finalmente un affibody que
bloquea la DNA polimerasa, inhibiéndola a temperatura ambiente es utilizado y comercializado
como “Hot start PCR reagent” (Phusion Hot Start Il High Fidelity DNA Polymerase, Thermo

Scientific) (Figura 1).
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2.2.2 DARPins
Las DARPins (del inglés designed ankyrin repeat) son proteinas termoestables (Tm>85 C),

basadas en un médulo de motivos repetidos de anquirina (AR) de 33 residuos con 7 posiciones
aleatorias. Poseen una estructura con una vuelta B seguida por dos a-hélices antiparalelas y
continuadas por un loop que conecta con la vuelta B del siguiente dominio. Usualmente las
DARPins contienen 3 maédulos variables introducidos entre dos mddulos conservados que
funcionan como tapas N y C-terminales sellando el nucleo hidrofébico (166 residuos totales, 21
posiciones aleatorias) (174). Mediante el uso de este scaffold se han podido seleccionar
proteinas de unién contra una diversa gama de blancos alcanzandose afinidades del orden
picomolar (175, 176). Las DARPins han sido evolucionadas para unir proteasas, quinasas y
proteinas de membrana. También han sido marcadas radioactivamente con éxito, conjugadas
con toxinas o fusionadas con citoquinas o proteinas citotéxicas (153). El programa mas
avanzado de estas moléculas en el area clinica corresponde a un inhibidor potente del factor
de crecimiento vascular endotelial A (VEGF-A) (IC50<10pM), actualmente en fase clinica 1/1l
(MP0112). Estudios con pacientes que sufrian de edema diabético macular, mostraron que

esta molécula es segura y bien tolerada como inyeccién intravitreal (177).

Recientemente, se logré también redirigir particulas de adenovirus del serotipo 5 a células que
expresan diferentes marcadores tumorales utilizando DARPins bi-especificas (fusién de 2
DARPins con especificidad a 2 blancos diferentes o sitios diferentes) (178). En este disefio, una
de las DARPins (1D3) reconoce la fibra “knob” del adenovirus mientras que la otra DARPin
puede reconocer alguno de los diferentes marcadores tumorales pudiendo dirigir dichas

particulas hacia diferentes tipos celulares de manera especifica (178).

Por otro lado, una nueva generacion de DARPins fue disefiada recientemente conocida como
loopDARPins. Estas, contienen un loop extendido de 19 residuos (con 10 posiciones aleatorias)
en el giro B que protruye en uno de los AR (176). Lo sorprendente de este nuevo disefio, es
que se logrd obtener mediante una Unica ronda de ribosome display, proteinas de unién con
afinidades de hasta 30 pM contra diferentes miembros de la familia de reguladores
antiapoptoéticos BCL-2 (BCL-2, BCL-XL, BCL-W y MCL-1). Ademds en algunos casos las proteinas
de unidn aisladas no presentaron reconocimiento cruzado entre los diferentes miembros de la
familia a pesar de que presentan una alta homologia estructural (176). Por ultimo, este loop
podria estar dirigiendo en parte, la unidn de las loopDARPins hacia estructuras tipo bolsillo o
profundas como es el de muchos sitios activos, ya que todos los loopDARPins seleccionados en
este trabajo unen en o cerca del bolsillo de interaccién de los distintos miembros de la familia

BCL-2 (176).
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2.2.3 Anticalinas
Las anticalinas (160-180 residuos), son derivadas de las lipocalinas y constituyen una familia de

proteinas presentes en humanos insectos y otros organismos. Estan formadas por un barril B
con 8 hebras antiparalelas unidas a través de 4 loops estructuralmente variables que unen
naturalmente ligandos pequefios (179). Utilizando este “scaffold” se han podido obtener
proteinas de unién con alta especificidad y afinidad tanto para compuestos pequefios como
haptenos asi como también proteinas al mutar de forma aleatoria 16-24 aminodacidos en los
loops de interaccién natural (148, 160, 179). Estas proteinas son producidas eficientemente en
E. coli y levaduras, y varias anticalinas fueron seleccionadas contra blancos terapéuticos. Un
ejemplo es la anticalina PRS-050 (Pieris) que reconoce con afinidades en el orden nanomolar al
VEGF-A. Esta anticalina esta actualmente en fase | de estudios clinicos con pacientes con
tumores sdélidos avanzados, mostrando ser bien tolerada (180). En estos estudios, la anticalina
fue fusionada a una molécula de 40 kDa de polietinolglicol (PEG) para aumentar su vida media
plasmatica en hasta 6 dias (180). En otro trabajo, se generd una anticalina capaz de unir
radionucleidos en complejo con el agente quelante, acido dietilenetriamina pentaacético
(DTPA). Esta anticalina une al DTPA acomplejado con isotopos de uso comun en RIT y RID como
ser iones lantanidos Y** (aplicado en radioterapia o tomografia de emisién de positrones) Tb*"
(luminiscencia de lantanidos), Gd** (Util en imagen por resonancia magnética) y Lu*'
(aplicaciones tanto en radioterapia como imagenologia) (181). Por lo tanto, la misma puede
ser una herramienta muy util al fusionarla con otra molécula que dirija el complejo anticalina-

Me-DTPA a por ejemplo células tumorales (148).

2.2.4 Dominios kunitz
Los dominios Kunitz, son inhibidores reversibles de serina proteasas tipicamente de origen

humano, contienen 58 residuos, 3 puentes disulfuro y 3 loops que pueden ser mutados sin
desestabilizar su estructura. Al randomizar 9 posiciones en sus loops se lograron seleccionar
mediante “phage display” inhibidores potentes de la calicreina plasmatica humana alcanzando
una constante de inhibicién de 15 pM (161). La calicreina es una serina proteasa plasmatica,
que juega roles importantes en la inflamacién y coagulacidn. También estd involucrada en
enfermedades como el angioedema hereditario, debido a una deficiencia genética en el
inhibidor Cl-esterasa, que inhibe a la calicreina y el factor de coagulacién Xlla (182). La droga
Ecallantide (DX-88), es un derivado de dominios Kunitz y surge como un inhibidor de alta
afinidad para la calicreina in vivo (182). Este es el primer scaffold en alcanzar el mercado al ser
aprobado para el tratamiento del angioedema hereditario en diciembre de 2009, y es

comercializado actualmente por Dyax bajo el nombre de Kalibitor® (6, 153).
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2.2.5 Nanobodies
Los camélidos, ademas de producir AcMo en un formato tipico (2 cadenas pesadas + 2 cadenas

livianas), producen un formato atipico que posee sdlo las cadenas pesadas y ademas carecen
del dominio CH1. El dominio variable de reconocimiento antigénico proveniente de estas
cadenas pesadas es llamado VHH (162). El sitio de unidn al antigeno estaria formado en este
caso por sdélo 3 loops hipervariables (H1, H2 y H3), donde el loop H3 es en promedio mas largo
que el de los anticuerpos convencionales. Esto puede llevar a una preferencia de unién hacia
estructuras tipo bolsillo o superficies cdncavas en las proteinas como ser sitios activos, como
fue demostrado con diferentes complejos VHH-lisozima (10). El dominio VHH puede
expresarse sin las regiones constantes y se conoce como nanobody. Estos son termoestables
(60-80°C) y pueden ser producidos con altos rendimientos en el periplasma de E. coli (183). La
estructura de los nanobodies, consiste en el tipico plegamiento Ig, con una hoja B de 4 hebras
y otra hoja B de 5 hebras conectadas por loops y un puente disulfuro (Cys23-Cys94)

empaquetado contra un triptéfano conservado (162).

Los nanobodies son generalmente obtenidos luego de inmunizar un camélido, seguido del
clonado del repertorio de genes V de los linfocitos B de sangre periférica y posterior seleccion
de nanobodies con alta afinidad mediante phage display (Kd en el orden de nano y picomolar)
(184). La fusion génica de nanobodies con una proteina fluorescente, conocidos como
cromobodies o fluorobodies, han permitido rastrear diferentes antigenos en varios
compartimentos celulares in vivo (185, 186). En otro trabajo, un nanobody fue conjugado con
nanoparticulas de oro, lo que puede utilizarse para dirigir terapias fototérmicas tras
iluminacidon con luz laser (187). También se lograron desarrollar nanobodies biespecificos
contra toxinas de escorpion (toxinas Aahl’y Aahll) encontrandose un efecto protector en
ratones donde se inyectaron dosis letales del veneno (188). Finalmente varios nanobodies se
encuentran en fases clinicas | y Il contra diversas patologias como ser la Artritis reumatoidea y
el virus respiratorio sincicial entre otros, mostrando un futuro prometedor en el drea médica

(189).

2.2.6 Afitinas
Las afitinas (del inglés “affitins”), son derivadas de la proteina de unidon al ADN, Sac7d de la

arquea Sulfolobus acidocaldarius, perteneciente al grupo de proteinas acidofilicas e
hipertermostables. Sac7d es una proteina pequefia de 66 residuos (7 kDa), y no presenta
puentes disulfuro. Posee un plegamiento de unién a nucledtidos/oligosacaridos y un barril B
incompleto de cinco hebras tapado por una a-hélice C-terminal. Sac7d, es expresada con altos

rendimientos en E. coli, es estable entre pH 0-12, temperaturas de hasta 90C, y presentd
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estabilidad quimica como ser 8M urea y detergentes (190). Librerias conteniendo 14 sitios
mutados de forma aleatoria, fueron disefiadas basandose en las estructuras cristalograficas
disponibles. De esta forma se logré obtener proteinas de union con afinidades en el orden
picomolar para la proteina bacteriana PulD, que al ser exportadas al periplasma podian inhibir
su oligomerizacién in vivo, bloqueando la via de secrecidn tipo Il (11). Asi se cambié una
proteina de unidn al ADN a una de unién a proteinas. Ademas, la fusién entre la afitina de
unién a PulD con la proteina roja fluorescente (mCherry), mostré ser estable y pudo ser
utilizada como agente de inmunolocalizacién para PulD (191). También se obtuvieron afitinas
contra IgG; humana (utilizando librerias de 10 y 14 sitios randomizados), con afinidades en el
rango nanomolar. A pesar de las mutaciones presentes, estas afitinas tenian estabilidad
térmica (hasta 80C) y quimica (pH 0 a 12) (192), haciéndolo un candidato interesante para

explorar en nuevas aplicaciones.

Luego de todos los ejemplos citados, queda establecida la importancia de estas moléculas
optimizadas para su funcién de “binders” en las distintas aplicaciones dentro de las areas de la
biotecnologia y biomedicina. Muchas de las aplicaciones para éstas moléculas se resumen en

la Figura 2.
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Figura 2. Esquema de las aplicaciones en las que han estado involucrados los affibodies. Adaptable también a los
diferentes scaffolds mencionados. Adaptado de (158).
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2.3 Diferentes métodos de seleccion para la obtencion de “binders”
La era de las librerias combinatoriales, se inicié6 a mediados de los 80 con la invencidon de la

técnica de seleccién conocida como “phage display” por G.P. Smith (193). En afios posteriores,
han sido desarrollados muchas variaciones de métodos de muestreo o “display” de proteinasy
péptidos basados en librerias combinatoriales aleatorias. Las diferentes metodologias de
display pueden ser divididas en dos principales categorias: métodos dependientes de células y

métodos independientes de células.

En los métodos dependientes de células, las proteinas de la libreria son presentadas en la
superficie de fagos, de células o expresadas en compartimentos celulares. Esto tiene como
desventaja que la diversidad posible de la libreria estd limitada por la eficiencia de
transformacion de las células. Dentro de este tipo de métodos encontramos: “Phage display”
(194), “Yeast display” (195) y “E. coli surface display” (196), siendo phage display el método

mas utilizado.

En los métodos independientes de células, la transcripcion y traduccién se realizan in vitro, por
lo que al no estar limitado por la eficiencia de transformacion, la diversidad de las librerias
evaluadas es mayor (pudiendo alcanzar 10" moléculas diferentes). Ademds, al realizarse
totalmente in vitro, se pueden introducir mutaciones en las etapas de amplificacién (mediante
PCR proclive al error), dando lugar a un proceso de verdadera evolucién Darwiniana, en
contraposicidon con la seleccién de una libreria constante ya existente (197). Este tipo de
metodologias ademas permite realizar las selecciones en diferentes condiciones de pH vy
temperatura siempre y cuando el vinculo genotipo-fenotipo sea lo suficientemente robusta
(198). Dentro de esta categoria se destacan Ribosome display (199) y mRNA/cDNA display
(200, 201).

2.3.1 Phage display
Phage display es el método mas utilizado para la seleccién de proteinas de unién. En este

método, los péptidos o proteinas son presentados en la superficie de las particulas de
bacteriéfagos filamentosos (mds cominmente el fago M13) que contienen el ADN codificante
en su interior, manteniendo asi el vinculo fisico entre fenotipo y genotipo. Para la presentacion
de las moléculas de unién en la superficie del fago, la libreria de mutantes es fusionada a
alguno de los genes de la cubierta del virus como ser pVIll (producido en 2700 copias,
usualmente para la presentacion de péptidos) o plll (producido en 5 copias, usualmente para
la presentacion de proteinas) (194, 202). Ambas proteinas poseen péptidos sefial que dirigen la
fusidn al periplasma de la bacteria. Una vez en el periplasma, la peptidasa lider Lep de E. coli,

remueve el péptido sefial creando la forma madura de la proteina de la capside.
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Recientemente se han sugerido las proteinas pVIl y pIX como alternativas a plll para la
presentacién de proteinas de union (203). Las células de E. coli conteniendo los plasmidos para
las fusiones mencionadas, son infectadas con un fago auxiliar que aporta todas las proteinas
virales necesarias para el ensamblado de las particulas del fago que presentaran las diferentes
moléculas de unidn en su superficie. Una vez producidos los fagos, estos son incubados por
ejemplo en una placa conteniendo el blanco inmovilizado para realizar la seleccion. Los fagos
que no se unen al blanco son lavados, mientras que los que permanecen unidos son luego
eluidos mediante una corta incubacién a pH bajos, o corte proteolitico. Los fagos eluidos son
utilizados para infectar nuevas células de E. coli para amplificar los clones seleccionados y las
particulas de fago son rescatadas por superinfeccién con el fago auxiliar, creando una nueva
libreria de fagos que puede ser utilizada en una nueva ronda de seleccion (usualmente 3-5

rondas son necesarias para obtener variantes de alta afinidad) (155) (Figura 3).
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Figura 3. Representacion esquematica de la seleccion de moléculas de unidn mediante phage display. Adaptado de
(155).

2.3.2 Ribosome display
Esta metodologia es la mas exitosa dentro de los métodos independientes de células, descripta

por primera vez para péptidos de uniéon en 1994 por Mattheakis et al. (204) y modificada en
1997 para proteinas de unién por Hanes et al. (199). La misma consiste en el acoplamiento no

covalente de un complejo ternario formado por el ARNm codificante, el polipéptido saliente y
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el complejo ribosomal. EIl ADN correspondiente a la libreria de mutantes es transcripto
(generalmente con la polimerasa T7), y las moléculas de ARNm obtenidas son traducidas in
vitro con una cantidad estequiométrica de ribosomas, provenientes por ejemplo del extracto
S30 de E. coli. La formacidn estable del complejo ternario se da gracias a la ausencia de codén
stop en el ARNm. Esto provoca que el ultimo aminodcido del polipéptido saliente quede
conectado al peptidil-tRNA ya que no puede liberarse del ribosoma debido a que los factores
de liberacion interaccionan con los codones stop. Ademas, la liberacién del ARNm ocurre solo
después de que la proteina sintetizada y el ARNt son liberados, reaccidn catalizada por el
factor de reciclaje ribosomal (205). Por lo tanto, los ribosomas que traducen ARNm sin
codones stop, quedan atrapados en una forma en que la proteina emerge del ribosoma y el

ARNm esta todavia unido al mismo, conectando asi el fenotipo con el genotipo.

Para que la proteina quede plegada en su forma correcta mientras esta unida al ribosoma, es
que se introduce una secuencia espaciadora en la regién carboxilo terminal que se encuentra
codificada como una fusién 3’ en la libreria de ADN. Esta secuencia extra, ocupa el tunel
ribosomal, y provee de la flexibilidad necesaria para el plegamiento de la proteina como una

unidad independiente y para la unidn con la proteina blanco (205).

Finalmente, una vez formados lo complejos ternarios, estos son sometidos a la interaccidn con
la proteina blanco inmovilizada a una superficie (Figura 2). La seleccién se realiza a bajas
temperaturas y altas concentraciones de Mg”* con el objetivo de estabilizar los complejos
ternarios. Las proteinas de unidn con poca o ninguna afinidad son lavadas, mientras que las
que presentan unién contra la proteina blanco, pueden ser recuperadas. Esto ultimo se logra
con la adicidon de EDTA, que produce la disociacién de las subunidades chica y grande del
ribosoma, con la consecuente liberacion del ARNm. De esta manera la informacion genética de
las proteinas de union puede ser amplificada y analizada. Repitiendo este proceso durante 3-6
rondas es posible obtener proteinas de unidn de alta afinidad (en el orden de nM-pM) (205-
207) (Figura 4). Una ventaja de RD, es que no es necesario romper la interaccién entre la
proteina blanco y el clon de la libreria que se encuentra unido a ella, para la obtencién de la
informacién genética. De esta manera no es mas dificil aislar secuencias correspondientes a
complejos de muy alta afinidad (que serian dificiles de disociar) con respecto a los de menor

afinidad.

Para la obtencién de proteinas de alta afinidad, que presenten un componente de disociacion
muy bajo, una estrategia es realizar lo que se conoce como “off rate selection”. La misma

consiste en exponer la libreria producida, con la proteina blanco biotinilada e inmovilizada. En
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un segundo paso se adiciona mas proteina blanco pero sin biotinilar, permitiéndose entonces
que aquellos mutantes con una disociacidn rdpida se unan a ellas. Finalmente se procede a un
lavado exhaustivo en donde las variantes con bajas constantes de disociacidén son recuperadas
tras la elucion (208).
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Figura 4. Representacidon esquematica del proceso de seleccidn por RD. Adaptado de (209).

Mas recientemente, la metodologia de RD fue optimizada al utilizar componentes para la
traduccién in vitro purificados (PURE system), en lugar del extracto S30 de E. coli. Este sistema
estd compuesto por los factores y enzimas responsables de la expresidon génica en E. coli.
Debido a que los mismos son purificados por IMAC, no contiene nucleasas y proteasas en
comparacion con los extractos S30 de E. coli (209, 210). Utilizando este sistema en RD, se logré
realizar la seleccion incluso en presencia de coddn stop, ya que los factores de liberacién no se
encuentran presentes, lo que ayuda a detener el ribosoma y estabiliza el complejo ternario
(210-212). Incluso se observd que luego de incubar los complejos ternarios por 1 hora a 5T,

la eficiencia de seleccién se vio reducida por un factor menor a 10 (212). Ademas, otro
elemento que se adiciond a las librerias cuando se utilizd este sistema es la secuencia secM de
E. coli hacia el extremo 3’. Esta secuencia (FSTPVWISQAQGIRAGP) es parte del mecanismo de
detencion de la traduccién, y es capaz de interaccionar con residuos presentes en la salida del

tunel ribosomal, estabilizando la interaccidn proteina-ribosoma (213).
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Finalmente, se diseio otra estrategia para generar un protocolo de RD altamente estabilizado,
muy util para la seleccidn principalmente de péptidos de unién. En este sistema, el ARNm
codifica hacia el 5’-UTR, un motivo de RNA llamado cv seguido de la libreria de péptidos en
fusidn con la proteina de asociaciéon al RNA Cv (Cvap). De esta manera, la proteina Cvap una
vez traducida, interacciona fuertemente con el motivo de ARN presente hacia el 5’-UTR de la
misma molécula de ARN que la codifica, conectando de esta manera el fenotipo con el

genotipo (214).

2.3.3 mRNA/cDNA display
Al igual que ribosome display, mRNA display utiliza el complejo formado entre el ARNm vy el

polipéptido codificado por ese ARNm como estrategia de seleccidn. La diferencia con el
ribosome display radica en la formacion de un enlace covalente entre el ARNm y el polipéptido

a través del antibidtico puromicina, generandose asi una mayor estabilidad del complejo (205).

La metodologia de cDNA display surge como una optimizacidon del método de mRNA display,
en donde el complejo ARNm-proteina es rapidamente convertido a cDNA-proteina, siendo el
cDNA el que se une covalentemente a la proteina mediante un espaciador o “linker” con
puromicina (201, 215). Ademas en este método la unién del linker de ADN conteniendo a la
puromicina con el ARN se realiza utilizando la RNAsa T4, siendo este proceso mas eficiente.
Tras la traduccion in vitro, en fase sdlida, la proteina sintetizada, queda fusionada a la
puromicina y el ARNm es retrotranscripto usando la region cebadora en el linker, por lo que el
cDNA generado forma parte covalente del linker Puromicina-ADN (Figura 5). La molécula
formada por ARN-cDNA-Proteina es liberada de la superficie solida tras el clivaje con una
enzima de restriccidn especifica para la region de ADN doble hebra presente en el linker y

puede ser utilizada para las rondas de seleccion de proteinas de unién (Figura 5) (201).
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Figura 5. Esquema de las etapas involucradas en el desarrollo de cDNA display. Adaptado de (201).

3. Cristalogénesis: nuevas estrategias para un viejo problema

3.1 Generalidades

La obtencion de las estructuras tridimensionlaes de las proteinas de unién asi como también
de los complejos con sus blancos ha sido fundamental para poder mejorar las funciones y
aplicaciones de los diferentes “scaffolds”. La informacion estructural, puede utilizarse para
determinar cdmo los disefos de las librerias pueden ser mejorados y qué factores gobiernan el
reconocimiento molecular en estos sistemas (216). Por otro lado, las estructuras
cristalograficas han ademds permitido entender diferentes procesos bioldgicos asi como
también disefiar pequefias moléculas para la inhibicidn de la actividad de blancos terapéuticos

que se utilizan en tratamientos clinicos (7) entre otras aplicaciones.

Actualmente, la cristalografia de rayos X, es la metodologia que contribuye con mayor nimero
de estructuras de alta resolucién de macromoléculas bioldgicas en la base de datos del PDB

(Protein Data Bank).

A pesar de la importancia de las estructuras cristalograficas y el impresionante avance en estos
100 afios en la difraccion de rayos X, al dia de hoy la obtencidn de muchas de las estructuras
de macromoléculas se encuentra con 2 grandes obstaculos. Estos son: i) la obtencién de las
proteinas recombinantes en forma soluble, pura y en cantidad suficiente y ii) la generaciéon
de cristales de buena calidad y con alto poder de difraccion. Esto ultimo, se debe
principalmente a que el proceso de cristalogénesis de macromoléculas bioldgicas es un

proceso cinéticamente desfavorable. En el proceso de cristalogénesis, las moléculas disueltas

37



gue pueden moverse libremente en solucidon acuosa reducen su entropia, al ordenarse de
forma periddica en una red cristalina tridimensional en parte estatica, formada por contactos
moleculares débiles. Esta pérdida de libertad traslacional y rotacional de las proteinas
representa una barrera energética en términos de energia libre, para la formacion del cristal
(217, 218). Sin embargo, la liberacion de moléculas ordenadas de solvente de las superficies
involucradas en los contactos cristalinos, compensaria esta pérdida entrdpica proveyendo en

ultima instancia la fuerza conductora para el crecimiento del cristal (219).

En vias de favorecer la formacidn de contactos cristalinos, se recurre a la reduccidon de la
solubilidad de la macromolécula, alcanzando un estado de supersaturacion. Esto se logra, por
ejemplo al incrementar la concentracion de sales y/o polimeros, haciendo que la
macromolécula tienda a agregar y precipitar o en el mejor de los casos, formar puntos de
nucleacion que pueden derivar en la formacion de cristales tridimensionales (220). Por lo
tanto, para encontrar la condicidn de cristalizacion éptima para una proteina, deben evaluarse
cientos o incluso miles de condiciones de cristalizacidn diferentes hasta encontrar la

composicion de agentes precipitantes, tampones y aditivos en la cual la proteina cristaliza.

Al igual que para la expresion de proteinas recombinantes (ver seccién 1 de la introduccién),
importantes avances en el campo de la automatizacidon se han dirigido a la evaluacién de
condiciones de cristalizacion. Al dia de hoy, existen tecnologias que permiten la evaluacién de
cientos de condiciones de cristalizacion de forma rapida y automatica, que utilizan ademas
cantidades minimas de proteina, al dispensar volimenes en el orden de los nanolitros.
Adicionalmente se ha automatizado la inspeccion de estas condiciones cristalograficas,
permitiendo su reproduccion exacta asi como la visualizacién y clasificaciéon de los posibles
“hits” en forma periédica y automatica (CrystalScoreTM) (14). Si bien estos avances han
permitido la cristalizacion de numerosas proteinas blanco, hay muchos casos en donde ain no
se ha tenido éxito (incluso luego de evaluar miles condiciones de cristalizacién para una Unica
proteina), por lo que nuevas estrategias son necesarias. Cuando una proteina blanco falla en
cristalizar, puede ser mds fructifero expandir los ensayos de cristalogénesis incluyendo
variaciones de la proteina blanco, en lugar de continuar evaluando diferentes condiciones de

cristalizacion de forma exhaustiva.

Mediante el uso de la ingenieria de proteinas (fusion con otras proteinas, mutaciones
puntuales, versiones truncadas, proteinas de unidon para inmovilizar regiones flexibles,

remocion de sitios glicosilados, entre otras), se han podido obtener cristales y la posterior
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determinacidn de las estructuras correspondientes que de otra forma no era posible (220-

222).

3.2 Determinaciéon de dominios o fragmentos proteicos para su cristalizacién

Los extremos amino y carboxilo terminales de las proteinas, son frecuentemente flexibles y
desestructurados, creando un potencial impedimento entrépico para la cristalogénesis. Una
manera de superar este obstaculo es el de proceder a la protedlisis limitada para “recortar”
dichos extremos, generando un nucleo rigido de la proteina blanco (223). Sin embargo esto
puede llevar a una heterogeneidad en la muestra debido a protedlisis incompleta. Por otro
lado, las proteinas eucariotas suelen tener multiples dominios conectados por una secuencia
desestructurada, lo que puede generar gran flexibilidad, dificultando el proceso de
cristalizacion. Por lo tanto, una estrategia puede ser la de identificar un minimo fragmento
funcional o dominio de la proteina blanco para su cristalizacién. Diferentes dominios pueden
ser identificados mediante un analisis de secuencia y comparacidn con proteinas homaélogas
utilizando programas especializados en el disefio de construcciones truncadas. Sin embargo,
muchas veces es dificil determinar los extremos de los dominios debido a que son regiones
menos conservadas (224, 225). La situacion se vuelve ain mas compleja para los blancos en los
gue no hay secuencias y/o estructuras homodlogas. Es asi que se desarrollaron métodos
experimentales para la seleccion de variantes “recortadas” de la proteina blanco. En este
sentido, se generan librerias con deleciones incrementales en forma aleatoria para ambos
extremos del gen, acoplado a un método de seleccion HTS de los clones que expresan las
construcciones solubles (Figura 5)(226, 227). Una vez seleccionados los clones solubles, estas
nuevas construcciones son utilizadas en un cribado de cristalogénesis, donde debido a ser mas
rigidas que la proteina completa tienen mas probabilidades de cristalizar (226, 227). Las
deleciones aleatorias en ambos extremos se realizan utilizando la exonucleasa lll y la nucleasa
de judia mung aplicando distintos tiempos de incubacidn. Los genes son expresados en marco
de lectura con un HisTag aminoterminal y un péptido aceptor de biotina (avitag) carboxilo
terminal (Figura 6). La expresion de las diferentes colonias es evaluada mediante “colony blot”
con estreptavidina fluorescente para detectar el estado de biotinilacion C-terminal como
indicador de solubilidad y un anticuerpo anti-His para detectar el HisTag N-terminal. De esta
manera se determina que ambos extremos estén presentes y por ende que no haya
degradacion parcial de la construccién expresada determinandose asi los fragmentos minimos

a utilizar en posteriores ensayos de expresion y cristalizacion (226, 227).
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Figura 6. Esquema del método de delecion y seleccidn. A) Delecidn bi-direccional. B) y C) seleccién de las diferentes
variantes mediante union a la streptavidina. BAP, biotin aceptor peptide. Adaptado de (227).

3.3 Remociodn de sitios glicosilados
La N- y O- glicosilacién constituyen modificaciones post-traduccionales comunes,

principalmente en proteinas eucariotas asociadas a la membrana, secretadas y lisosomales. Las
estructuras de algunas glicoproteinas han sido resueltas donde los grupos carbohidrato se
encontraron ordenados (228). Sin embargo en términos generales, la flexibilidad y
heterogeneidad de los grupos carbohidrato puede significar una fraccion importante del area
de superficie de la proteina y por lo tanto afectar negativamente el proceso de cristalogénesis.
Cuando la proteina blanco es expresada en E. coli, no se introducen estas modificaciones
evitdndose este problema. Sin embargo algunas proteinas sélo son expresadas de forma
soluble en sistemas eucariotas, que son capaces de introducir diferentes motivos azlcares en
la proteina. En estos casos, es posible eliminar alguno de los sitios de glicosilacion en la
proteina blanco al mutar la asparagina del motivo de N-glicosilacién (Asn-X-Thr/Ser) a
aspartato o glutamina. De manera similar con las serinas o treoninas en los sitios de O-
glicosilacién que pueden ser mutados a otros residuos (222). Finalmente los azlicares también
pueden ser eliminados enzimaticamente con el uso de glicosidasas especificas, que cortan

motivos de azucar particulares.
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3.4 Reduccion de la entropia de superficie (SER)

Como ya se menciond, la cristalizacidon de proteinas es principalmente un proceso dirigido por
la entropia, por lo que la presencia de residuos méviles en las superficies proteicas puede
afectar negativamente la cristalogénesis. En este sentido, la SER (del inglés “Surface-Entropy
Reduction”) intenta reducir la movilidad de las cadenas laterales largas e hidrofilicas de la
proteina blanco expuestas al solvente, a fin de favorecer energéticamente la formacién de
cristales. Los movimientos aleatorios de estas cadenas pueden incrementar la entropia del
sistema al punto de inhibir la formacidn de la red cristalina (229). Al sustituir los parches de
residuos mdviles altamente entrépicos (como ser Lys, Glu y GIn) presentes en la superficie, por
residuos pequefios no polares (por ejemplo alanina) se estaria disminuyendo la entropia total
del sistema. Cabe resaltar, que si bien numerosas estructuras han sido obtenidas con esta
aproximacién (222), cambiar las propiedades electrostaticas de la proteina puede alterar su
comportamiento bioquimico y su interaccidn con otras proteinas. Ademas, al cambiar residuos
hidrofilicos expuestos a la superficie por residuos no polares se puede disminuir la solubilidad
y estabilidad de la proteina. Finalmente si la estructura no es conocida y no hay estructura
homdloga disponible, determinar los residuos apropiados a mutar sin afectar la estructura o
fisiologia de la proteina puede resultar dificil. En este sentido se desarrollé un programa que
asiste en el disefio de las variantes a cristalizar basdandose en la secuencia aminoacidica para
determinar los sitios correctos a mutar (SERp Server) (230). El servidor realiza con la secuencia
introducida, una prediccién de los sitios que pueden contener residuos poco conservados
evolutivamente, con gran entropia conformacional y que pueden estar expuestos al solvente,

sugiriendo grupos de residuos a mutar.

Por otro lado, la ingenieria de superficies proteicas mediante modificacion quimica ofrece otra
aproximacién a SER, presentando como ventaja que sélo los residuos expuestos en la
superficie y accesibles son modificados. Sin embargo, al no ser dirigida la modificacién, se
modifican también residuos que pueden ser biolégicamente importantes. La aproximacion mas
comun para la modificacidn quimica es la metilacién reductiva de grupos amino libres
(residuos de lisina y el extremo N-terminal), donde las aminas primarias son modificadas a
aminas terciarias, mediante la incubacion con un complejo dimetilamina-borano (231). Para el
caso de residuos de lisina, esto genera lisinas dimetiladas, que son mas rigidas e hidrofébicas
pudiendo ademas favorecer contactos proteina-proteina. Tal modificacion se ha visto que
disminuye la solubilidad de la proteina asi como también su punto isoeléctrico. El uso de esta
aproximacién permitié obtener la estructura de proteinas que eran refractarias a la

cristalizacién (231). Finalmente, esta aproximacién puede complementar a SER, donde en una
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primera instancia acoplando la modificacién quimica con espectrometria de masa se podria
determinar experimentalmente las lisinas que se encuentran accesibles al solvente. En un
segundo paso estas se modifican a nivel genético mediante SER y se realizan los ensayos de
cristalogénesis. Como ventaja de acoplar ambas estrategias esta el hecho de que es posible
seleccionar cuales lisinas modificar en el segundo paso, evitdndose de esta manera la

modificacién por ejemplo de lisinas bioldgicamente importantes.

3.5 Simetrizacion sintética de proteinas
Los contactos cristalinos consisten en interacciones intercadena o intermoleculares que se dan

como resultado del proceso de cristalizacion de la proteina. Se ha visto que proteinas
simétricas, como ser los homodimeros, son en promedio mas proclives a cristalizar que
proteinas monoméricas. Al formarse homooligdmeros rotacionalmente simétricos, alguno de
los contactos cristalinos que forman parte del cristal pueden ser los contactos ya existentes
entre las diferentes moléculas, por lo que menos contactos fortuitos son necesarios (232). Bajo
esta consigna surge la simetrizacion sintética. La misma consiste en la introduccién en la
superficie de la proteina de motivos que llevan a una asociacion simétrica entre las proteinas,
formandose un homodimero. Esto se logré por ejemplo, al generar mutantes de lisozima con
una mutacién a cisteina en su superficie (233). La formacién de un puente disulfuro entre
mondmeros, permitid la obtencidn de 6 nuevas formas cristalinas para la lisozima que no eran
posibles de obtener con el mondmero. Mas aun en los 6 casos los dimeros de lisozima fueron
dimeros simétricos y en 2 de esos casos la simetria interna del dimero fué utilizada para
construir la simetria completa del cristal. Ademas, al realizar un cribado de cristalizacién de
384 condiciones con uno de los dimeros, se encontraron cristales en 98 condiciones mientras
gue solo se obtuvieron cristales en 14 condiciones con la versién nativa de la lisozima (233).
Posteriormente, esta estrategia se pudo adaptar a una proteina de estructura desconocida,
como fue el caso de la endogluconasa CelA de Thermotoga maritima, que no habia sido
posible cristalizar. Se seleccionaron sitios con residuos altamente polares y de baja
conservacién, evaludandose 8 posiciones diferentes para su mutacion a cisteina y posterior
formacidn de un S-S entre mondmeros. De esta forma, uno de los mutantes permitié resolver

la estructura de CelA a 2.4 A de resolucién (234).

En otra aproximacién, en lugar de agregar cisteinas, se introdujeron leucinas para la formacién
de los homodimeros. De esta manera, se logrd cristalizar y obtener la estructura de la
ribonucleasa pancreatica | humana (RNasal) de la cual no habia sido posible obtener cristales
previamente. En este caso, se introdujeron mutaciones puntuales de 2, 3 y 4 residuos de

leucina en una a-hélice de la RNasal, para formar una interface de cremallera de leucinas que
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favorezca la homodimerizacidon (235). Los sitios para la incorporacion de las leucinas se
determinaron utilizando la estructura de una proteina con alta similitud como ser la RNasa A
bovina. Las estructuras obtenidas de las diferentes variantes de RNasal revelaron que las
leucinas introducidas realizaban contactos hidrofdbicos con las leucinas de una segunda
molécula, necesarios para el empaquetamiento cristalino. Por lo tanto la incorporacién de
leucinas puede promover la cristalizacion de una proteina si una hélice se encuentra disponible

para su modificacion (235).

Finalmente, en otra aproximacién la simetrizacidn sintética se logré mediante la coordinacion
de metales. Residuos de histidina o cisteina fueron introducidos en la superficie de MBP o
lisozima formando contactos cristalinos o ensamblados oligoméricos tras la coordinacion de
diferentes metales (Cu*, Ni*" o Zn®*). Mediante esta estrategia se obtuvieron 8 estructuras
nuevas de lisozima y 8 estructuras nuevas para MBP (236). Una diferencia de esta
aproximaciéon con la formacién de S-S o cremallera de leucina es que pueden formarse
oligdmeros distintos de dimeros. Ademas los metales presentes en el cristal pueden proveer
de las fases experimentales necesarias para la determinacion de la estructura. Para el caso de
la lisozima, tras agregar 2 o 4 histidinas se pudieron obtener estructuras formando dimeros o
trimeros a través de la coordinacién de metales de Cu®* o Zn®*. Resultados similares se
obtuvieron con variantes de MBP con 2 histidinas. Tras insertar 2 cisteinas a la lisozima, la
misma cristalizd como un trimero donde 3 pares de cisteina coordinaban 4 dtomos de Zinc.
También se obtuvo otra estructura donde se formo un tetrdmero covalentemente unido

mediante 4 S-S sin observarse la presencia del metal (236).

3.6 Fusion con proteinas para la cristalizacion
Las proteinas de fusidn han sido muy utiles para mejorar la expresién y plegamiento de

proteinas de interés e incluso en algunos casos sirven para asistir en los pasos de purificacion.
Sin embargo, para estudios cristalograficos la presencia de una proteina de fusién puede
afiadir heterogeneidad conformacional, dada por la posicién relativa entre las dos proteinas
que estdn unidas por una secuencia flexible, dificultando asi el proceso de cristalogénesis. En
este sentido es que comunmente se realiza un corte proteolitico para eliminar la proteina de
fusidn. Sin embargo, fusiones completas han sido cristalizadas al utilizar una secuencia corta y
rigida que funcionaba como “linker” entre ambas proteinas. Al analizar las estructuras
obtenidas, se vio generalmente que la proteina de fusidén aportaba superficies proteicas para la
formacién de nuevos contactos cristalinos (110). Ademds, como la estructura de las proteinas
de fusion comunmente utilizadas es conocida, dependiendo del caso, pueden utilizarse como

modelos para la determinacidon de la estructura de la fusion entera mediante reemplazo
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molecular (111). Dentro de las proteinas de fusion utilizadas para cristalizar otras proteinas,

encontramos a MBP, Trx, GST, GFP y lisozima.

En el primer reporte del uso de fusiones con MBP, se logré determinar la estructura a 2.5 A del
fragmento de la proteina gp21 (residuos 338-425) de la envoltura del virus de HTVL-1. Para
esto se fusiond la proteina mediante una secuencia de tan sélo 3 alaninas (237). En otro
ejemplo, se logré obtener la estructura del regulador accesorio R (SarR) de S. aureus a 2.3 A
fusionado a MBP mediante una secuencia de cinco residuos (AAAEF). Ademds en este caso
algunos residuos cargados de la hélice C-terminal de MBP fueron mutados a alanina (238).
Utilizando la misma secuencia espaciadora fue posible obtener las estructuras de las fusiones
con MBP del dominio PAZ de Argonauta2 de Drosophila (136 AA) a 2.8 A (239) y el dominio
extracelular del receptor de la hormona paratiroidea humana (PTH1R; 174 AA) a 1.95A (240).
Mas recientemente, se aplicd la metodologia de SER sobre MBP, generandose una serie de 5
variantes diferentes que podrian ser mas propensas a cristalizar, para ser utilizadas como
proteinas de fusién para la cristalizacién de otras proteinas blanco. Estas fusiones estan
conectadas por una secuencia corta de 3 alaninas ademas de 3 substituciones a alanina en la
hélice C-terminal de MBP (108). Mediante esta metodologia, se logré obtener las estructuras
de 3 proteinas que no habian podido cristalizarse sin la fusidn. Este es el caso de la proteina 2-
O-sulfotransferasa (20ST; 298 AA) de Gallus gallus (241), el receptor de la C-quinasa 1
(RACK1A; 324 AA) de Arabidopsis thaliana (242) y la proteina Der p 7 (198 AA) de
Dermatophagoides pteronyssinus (243) que se obtuvieron a 2.65, 2.4 y 2.35A de resolucién

respectivamente.

Otra proteina de fusion que ha permitido la cristalizacion de un blanco que no podia
cristalizarse es Trx. En este sentido se fusiond al C-terminal de Trx, el dominio UHM del factor
de transcripcion Puf60 (100 AA), utilizando 2 secuencias espaciadoras diferentes (GSAM 6
GSPPM). Solo con la secuencia GSAM se obtuvieron cristales permitiendo resolver la estructura
de la fusidn entera a 2.2 A de resolucién mediante reemplazo molecular utilizando la

estructura ya conocida de Trx (111).

De manera similar, GFP se utilizd6 para la cristalizacion de proteinas pequefias como ser
ubiquitina (8.5 kDa) y un motivo de unidn a ubiquitina de la polimerasa de ratéon (UBM2; 6
kDa). En este caso los 8 residuos carboxilo terminales de GFP fueron removidos dejandose una
secuencia espaciadora de 2 residuos (GS). De esta forma se determinaron las estructuras de

GFP-Ubiquitina y GFP-UBM2 a 1.4 y 1.6 A de resolucién (109).
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También segmentos proteicos cortos se han fusionado en el N- y C- terminal de lisozima o GST
obteniéndose las estructuras de los péptidos de fusidn que cristalizaron incluso en condiciones

similares a la de la lisozima o GST libres (244).

Finalmente en una aproximacién diferente, al reemplazar el tercer bucle interno flexible del
receptor B,-adrenérgico (B,A-GPCR) por la lisozima T4, se logré estabilizar las hélices 5 y 6 del
receptor, permitiendo la cristalizacién de la fusién y determinar su estructura a 2.4 A de
resolucidn (245, 246). Recientemente se propuso otra opcion a la lisozima T4 como candidato
para insertar en loops internos de proteinas de membrana para facilitar su cristalizacion. Este
corresponde a la variante termoestabilizada, apocitocromo bsg,RIL, optimizada para dicho
propdsito (247) permitiendo obtener la estructura del receptor de adenosina A,, humano a 1.8

A de resolucién, la méas alta obtenida para un receptor tipo GPCR (248).

3.7 Proteinas de unién como chaperonas de cristalizacion
Las proteinas de unién tienen diversas aplicaciones, incluyendo también su uso como

chaperonas de cristalizacidn, es decir, pueden favorecer la cristalogénesis luego de unirse a su
blanco. La base de esta estrategia radica en que tras la unién, se pueden estar fijando regiones
moviles en la molécula blanco, disminuyendo de esta forma la heterogeneidad
conformacional. Adicionalmente, la proteina de unién puede aportar una superficie proteica
extra para facilitar los contactos primarios entre moléculas promoviendo la formacion de la
red cristalina (249). Asimismo, si la estructura del scaffold es conocida, dependiendo del caso,
puede ser utilizado como modelo para resolver la estructura del complejo mediante reemplazo

molecular (221).

Las primeras moléculas utilizadas como chaperonas de la cristalizacién correspondieron a los
fragmentos Fab o Fv derivados de AcMo. Por ejemplo, en 1995 se logrd aislar por primera vez
un AcMo contra una proteina de membrana, la citocromo c¢ oxidasa de Paracoccus
denitrificans. La estructura de esta proteina pudo ser determinada en complejo con un
fragmento Fv del AcMo aislado previamente, observandose que el fragmento Fv mediaba la
mayoria de los contactos cristalinos (250). Luego de este trabajo, el uso de fragmentos Fab o
Fv permitié resolver las estructuras de otras proteinas de membrana, y en algunos casos
derivdé en estructuras de mejor resolucion en comparacion con la proteina original sin el
fragmento (251). Ademas, el uso de estos fragmentos también permitié la visualizacidon de
conformaciones especificas de algunas proteinas de membrana, como el reciente caso del
transportador de leucina bacteriano LeuT. En este caso, se logré capturar al transportador en 2

estados diferentes estabilizados por fragmentos de Ac sensibles al cambio conformacional
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(252). También los fragmentos Fab han sido Utiles para cristalizar proteinas solubles como fue
el caso de la proteina OspA de Borrelia burgdorferi, que solo cristaliz6 como complejo con un
Fab (253). Continuando con moléculas derivadas del sistema inmune, se pueden destacar los
nanobodies, derivados de Ac de Camélidos. Estos han sido utilizados para obtener las
estructuras de varios complejos. En un ejemplo reciente, nanobodies fueron dirigidos contra
una forma truncada de la B2-microglobulina para bloquear la formacién de fibras. De esta
forma el nanobody prevenia la agregacidn de la proteina lograndose obtener la estructura del
complejo a 2.16 A, lo que permitié entender los posibles mecanismos de auto-asociacion de la
proteina (254). A nivel de proteinas de membrana, recientemente un nanobody fue utilizado
para bloquear en una uUnica conformacién (su estado activado), al receptor adrenérgico
humano pB(2), facilitando su cristalizacién y obtencién de la estructura (255). Estudios
cristalograficos con complejos nanobody-RNasa A, produjeron 6 formas cristalinas diferentes
(que difractaban entre 2.5 a 1.1 A de resolucién). Ademas, se introdujeron 2 metioninas
adicionales en el nanobody mediante “shotgun Met scanning” (llegando a un total de 5
metioninas), para ser sustituidas por seleno-metioninas (SeMet). De esta forma se determiné
que con esta modificacidon el nanobody con 5 SeMet podia proveer de suficiente poder de
faseo para resolver la estructura del complejo mediante dispersién andmala Unica (SAD), sin la
necesidad de incorporar SeMet en la proteina blanco (256). Recientemente se ha desarrollado
un protocolo general para la generacién de nanobodies para la cristalizacion de proteinas
blanco, que incluye desde los pasos de inmunizacién de Llamas hasta la seleccién de

nanobodies de alta afinidad por “phage display” (257).

Otro scaffold que ha servido para la obtencién de estructuras cristalograficas son las DARPins.
De esta manera se obtuvieron las estructuras de complejos de DARPins con: la quinasa
bacterial aminoglicosido fosfotransferasa (APH) (258), la quinasa eucariota Plk1l (259), la
caspasa-2 humana (260), la proteina RBP perteneciente al fago lacctococal TP901-1 (261), y la
proteina de membrana de E. coli AcrB (262). Mas recientemente se lograron obtener las
estructuras de DARPins que unian a la proteina quinasa activada por mitégeno, ERK2 en su
estado fosforilado y desfosforilado. Se vio ademas que las DARPins unian esencialmente la
misma regidn, pero eran capaces de reconocer el cambio conformacional en el loop de
activacion tras la fosforilacién de ERK2 (263). Esto muestra que las proteinas de unién no solo
fijan regiones moviles y/o aportan superficies proteicas para la generacidon de contactos
cristalinos, sino que también permiten obtener las estructuras en estados conformacionales
que pueden ser bioldégicamente importantes, ayudando a comprender distintos procesos

bioldgicos.
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Recientemente, se propuso una aproximacion diferente en donde se inserta en la proteina
blanco un motivo para la interaccidn con otra proteina y se logra cristalizar asi el complejo. Es
asi que el grupo de Geoffrey Waldo, propuso la inserciéon de una horquilla compuesta por las
hebras-B 10 y 11 de GFP (39 residuos) en un loop de superficie de la proteina blanco. De esta
forma la proteina adquiere la capacidad de interaccionar y unirse a la variante 1-9 de GFP
pudiéndose cristalizar el complejo (264). Como prueba de concepto se insertaron las hebras 10
y 11 de GFP en un loop de la proteina fluorescente sfCherry. La proteina conteniendo dicha
horquilla pudo acomplejarse con el fragmento 1-9 de GFP, dando lugar al desarrollo de
fluorescencia tras la interaccion y el complejo pudo cristalizarse obteniéndose la estructura a
2.6 A de resolucién (264). Esta estrategia puede ser Util por ejemplo para cristalizar proteinas
de membrana donde en lugar de insertar la lisozima T4 en un loop, puede insertarse esta
secuencia para formar posteriormente el complejo con GFP1-9. De esta manera GFP puede
realizar contactos cristalinos adicionales favoreciendo la formacion del cristal y la obtencién de

la estructura.

Otra aproximacién ha sido desarrolla, pero para compuestos quimicos pequefios, en donde se
generan pequefios cristales de un complejo poroso capaz de unir la molécula blanco. Una vez
en el poro del cristal, las moléculas quedan retenidas y orientadas de manera regular mediante
interacciones con la red que forma el cristal, pudiéndose de esta manera determinar la

estructura del complejo sin la necesidad de cristalizar el compuesto aislado (265).

Si bien la obtencion de cristales que difracten a alta resolucion, es uno de los obstaculos mas
importantes que enfrenta la biologia estructural, diversas estrategias se han desarrollado para
aumentar las chances de tener éxito en la obtencidn de la estructura de la proteina blanco.
Ademads, estas estrategias no son excluyentes sino que pueden ser complementarias, por
ejemplo el uso de la proteina MBP donde se adicionaron mutaciones de superficie para reducir

la entropia configuracional y favorecer asi la cristalizacion (108).
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OBJETIVOS

Como se describio en la parte introductoria de esta tesis, varios obstaculos en el area de la
expresion de proteinas recombinantes y cristalografia deben ser sorteados antes de llegar a la
obtencién de un cristal que genere datos de difraccién utiles. Lograr la informacion a nivel
molecular y estructural que nos permita entender la funcién de la proteina de interés asi como
las interacciones de esta proteina con otras moléculas es dependiente en gran medida de la
superacién de dos problemas técnicos principales: a) producir suficientes cantidades de la
proteina recombinante en forma soluble y funcional, b) obtener cristales con poder de

difraccion.

Este trabajo de Tesis intenté abordar estos problemas proponiendo nuevas metodologias para
la produccion de proteinas recombinantes y nuevas aproximaciones experimentales para la
obtencién de cristales de alta calidad. El desarrollo de estas tecnologias nos ha permitido
también abordar el desafio de generar nuevas moléculas de unién que no solamente podrian
ayudar al proceso cristalografico sino también actuar como moléculas capaces de unirse a

sitios especificos de proteinas blanco que puedan tener un interés en el drea biomédica.

Teniendo todo esto en cuenta es que en el presente trabajo de Doctorado, nos centramos en
aportar nuevas herramientas para facilitar la evaluacion de la expresion soluble de PRs,
trabajar en la generacion de proteinas de unidn con propiedades favorables para la inhibicion
enzimatica y finalmente, desarrollar nuevas herramientas o estrategias para la cristalizacién de

proteinas.

Obijetivo general:

Disefio e implementacién de nuevas tecnologias aplicadas a la mejora de la solubilidad, uniény

cristalizacién de PRs.

Obijetivos especificos:

1. Generacidn de nuevas herramientas para la expresién soluble de PRs.
a. Generacién de una serie de vectores para facilitar la evaluacidn de condiciones
de expresion de PRs.
b. Uso de una nueva proteina de fusién (CelDnc) como potenciador de la

solubilidad de PRs.
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2. Aplicacién y caracterizaciéon de una nueva libreria de Afitinas como inhibidores

3.

enzimaticos de glicosidasas.

a.

Generacion de proteinas de unién contra la endogluconasa CelD utilizando 2
tipos diferentes de librerias de afitinas.

Determinacion de la afinidad de las afitinas obtenidas para CelD y lisozima
mediante ITC y Biacore y de su estabilidad térmica mediante DSC.
Determinacion de la inhibicidon enzimdtica de las afitinas anti-CelD y anti-
lisozima.

Obtencién y analisis de las estructuras cristalograficas de los complejos afitina-

CelD y afitina-lisozima.

Generacion de nuevas herramientas para la cristalogénesis de PRs.

a.

Puesta a punto del uso de la proteina CelD como proteina de fusion para la
cristalizacién de PRs.
Generacion de superficies de unidon en CelD para obtener cristales de

complejos entre CelD y la proteina blanco.
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RESULTADOS

1. Generacion de nuevas herramientas para la expresion soluble de
PR.

“Generation of a vector suite for protein solubility screening”
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Las proteinas recombinantes han adquirido un rol muy importante, siendo utilizadas tanto en
areas basicas como aplicadas. Sin embargo, muchas veces para lograr una expresion soluble y
homogénea de la proteina blanco es necesario evaluar diferentes condiciones de expresion
como ser diferentes condiciones de cultivo, distintas proteinas de fusion, diversos promotores,
entre otras. Esto lleva a que el gen de interés tenga que ser clonado en diferentes vectores.
Nuevos métodos de clonado, independientes del uso de enzimas de restriccién permiten la
insercién del gen de interés en distintos vectores de expresidén en simultdneo, permitiendo en

consecuencia la evaluacién de diversas condiciones de expresion.

Por otro lado, se ha visto que la utilizacién de proteinas de fusion puede aumentar
significativamente la expresion soluble de la proteina blanco (91). Al dia de hoy existen muchas
proteinas que se han utilizado para la expresién de diferentes blancos como MBP, SUMO, Trx y
DsbC entre otras. Debido a que aun no se ha encontrado una proteina de fusién genérica, que
funcione para todos los blancos posibles, es que es necesario evaluar diferentes fusiones. Por
lo tanto un problema comun a la hora de expresar una proteina recombinante es la necesidad
de evaluar diferentes proteinas de fusion, lo que lleva a requerir de un simple y eficiente

método de clonado.

En esta primera parte de la Tesis, utilizando la metodologia de clonado RF generamos una serie
de 12 vectores para evaluar las condiciones de expresidon de un gen de interés, que permite
analizar en simultaneo 2 promotores y 5 proteinas de fusion diferentes o la proteina blanco sin
fusion. Debido a que el sitio de insercién es el mismo en todos los vectores, el mismo inserto o
producto de PCR puede introducirse en simultaneo en la serie completa. Ademas exploramos
el uso de una nueva proteina de fusidon, una version truncada de la endogluconasa CelD
termostable (CelDnc), de manera de ampliar el repertorio de proteinas de fusién disponibles y
por ende las probabilidades de tener éxito en la expresion soluble de la proteina
recombinante. Esta proteina se expresa de forma soluble y homogénea en cantidades masivas
en E. coli, es termostable (Tm: 74°C) y permanece activa incluso luego de la presencia de 8M
urea (266). Debido a estas caracteristicas la forma truncada de CelD fue incluida como proteina
de fusién para determinar si alguna de estas propiedades pueden ser transmitidas a la

proteina blanco mejorando asi su solubilidad/estabilidad.

La serie fue generada en base a dos vectores comerciales, pQE80 (promotor T5) y pET32a
(promotor T7) donde se insertaron como proteinas de fusion: MBP, SUMO, Trx, DsbC y CelDnc,
o la posibilidad sin proteina de fusidn. Los vectores codifican para un sitio de corte para la

endoproteasa TEV, un HisTag amino terminal y un strepTag Il carboxilo terminal. En una
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primera instancia se logrd clonar con alta eficiencia en la serie completa los genes para la
proteina DprE1 (51 kDa) de Mycobacterium smegmatis, la proteina fluorescente GFP (26.9

kDa) de Aequorea victoria, y la quinasa de Leishmania major MPK4 (41.5 kDa).

Con los vectores conteniendo los genes de GFP y DprEl, se realizé una evaluacién de la
expresion y validacidn de los vectores utilizando 2 temperaturas de induccion (37 y 17°C) en
medio TB (Terrific Broth) y utilizando la cepa de E. coli Rosetta-pLysS. Luego de la expresion,
purificacién por HisTag y corte con TEV de las 48 condiciones en forma manual, se evaluaron
los niveles de expresion mediante SDS-PAGE 96x (E-PAGE 96, Invitrogen). Para el caso de GFP,
todas las construcciones mostraron expresion de las diferentes fusiones, y también un
correcto corte con la proteasa TEV, demostrandose el correcto funcionamiento de los 12
vectores generados. Al analizar los resultados obtenidos para DprE1, se observé que sin fusién
no se obtenia expresidn de la proteina, sin embargo buenos rendimientos fueron alcanzados
para las fusiones con MBP, Sumo, Trx y CelDnc. Ademas un correcto corte y liberacién de la
proteina DprE1 tras la incubacion con TEV fueron obtenidos para estas construcciones.
Interesantemente, con las fusiones con CelDnc se obtuvieron rendimientos iguales o incluso
mayores que los obtenidos para las proteinas de fusién ya conocidas (MBP, SUMO, Trx y DsbC),
mostrando el potencial de esta nueva proteina de fusidn como potenciador de la solubilidad

de proteinas blanco.

Para determinar si la proteina DprE1 permanece soluble y homogénea una vez cortada la
fusion, es que se utilizé la construccion pT5-CelD-DprE1 para realizar una expresién a mayor
escala (1 It). De esta manera se pudo constatar que DprE1 se mantenia soluble luego del corte
con TEV y en estado monomérico tras la purificacion por gel filtracion obteniéndose un
rendimiento final de 7 mg/Ilt. Mas aun, DprEl mantenia unidén al FAD (Flavin Adenin

Dinucledtido), por lo que estaria bien plegada gracias a la fusién con CelDnc.

Con la proteina MPK4 también se realizé una expresién, purificacién y andlisis, pero de forma
automatica en donde sélo se evalué sélo una temperatura de induccién, 17°C. La cepa y medio
de cultivo fueron los mismos que para GFP y DprE1. En este caso, la Unica condicién en donde
se visualizé una banda correspondiente a MPK4 tras el corte con TEV fue para la construccion
con la fusidn con DsbC. Tratando de obtener una mayor cantidad de la proteina de interés y
validar los resultados, se realizd un escalado de esta condiciéon. Los resultados mostraron que
tras el corte con TEV, la gran mayoria de la proteina precipitaba. Al analizar la fusiéon entera
por gel filtracidn, se encontré que la misma presentaba un estado decamérico, lo que podria

ser utilizado para ensayos de cristalogénesis tras optimizar las etapas de purificacién.
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Todos estos resultados permitieron proponer, una herramienta que permite el facil clonado
del gen de interés en 12 vectores en simultaneo, para el analisis de expresion tanto en forma
manual como automdtica. Ademas, este es el primer reporte donde se muestran las
propiedades solubilizadoras de la proteina CelDnc y por ende su uso como proteina de fusion,

pudiendo ser Gtil para la expresidn de otras proteinas blanco.

Los resultados obtenidos en este primer capitulo de la Tesis de Doctorado fueron

recientemente publicados en la revista Frontiers in Microbiology.
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Recombinant protein expression has become an invaluable tool for academic and biotech-
nological projects. With the use of high-throughput screening technologies for soluble
protein production, uncountable target proteins have been produced in a soluble and
homogeneous state enabling the realization of further studies. Evaluation of hundreds
conditions requires the use of high-throughput cloning and screening methods. Here
we describe a new versatile vector suite dedicated to the expression improvement of
recombinant proteins (RP) with solubility problems. This vector suite allows the parallel
cloning of the same PCR product into the 12 different expression vectors evaluating protein
expression under different promoter strength, different fusion tags as well as different
solubility enhancer proteins. Additionally, we propose the use of a new fusion protein which
appears to be a useful solubility enhancer. Above all we propose in this work an economic
and useful vector suite to fast track the solubility of different RR. We also propose a new
solubility enhancer protein that can be included in the evaluation of the expression of RP

that are insoluble in classical expression conditions.

Keywords: recombinant proteins, solubility, expression, vector, cloning, high-throughput

INTRODUCTION

Recombinant protein production has become a routine practice
in many laboratories from academic to industrial fields. Several
hosts are available for protein production among them, Escherichia
coli has been by far the most widely used. Some advantages of
this host is the low cost, infrastructure of implementation, easy
handling, high yield production, and an ever increasing set of
tools and genetic information useful for the expression of chal-
lenging targets. Despite its importance and utility, recombinant
proteins (RP) not always are produced in a soluble and homo-
geneous state. For these “difficult to express” proteins, several
approaches have been developed in order to overcome the prob-
lems associated with insolubility. Some parameters that can affect
protein expression are: induction temperature, promoter strength,
use of specific E. coli strains, co-expression of molecular chap-
erones or biological partners and the use of different solubility
enhancer or fusion proteins (Correa and Oppezzo, 2011). In the
last decade, the advent of high-throughput screening methods
have facilitated the evaluation of hundreds of conditions gen-
erated from the combination of the mentioned parameters in
order to find one that gives a soluble protein (Vincentelli etal.,
2011; Vincentelli and Romier, 2013). However, to exploit all these
variables it is necessary to have a method for cloning the target
gene in many different vectors in a fast and simple manner. Sev-
eral techniques were recently generated to facilitate the cloning
of target genes in a parallel way, in which the same insert can
be introduced into different expression vectors simultaneously.
Among these methods are the Gateway technology [Invitrogen,
(Esposito etal., 2009)], In-Fusion technology, [Clontech, (Berrow

etal., 2007)], Ligase Independent Cloning, (Aslanidis and de
Jong, 1990), and Restriction Free Cloning, [RF cloning, (Unger
etal., 2010)]. With these methodologies, the use of restriction
endonucleases is avoided, so no special sequence requirements
are necessary enabling the development of high-throughput tech-
nologies for molecular cloning (Cabrita etal., 2006; Berrow etal.,
2007; Curiel etal., 2010; Unger etal., 2010; Luna-Vargas etal.,
2011).

In this work, we have modified two commonly used commercial
vectors (pET32a and pQES8OL, T7 and T5 promoters respectively)
for E. coli protein expression. We generated 12 different vectors
introducing the same sequence at the insertion site, and important
features for protein purification like N-terminal (His)e tag (Mur-
phy and Doyle, 2005), TEV cleavage site, and C-terminal StrepTag
II (Schmidtand Skerra, 2007), in order to set up a high-throughput
cloning and purification protocol. The cloning strategy used for
the development of the vectors as well as for cloning the target
genes on the entire suite is based in the “RF cloning methodology”
(Unger etal., 2010). The data reported here, describe the appli-
cation of an easy methodology to clone any target in 12 different
vectors with only two primers. In order to evaluate and find a
condition for soluble protein expression, different promoters and
solubility enhancer fusion proteins were included in these vec-
tors. Concerning protein solubility enhancers, the target gene can
be fused as a C-terminal partner with maltose binding protein
(MBP; Kapust and Waugh, 1999), thioredoxin A (Trx; LaVallie
etal., 2000), small ubiquitin-like modifier protein (SUMO; Mar-
blestone etal., 2006), disulfide bond isomerase C (DsbC; Nozach
etal., 2013), and Histag alone in a T5 or T7 promoter context.
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Finally, we propose a new fusion protein which appears to be
an efficient solubility enhancer for the RP with previous solubility
problems and is included in the vector suite. This solubility
enhancer corresponds to a truncated construct of the endoglu-
canase CelD (CelDnc) from Clostridium thermocellum. This is
a thermostable protein, highly expressed in E. coli system and
more interestingly, this molecule maintains a full activity even
in the presence of 8M Urea implying a very high stability of
its native structure (Chaffotte etal., 1992). All these character-
istics make CelDnc a good candidate to study the solubility
enhancing properties when fused a target protein. As a proof
of concept, we fused to CelDnc the decaprenylphosphoryl-f-D-
ribofuranose-2’-epimerase (DprE1) protein from Micobacterium
smegmatis (Neres etal.,, 2012) a difficult protein to express in
E. coli (<0.4 mg/l) and we successfully improved this expres-
sion obtaining high yields of soluble and functional monomeric
protein.

In summary, here we illustrate how to generate in any labora-
tory an economic and useful vector suite to fast track the solubility
of different RP targets and we propose a new solubility enhancer
protein that can be included in the evaluation of the expression of
RP that are insoluble in classical expression conditions.

RESULTS

CONSTRUCTION OF A NEW VECTOR SUITE

Aiming to achieve a fast and economical way to evaluate the
solubility of RP, we selected two commonly used expression vec-
tors pQE-80L (Qiagen) and pET-32a (Novagen) as the starter
plasmids for the suite generation thus giving rise to T5 or T7
based vectors. In order to provide a parallel cloning of the target
gene and an easy protein purification method, all the generated
vectors contain the same insertion site and antibiotic resistance
(ampicillin), an N-terminus His-Tag with the tobacco etch virus
(TEV) recognition site and a C-terminus strep-Tag II (Figure 1;
Table 1). In addition, we introduced several solubility enhanc-
ing proteins including MBP, Trx, DsbC, SUMO, and CelDnc, in

combination with the two promoters (T5 or T7). An extra ser-
ine residue was added after the TEV site to decrease steric effects
and improve cleavage. This can be avoided by not including it in
the forward primer. This extra codon also generates a BamHI
site at the beginning of the gene so it can be useful for anal-
ysis of clones or to do a restriction based method if preferred
(Figure 1).

VALIDATION OF THE NEW VECTOR SUITE

In order to evaluate the expression capabilities and functionality of
this new vector suite we selected green fluorescent protein (GFP)
as control protein and two “difficult to express” RP such as DprE1
and the MAP kinase 4 from Leishmania major (MPK4). All of
them were cloned into 12 different vectors and their expression
was evaluated. The results showed that all the GFP constructs were
produced soluble and at the expected molecular weight. Fractions
treated with TEV showed the correct cleavage and release of GFP
protein and fusion partner (Figure 2A). The construct DsbC-GFP
under the control of T7 promoter was the less productive when
working at 37°C. This was over-passed when the expression was
done at 17°C over night (ON) where an increment of cleaved
proteins was obtained in most of the cases (Figure 2A).

For the case of DprE1l constructs, we can see that despite a
correct growth and induction conditions in the culture, it was
not possible to obtain any expression of this RP when fused only
to a Histag. In contrast, fusion of DprEl with MBP, Sumo, Trx,
and CelDnc give a good soluble production and only low yields
account for the DsbC/DprE1 construct (Figure 2B; Table 2). Also,
there was an effect of the induction temperature and promoter
strength in protein expression where DprE1 was expressed with
higher yields at 37°C compared to 17°C and with the T5 pro-
moter compared with T7 for most of the cases. Interestingly, our
results suggested that DprE1 fused with CelDnc (in the condition
T5-37°C) appear to be one of the most overexpressed fused pro-
teins. For the case of DprE1/CelDnc in T7 at 17°C, there was no
cell growth. Finally, the treatment with TEV revealed that DprE1

T5/T7 = MRGS 6XHis GSSG .

AmpR

Trx

DsbC

CelDnc

il

FIGURE 1 | Schematic representation of vector suite. The generic module
with the different characteristics is shown. T5/T7, promoter type; AmpR, ampi-
cillin resistance; tobacco etch virus protease recognition site (TEV), 6xHis, His-

T5/T7 | MRGS = 6XHis = GSGS GSGS
GSGS P GSGS  WSHPQFEK*
Vs —— —_—

WSHPQFEK*

TEV StrepTagll

Froward generic sequence:
5-GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGATCC-GENE-3’

Reverse generic sequence:
5'-GAACTGCGGGTGGCTCCAGCTGCCGGATCC-GENE-3’

Tag; Sumo, Trx, DsbC, MBP and CelDnc are the different fusion proteins.
The generic sequences to add to the forward and reverse primers are indicated,
italic letters correspond to the BamHlI restriction site. * represent a stop codon.
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Table 1 | Primer list for vector generation, cloning, and sequencing.

Primer Sequence 5'-3' Characteristics
CelDwtNFor GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGATCCATGACCATGATTACGAATTCCCGG Cloning of CelDwt
CelDwtCRev GCTGCAGGTCGACGCCAAGATCCTTTTTTATATTGGTAATTTCTCGATTACCCT

CelDtruncNFor
CelDtruncCRev

GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGATCCTCGGGATTGATTGAGACCAAAGTG
GCTGCAGGTCGACGCCAAGATCCTTTTTTAAGCAGAATTATAGTTGACAAATCCGG

Cloning of CelDnc

Cloning of Rv3790

Insertion of CelDnc as a fusion partner

Insterion of a C-terminus strepTagll

Insertion of Sumo as a fusion partner

Insertion of TrxA as a fusion partner

Insertion of MBP as a fusion partner

Insertion of DsbC as a fusion partner

Transfer of the entire cassette to pET32a

vector

GFP cloning

MPK4 cloning

QE3790For GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGATCCATGGGCGCGGTACCCTCACTGACG
QE3790Rev GCTGCAGGTCGACGCCAAGATCCTTTTTTAGAGCAGTTGCAGGCGCCTGGCCATG
CelDInsFor ATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCACGGATCTTCGGGATTGATTGAGACCAAAGTGTC
CelDInsRev GGATCCCTGAAAATACAGGTTTTCCGATCCGCTACCAGCAGAATTATAGTTGACAAATC
strepCterFor TCCGACATGGCCAGGCGCCTGCAACTGCTCGGATCCGGCAGCTGGAGCCACCCGCAGTTC
strepCterRev TGGCTGCAGGTCGACGCCAAGATCCTTTTTTACTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAGCTG
SumoFor CATCACCATCACCATCACGGATCTTCGGGAATGTCGGACTCAGAAGTCAATCAAG
SumoRev CTGAAAATACAGGTTTTCCGATCCGCTACCATACGTAGCACCACCAATCTGTTC

TrxFor CATCACCATCACCATCACGGATCTTCGGGAATGAGCGATAAAATTATTCACCTG

TrxRev CTGAAAATACAGGTTTTCCGATCCGCTACCGGCCAGGTTAGCGTCGAGGAACTC

MBPFor CATCACCATCACCATCACGGATCTTCGGGAATGAAAACTGAAGAAGGTAAACTG
MBPRev CTGAAAATACAGGTTTTCCGATCCGCTACCATTAGTCTGCGCGTCTTTCAGGGC

DsbCFor CATCACCATCACCATCACGGATCTTCGGGAGATGACGCGGCAATTCAACAAACGTTAGCC
DsbCRev CTGAAAATACAGGTTTTCCGATCCGCTACCTTTACCGCTGGTCATTTTTTGGTGTTCGTC
T5T7For TTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCAC
T5T7Rev CAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTGCGGCTTGGCTGCAGGTCGACGC

GFPFor GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGATCCAGCAAAGGAGGAGAACTTTTC

GFPRev GAACTGCGGGTGGCTCCAGCTGCCGGATCCTCAAAGCTTTTTGTAGAGCTCATC
MPK4For GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGATCCATGGCTCAACTCGTCCCTTTAGC

MPK4Rev GAACTGCGGGTGGCTCCAGCTGCCGGATCCCTATTCGTTCAATTGTGAATGGG
MBPSeqFor CGCTGGCGCGAAAGCGGGTC

CelDSeqFor GTGCCCTGGAGCAGTGCCGC

MBP sequencing

CelD sequencing

RP fused with all these enhancers remains in a soluble state con-
firming an important improvement expression after usage of this
vector suite (Figure 2B).

Concerning MPK4 our results showed that of the 12 constructs
only 2 gave a band at the expected molecular weight. These cor-
respond to the construct pT7-DsbC-MPK4 and pT7-MBP-MPK4
(Figure 2C). In both cases TEV protease was able to cleave the
fusion but only in the pT7-DsbC-MPK4 constructs it was possible
to get a soluble protein after cleavage (Figure 2C, TEV treatment
section). In order to confirm this result and validate our suite
vector we proceed to perform a large scale purification with this
construct. Our results showed that after protein purification by
IMAC it is possible to obtain the DsbC-MPK4 fusion in a solu-
ble manner and with a yield of 6 mg/l (Figure 2D). Oligomeric
state analysis of the DsbC-MPK4 fusion, revealed that the eluted
peak is maintained as a soluble decameric oligomer with an appar-
ent molecular weight of around 650 kDa (Figure 2D). This result
was verified by dynamic light scattering (data not shown). Despite
the fact, a great part of the MPK4 protein precipitate after TEV

treatment, an interesting and scalable amount of this protein
remains in a soluble form (Figure 2D).

Altogether these results, underline the importance of this new
vector suite as an improved tool for the soluble expression of
DprE1 and MPK4 proteins and suggest that it can be very valuable
for the expression of other “difficult to express” RP.

USE OF ENDOGLUCONASE D VARIANT (CelDnc) FOR THE SOLUBLE
EXPRESSION OF DprE1 PROTEIN

After expressing the new construct (CelDnc), we found out that it
is expressed at high yields (>400 mg/l) in a soluble monomeric and
functional form which in turn maintains thermostable character-
istics as the entire version (Figures 3A,B). So, we wondered if this
extreme solubility and stability could help in the production and
folding of other target proteins. In this regard, we fused CelDnc
to the N-terminus of the protein DprEl. The results showed that
the fusion was successfully produced in a soluble manner and that
after TEV treatment and gel filtration purification it remains sol-
uble, monomeric and it was able to retain a FAD binding property
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FIGURE 2 | Protein production screening in the vector suite. Panels (A,B) the expected molecular weight. Construct names are provided over each gel
corresponds to the E-PAGE 96 acrylamide gels for the expression screening line. Solubility improvement with vector suite is indicated by arrows. (D)
of GFP and DprE1, respectively. The incubation with TEV protease for fusion Analytical size exclusion chromatography (SEC) of the IMAC purified fraction
cleavage is indicated with a +sign over the corresponding lines. Cleaved of DsbC-MPK4. Peaks at 7.6 and 8.4 ml correspond to the exclusion volume
target protein at the expected molecular weight (MW) is depicted. and the 600 kDa decameric form of DsbC-MPK4, respectively. The 12%
Additionally, induction temperatures are indicated over each panel. (C) SDS-PAGE shows the fusion protein obtained by IMAC purification and
Expression screening for MPK4 at 17°C using a Labchip GX Il (Caliper, USA) DsbC-MPK4 digested by TEV protease. The expected molecular weight of
microfluidic detection system. Arrows indicate the presence of a band with MPK4 (41.7 kDa) is indicated by an arrow.

Table 2 | Expression screening of DprE1 protein.

Construct name Fusion protein MW DprE1 fusions (kDa) Yield at 37°C (mg/I) Yield at 17°C (mg/I)

T5 promoter

pT5-DprE1 Only HisTag 53.7 0.4 0.2
pT5-Sumo-DprE1 Sumo 65.5 12.3 14.1
pT5-Trx-DprE1 Trx 65.8 14.8 10.4
pT5-DsbC-DprE1 DshC 774 6.2 4.7
pT5-MBP-DprE1 MBP 94.3 15.4 1.3
pT5-CelD-DprE1 CelDnc 114.8 19.5 12.8
T7 promoter
pT7-DprE1 Only HisTag 53.7 0.1 0.2
pT7-Sumo-DprE1 Sumo 65.5 11.6 10.1
pT7-Trx-DprE1 Trx 65.8 124 9.8
pT7-DsbC-DprE1 DsbC 774 8.1 3.9
pT7-MBP-DprE1 MBP 94.3 12.8 15.8
pT7-CelD-DprE1 CelDnc 114.8 19.2 ND

After purification by IMAC, concentration of the entire fusions and yield was determined at 280 nm taking into account the different extinction coefficients. The
expected molecular weight as well as construct name and characteristics are indicated.

Frontiers in Microbiology | Microbiotechnology, Ecotoxicology and Bioremediation February 2014 | Volume 5 | Article 67 | 4


http://www.frontiersin.org/Microbiotechnology,_Ecotoxicology_and_Bioremediation/
http://www.frontiersin.org/Microbiotechnology,_Ecotoxicology_and_Bioremediation/archive

Vectors for protein solubility screening

Correa etal.
A
CeD  CelD f
L - l181.8ml
1
00
B

ColDwt T =749°C

&

Cp (kca U’motefoC]
2 =

Celbne T =744°C

&

0
404
» o 2 @ & 10
Temperature (°C)
[od
mAU
2000 1 Pool TEV IMAC2 o
MW IMAC -!'<' F1 ! CelDn
1500 J .
-
1000 { 8 —
500 .
i
0 1

FIGURE 3 | Continued

FIGURE 3 | Continued

(A) Analysis of the purity and monomeric states of CelDwt (gray) and
CelDnc (black). SEC was performed in a Superdex 200 16/60 and protein
purity evaluated in a 10% SDS-PAGE. (B) Differential scanning calorimetry
(DSC) curves of CelDwt (top panel) and CelDnc (bottom panel). Determined
melting temperature (Tm) is indicated for each case. (C) Large scale
expression and purification of DprE1. DprE1 was fused to CelD, expressed,
and purified by IMAC. After TEV cleavage and second IMAC purification, the
monomeric state was confirmed by SEC in a Superdex 200 16/60. FAD
binding properties of DprE1 are confirmed by peaks at 360 nm (red) and
460 nm (pink). Purity of DprE1 (53.7 kDa) was evaluated by 12% SDS-PAGE.
CelDnc (61.1 kDa) was added as a control. Arrows indicates the retention
volume for BSA (66.5 kDa).

as expected for this protein (peaks at 360 and 460 nm; Figure 3C).
The final yield was of 7 mg/l which corresponds to more than 17
times improvement in soluble protein expression when compared
with no fusion (<0.4 mg/l). Moreover, the same experiment done
with MBP fusion resulted in a final yield for DprE1l of 2.8 mg/l
(data not shown), demonstrating the usefulness of CelDnc as a
solubility enhancer of RP.

These results suggest that the construct CelDnc is an interesting
new solubility enhancer that could be taken into account for the
expression screening of “difficult to express” RP.

DISCUSSION

Purified and soluble proteins are essential tools in academic, indus-
trial and medical areas. The knowledge of the molecular structure
of individual proteins allow addressing important questions about
the physiological function of these molecules, so as to know the
biochemical and regulatory pathways in which they are implicated.
However, a common scenario is that the first attempt for obtain-
ing soluble protein often fails, requiring the optimization of many
parameters increasing production costs and time. One of the stan-
dard procedures to circumvent this problem is to screen a series
of constructs to identify the optimal vector and culture conditions
able to produce enough soluble protein. This may also include the
expression of the full-length protein, mutated and/or truncated
variants, as well as specific domains of RP (Dahlroth etal., 2006;
Yumerefendi etal., 2010). Series of fusion partners may also be
investigated for their effects on driving enhanced expression or
their capacity to capture and purify the target protein quickly with
minimal impurities (Young etal., 2012).

In this work, we describe the generation of a vector suite com-
posed of 12 different expression vectors using the RF cloning
method. This suite engages the expression of the RP with strong
promoters such as T7 or T5, with N-terminus His-tag, a TEV
specific cleavage site and a C-terminus StrepTag IT as well as differ-
ent fusion proteins such as Sumo, Trx, DsbC, MBP, and CelDnc.
All these vectors contain the same site of insertion in order to
enable a parallel cloning for solubility screening and the posterior
large scale purification in a simple and general manner (IMAC
purification, TEV cleavage and dialysis, 2nd IMAC). The suite is
based on the commonly used pET and pQE vectors and presents
no major changes in expression or sequencing protocols. The
cloning strategy occurs in an insert-sequence independent man-
ner, with the additional advantage that no restriction site or extra
aminoacids are added to the N-terminus of the expressed pro-
tein after TEV cleavage, apart from the last glycine residue. As
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purification features we selected the use of the HisTag, because
it has demonstrated to be very versatile, cheap and to work
well in small and large scale purifications (Schafer etal., 2002;
Steen etal., 2006). Additionally, if the stop codon of the target
gene is omitted, an additional purification tag, the strepTag II is
expressed in the C-terminus of the target protein. This last can
be useful if degradation intermediates appear by coupling IMAC
purification with StrepTacting purification only a product with
an intact N- and C-terminus will be purified. Also the purifi-
cation via the StrepTag II showed to be very useful for proteins
that are expressed in low abundance where usually purification
by IMAC gives many contaminants from the host (Magnusdottir
etal., 2009). Finally the TEV site was chosen for protein cleav-
age as it has demonstrated to be very specific, work well at low
temperatures and can be produced in the laboratory with high
yield reducing production costs (van den Berg et al., 2006). More-
over, it was shown that the last residue of the cleavage site (Gly)
can be changed for all the other residues except for proline for
an expense in cleavage efficiency, so if a protein with a native N
terminus is needed it can be taken into account (Kapust etal.,
2002).

The suite was tested with GFP, and we found out that in all
cases there were expression and cleavage with TEV demonstrating
that all the vectors worked well. By using this suite of vectors the
high-throughput screening for soluble expression could be easily
achieved manually or automatically as it was demonstrated for the
expression of GFP, DprE1 and MPK4.

In order to challenge the vector suite proposed here we selected
two “difficult to express” RP like DprEl, and MPK4. For the first
protein evaluated (DprE1) the vector suite demonstrated that the
expression protein improved when the target protein was fused to
Sumo, Trx, DsbC, MBP, and CelDnc solubility enhancer proteins.
Among them the best results concerning solubility and quantities
of stable protein was achieved when DprE1 was fused to CelDnc
and subsequently cleaved by TEV. In the second case, only two out
of 12 conditions evaluated were able to express MPK4 in the sol-
uble fraction and only one (pT7-DsbC-MPK4 construct) remains
soluble after TEV cleavage. Interestingly, high yield of this fusion
construct remained as a decamer before TEV cleavage, so after
improving purification protocols (like the use of strepTag II or
ion exchange chromatography), the entire fusion can be used for
crystallization screenings.

Despite the fact that, many fusion proteins were evaluated, it
remains difficult to define a “universal fusion protein.” Differ-
ent options are commercially available (MBP, GST, Trx, DsbC,
NusA, etc), and several groups have found new proteins that can
be promising alternatives to obtain a soluble and homogeneous
recombinant protein (Chatterjee and Esposito, 2006; DelProposto
etal.,2009; Chengetal.,2010; Songetal.,2011) by fusing the target
gene. In this work, we evaluated the use of a novel fusion protein,
CelDnc that is thermostable (Tm: 71.4°C) and is expressed in mas-
sive amounts in E coli system. CelD is an endo-p-glucanase (EC
3.2.1.4) from C. thermocellum and is part of the cellulose degrad-
ing complex termed cellulosome composed of a large number of
individual enzymes (Kataeva etal., 1997).

When this protein was evaluated as a solubility fusion enhancer
for DprEl the results showed an increasing solubility performance

for this molecule compared with other classical fusion enhancers
like MBP. After expression and IMAC purification was done the
CelDnc fusion was soluble in large amounts. Moreover, DprE1 was
still soluble, monomeric and presented FAD binding properties
even after the proteolitical removal of CelDnc demonstrating the
utility of this fusion protein that can be taken into account when
solubility screening is performed.

In this work we propose a new vector suite and a new fusion
enhancer molecule with chances to improve the solubility of dif-
ferent RP. The vector suite proposed here allows the evaluation of
five different fusion proteins or only the HisTag in combination
with two different promoters, giving rise to 12 different constructs
for a single target gene. Altogether, our results suggest that this
expression system could be an interesting tool to improve solubility
problems of RP.

Moreover, the screening protocol can be further improved. In
the present work we used Rosetta cells for the screening of RP
production. Different E. coli strains can be evaluated in parallel
like the use of strains for disulfide bond formation (Shuffle, New
Engalnd Biolabs), reduced mRNA degradation (BL21 Star, Invit-
rogen) among others. Also, the co-expression of chaperones or
molecular partners can be included if they are in a vector compat-
ible with a ColEl replication origin. By the complementation of
such variables with the vector suite, a great number of conditions
can be screened, increasing the chances of finding the optimal
context for target protein production.

It was shown that the sequence at the translation initiation
region (TIR) can have a detrimental effect in protein production
due to the generation of secondary structures in the messenger
RNA that can hamper the translation by the ribosome complex.
In this regard a predictive method was developed for designing
synthetic ribosome binding sites (RBS) that can minimize the
formation of secondary structures at RNA level, so increasing
the translation rate (Salis etal., 2009; Salis, 2011). Because the
nucleotide sequence from +1 to 425 is the same in all vectors,
a new RBS can be designed and introduced into the entire suite
increasing translation rates.

Finally, despite the cloning of target genes into the suite was
very efficient, false positives were found in some cases. This
can be improved, for example, if a toxic gene like the toxin
CcdB of type II toxin-antitoxin system is added at the insertion
site.

Despite the fact that, more proteins should be tested in this
vector suite and that there is no magic formula able to ensure the
solubility of different proteins, this could be a useful and economic
model to fast track the soluble expression of the RP.

MATERIALS AND METHODS

GENERATION OF THE VECTOR SUITE

For the generation of the vector suite we used a modified version of
the pQE80L (Qiagen) as the starter plasmid, that contained a TEV
cleavage site after the Histag separated by a GSGS linker (pQESOL-
TEV). In a first step we cloned the gene DprEl1 into this vector and
added the different modules for the vector suite (linkers, strepTag
and different fusion proteins) thus generating the T5 series. Then
the entire constructs were cloned into the vector pET32a in order
to generate the T7 series.
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All PCR were done using Phusion polymerase (Finnzymes).
For the amplification of the fragments (megaprimer generation)
conditions were 30 s at 98°C and 28 cycles of 98°C for 10 s, 59°C
for 1 min and 72°C for 1 min with a final extension step at 72°C
for 5 min and PCR products were purified by agarose gel. The
generated megaprimers contained 30 bp in both ends that overlaps
with the insertion site in the destination vectors. The integration
into the vectors was done by RF cloning (Unger etal., 2010) and
the RF reaction was as follows: 30 s at 98°C and 30 cycles of 98°C
for 10 s, 60°C for 1 min and 72°C for 5 min with a final extension
step at 72°C for 7 min. For RF reactions 120 ng of megaprimers
and 30 ng destination vector were used. 20 il were digested with
2 wl Fast Digest Dpnl (Thermo) for 15 min at 37°C in order to
remove parental plasmid, and 5 Ll were used to transform 50 pl
of competent DH5a E. coli cells. Positive clones were confirmed
by colony PCR by using Taq polymerase (Invitrogen) with the
same primers used for megaprimer generation. Colony PCR was
as follows, 95°C for 3 min, 25 cycles of 95°C for 30's, 60°C for 30 s
and 72°C for 2 min followed by a final extension step at 72°C for
5 min. Positive colonies were selected for plasmid extraction and
confirmed by sequencing.

The gene for DprE1 was amplified from M. smegmatis genomic
DNA using the primers QE3790For and QE3790Rev for the
generation of the megaprimer (Table 1). The product was
cloned into the vector pQES8OL-TEV by RF cloning to gener-
ate the construct pDprEl. The genes coding for CelDwt or
the truncated version CelDnc (residues 32-577), were ampli-
fied from the plasmid pCT603 (Chaffotte etal., 1992) with the
primers CelDwtNFor and CelDwtCRev for CelDwt and primers
CelDtruncNFor and CelDtruncCRev for CelDnc (Table 1) and
cloned by RF in the same vector to generate the constructs pCelD
and pCelDnc. The construct pDprEl was used for the inser-
tion of CelDnc in the 5" of DprEl (between the HisTag and
the GSGS linker, Figure 1). CelDnc was amplified from the
pCelDnc construct using primers CelDInsFor and CelDInsRev.
The forward primer was designed also to add a GSSG linker
to separate the HisTag from the fusion partner generating the
construct pCelD-DprEl. The generated constructs (pDprEl and
pCelD-DprEl) were then used to add the last module of the vec-
tor, the C-terminal strepTag II. The strepTag II was inserted at
the C-terminus separated by a GSGS linker with primers strepC-
terFor and strepCterRev (Table 1) for the generation of the
vector pT5-DprE1 (HisTag alone) and pT5-CelD-DprE1 (CelDnc
fusion). The primers anneal each other, so they were used with-
out addition of DNA for the generation of the megaprimer. The
generated pT5-CelD-DprEl vector was then used for the inser-
tion and replacement of CelDnc by other fusion partners. In
this regard the primers SumoFor and SumoRev; TrxFor, and
TrxRev; MBPFor and MBPRev and DsbCFor and DsbCRev were
used for the insertion of Sumo, TrxA, MBP, and DsbC, respec-
tively, (Table 1). The genes were amplified from Saccharomyces
cerevisiae for Sumo, pET32a (Novagen) for TrxA, pMAL (New
England Biolabs) for MBP; and E. coli genome for DsbC. By
this way, the T5 vector series was completed. All 6 vectors were
confirmed by sequencing with the QEFor and QERev plasmid
primers. For the case of MBP and CelDnc constructs internal
primers were also used in order to cover the entire sequence.

The last step was to transfer the modules into a T7 context.
To do this, we selected the pET32a (Novagen) as a destination
vectoramplifying the entire cassette from T5 series (from MRGS-
HisTag up to the strepTag II for the different fusions) with the
primers T5T7For and T5T7Rev and replacing the expression cas-
sette of the pET32a vector. The generated megaprimers were
used for the RF reactions. By this way the vector suite was com-
pleted containing the gene DprE1 in all 12 vectors for expression
screening.

CLONING OF GFP AND MPK4 INTO THE SUITE OF VECTORS

Leishmania major MPK4 gene was amplified with primers
MPK4For and MPK4Rev from a pGem vector containing the gene.
GFP was amplified with primers GFPFor and GFPRev from a pET
vector containing a GFP variant that is well expressed in E. coli
(Waldo etal., 1999).

The 12 vectors were added to 12 different PCR tubes, and the
amplified products were used as megaprimers for the RF reaction
using the HF buffer from Phusion polymerase. After digestion of
20 pl PCR products with 2 ul Dpnl, chemical competent cells
were transformed with 5 L1 RF reaction in a PCR machine with
the following program: 30 min at 4°C, 45 s at 42°C, 3 min at 4°C,
addition of 100 pl of LB, 1 h at 37°C, and plating of 100 pl in
agar plates containing ampicillin. Four colonies for each construct
were selected and confirmed by colony PCR and sequenced. After
the analysis we found out that in most cases all were positive (or
at least three of four were positive) giving a percentage of success
of more than 80%.

EXPRESSION SCREENING OF GFP AND DprE1

Chemocompetent Rosetta-pLysS cells were transformed with
5 pl of purified plasmids as described above and then incu-
bated in a shaker ON at 37°C in 1 ml of LB with chloram-
phenicol and ampicillin in a 96 x deep-well plate. 100 pl of
ON culture were used to inoculate 4 ml of Terrific Broth in
24 x deep-well plates by duplicate. Cultures were incubated at
37°C until D.O.gpp reached 1.0-1.2. At that moment one plate
was induced with 1 mM IPTG and left at 37°C for 4 h. The
other 24 deep-well was incubated at 17°C for 15 min to cool-
ing it and then induced with 1 mM IPTG ON at the same
temperature. After induction time was reached, cells were har-
vested, resuspended in 1 ml lysis buffer (50 mM Tris pH 8.0;
300 mM NaCl, 10 mM imidazol, 0.5 mg/ml lysozyme) and
frozen at —80°C. After thawing cells, 10 units of DNase I and
10 pl of 2M MgSO, were added and incubated with shaking
for 20 min at 20°C. Then 200 pl of Nickel beads (Qiagen)
equilibrated in binding buffer (50 mM Tris pH 8.0; 300 mM
NaCl, 10 mM imidazol) were added to cell extracts and incu-
bated for 15 min at 20°C. Cell extracts were then transferred
to a 96x-well filter plate assembled in a vacuum device, and
bound protein was washed with 2 ml of binding buffer. An
additional wash step was done with 2 ml of binding buffer
containing 50 mM imidazol. Elution was done with 160 pl of
elution buffer [50 mM Tris pH 8.0; 300 mM NaCl, 500 mM
imidazol; for a detailed protocol, see (Saez and Vincentelli,
2013)]. Eluates were divided in two groups for evaluation of
uncleaved protein and assessment of TEV cleavage ON at 18°C.
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Samples were then loaded into an E-PAGE 96 acrylamide gel
(Invitrogen).

EXPRESSION SCREENING OF MPK4

Expression screening and purification of MPK4 constructs was
made in a similar way than for GFP and DprEl but only 17°C of
induction was evaluated. Purification steps were the same but the
pipeting scheme was done automatically by using a TECAN Free-
dom EVO®200. Expression analysis was done also automatically
by using a Labchip GX II (Caliper, USA) microfluidic detection
system.

LARGE SCALE EXPRESSION AND PURIFICATION OF DshC-MPK4
DsbC-MPK4 was expressed in Terrific Broth (TB) supplemented
with ampicillin and chloramphenicol and induction was done at
D.Oggp: 1.2 ON at 17°Cwith 1 mM IPTG. Pellets were resuspended
in lysis buffer and frozen at —80°C. After thawing, the pellets were
sonicated and centrifugated at 15.000 x g. Soluble fraction was
injected in a 1 ml IMAC column (GE Healthcare) equilibrated in
binding buffer. Elution was done in a linear gradient of 5-100% B
in 10 column volumes (CV) with elution buffer. Purified protein
was cleaved with TEV protease in a 1:30 protein:enzyme ratio and
dialyzed against cleavage buffer (50 mM Tris pH 8.0; 150 mM NaCl,
1 mM DTT) ON at 8°C. Sample was filtered through 0.22 pm to
remove precipitates, and analyzed by SDS-PAGE.

EXPRESSION AND PURIFICATION OF CelD AND CelDnc

Production of CelD and CelDnc was done in M15pREP4 from the
constructs pCelD and pCelDnc, respectively, in 1 1 2YT supple-
mented with ampicillin and kanamycin, and induced with 1 mM
IPTG at D.O. 1.0 ON at 37°C. IMAC was done like for the case of
DsbC-MPK4 but using a 5 ml column and only half of the soluble
fraction was used. TEV cleavage was done as before and desalted in
order to remove imidazole. The reaction was injected in a second
IMAC under same conditions as above and the flow through con-
taining the cleaved protein was injected in a Superdex 200 16/60
(GE Healthcare) equilibrated with buffer 40 mM Tris pH 7.7.

DSC ANALYSIS OF CelD AND CelDnc

Differential scanning calorimetry (DSC) experiments were carried
out in PBS, in a VP-DSC instrument (Microcal, Northampton,
MA, USA) and data analyzed with the software supplied with the
equipment. The temperature was increased at 1°C per minute
from 30 to 80°C, and proteins were added at concentration of
1 mg/ml for CelD and CelDnc.

LARGE SCALE EXPRESSION AND PURIFICATION OF pT5-DprE1,
pT5-CelD-DprE1 AND pT5-MBP-DprE1

Induction of p5DprEl, p5CelDnc-DprEl and psSMBP-DprEl were
done in M15pREP4 with 1 mM IPTG in 112YT supplemented with
ampicillin (100 pg/ml), kanamycin (50 pg/ml) and 15 uM FAD at
D.O.:1.0-1.2 during 4 h at 37°C. Cells were harvested, resuspended
in lysis buffer and frozen at —80°C. After thawing the cells, were
lysed and protein purified as before. Purified protein was cleaved
with TEV in a 1:30 ratio, and dialysed against cleavage buffer. The
product was then purified by a second IMAC and injected in a
Superdex 200 16/60 equilibrated with buffer 25 mM Tris pH 8.0;
150 mM NaCl.

ACKNOWLEDGMENTS

This work was partially funded by FOCEM (MERCOSUR Struc-
tural Convergence Fund), COF 03/11 and CYTED Program.
Agustin Correa was supported by a doctoral program of the Agen-
cia Nacional de Investigacién e Innovacién, Uruguay. We wish to
thank Dr. Trajtemberg and Sofia Horjales from the Crystallogra-
phy Unit (PXF) of the Institut Pasteur de Montevideo for giving the
plasmid pQE80OL-TEV and pGem-MPK4 and Mrs. Natalia Lépez
for helpful secretarial assistance.

REFERENCES

Aslanidis, C., and de Jong, P. J. (1990). Ligation-independent cloning of PCR
products (LIC-PCR). Nucleic Acids Res. 18, 6069—-6074. doi: 10.1093/nar/18.
20.6069

Berrow, N. S., Alderton, D., Sainsbury, S., Nettleship, J., Assenberg, R., Rahman,
N., etal. (2007). A versatile ligation-independent cloning method suitable for
high-throughput expression screening applications. Nucleic Acids Res. 35, e45.
doi: 10.1093/nar/gkm047

Cabrita, L. D., Dai, W., and Bottomley, S. P. (2006). A family of E. coli expression
vectors for laboratory scale and high throughput soluble protein production.
BMC Biotechnol. 6:12. doi: 10.1186/1472-6750-6—12

Chaffotte, A. E, Guillou, Y., and Goldberg, M. E. (1992). Inclusion bodies of the
thermophilic endoglucanase D from Clostridium thermocellum are made of native
enzyme that resists 8 M urea. Eur. J. Biochem. 205, 369-373. doi: 10.1111/j.1432-
1033.1992.tb16789.x

Chatterjee, D. K., and Esposito, D. (2006). Enhanced soluble protein expres-
sion using two new fusion tags. Protein Expr. Purif. 46, 122-129. doi:
10.1016/j.pep.2005.07.028

Cheng, Y., Gu, J., Wang, H. G, Yu, S., Liu, Y. Q., Ning, Y. L., etal. (2010). EspA
is a novel fusion partner for expression of foreign proteins in Escherichia coli.
J. Biotechnol. 150, 380-388. doi: 10.1016/j.jbiotec.2010.09.940

Correa, A., and Oppezzo, P. (2011). Tuning different expression parameters to
achieve soluble recombinant proteins in E. coli: advantages of high-throughput
screening. Biotechnol. J. 6,715-730. doi: 10.1002/biot.201100025

Curiel, J. A., De Las Rivas, B., Mancheno, J. M., and Munoz, R. (2010). The pURI
family of expression vectors: a versatile set of ligation independent cloning plas-
mids for producing recombinant His-fusion proteins. Protein Expr. Purif. 76,
44-53. doi: 10.1016/j.pep.2010.10.013

Dahlroth, S. L., Nordlund, P, and Cornvik, T. (2006). Colony filtration blotting
for screening soluble expression in Escherichia coli. Nat. Protoc. 1, 253-258. doi:
10.1038/nprot.2006.39

DelProposto, J., Majmudar, C. Y., Smith, J. L., and Brown, W. C. (2009). Mocr:
a novel fusion tag for enhancing solubility that is compatible with structural
biology applications. Protein Expr. Purif. 63, 40-49. doi: 10.1016/j.pep.2008.
08.011

Esposito, D., Garvey, L. A., and Chakiath, C. S. (2009). Gateway cloning for
protein expression. Methods Mol. Biol. 498, 31-54. doi: 10.1007/978-1-597
45-196-3_3

Kapust, R. B., Tozser, J., Copeland, T. D., and Waugh, D. S. (2002). The P1’ specificity
of tobacco etch virus protease. Biochem. Biophys. Res. Commun. 294, 949-955.
doi: 10.1016/S0006-291X(02)00574-0

Kapust, R. B., and Waugh, D. S. (1999). Escherichia coli maltose-binding protein is
uncommonly effective at promoting the solubility of polypeptides to which it is
fused. Protein Sci. 8, 1668—1674. doi: 10.1110/ps.8.8.1668

Kataeva, I, Guglielmi, G., and Beguin, P. (1997). Interaction between Clostrid-
ium thermocellum endoglucanase CelD and polypeptides derived from the
cellulosome-integrating protein CipA: stoichiometry and cellulolytic activity of
the complexes. Biochem. J. 326 (Pt 2), 617-624.

LaVallie, E. R., Lu, Z., Diblasio-Smith, E. A., Collins-Racie, L. A., and McCoy, J. M.
(2000). Thioredoxin as a fusion partner for production of soluble recombinant
proteins in Escherichia coli. Methods Enzymol. 326, 322—340. doi: 10.1016/S0076-
6879(00)26063-1

Luna-Vargas, M. P.,, Christodoulou, E., Alfieri, A., Van Dijk, W. J., Stadnik, M.,
Hibbert, R. G., etal. (2011). Enabling high-throughput ligation-independent
cloning and protein expression for the family of ubiquitin specific proteases.
J. Struct. Biol. 175, 113-119. doi: 10.1016/j.jsb.2011.03.017

Frontiers in Microbiology | Microbiotechnology, Ecotoxicology and Bioremediation

February 2014 | Volume 5 | Article 67 | 8


http://www.frontiersin.org/Microbiotechnology,_Ecotoxicology_and_Bioremediation/
http://www.frontiersin.org/Microbiotechnology,_Ecotoxicology_and_Bioremediation/archive

Correa etal.

Vectors for protein solubility screening

Magnusdottir, A., Johansson, I., Dahlgren, L. G., Nordlund, P, and Berglund,
H. (2009). Enabling IMAC purification of low abundance recombinant pro-
teins from E. coli lysates. Nat. Methods 6, 477-478. doi: 10.1038/nmeth0
709-477

Marblestone, J. G., Edavettal, S. C., Lim, Y., Lim, P., Zuo, X., and Butt, T. R. (2006).
Comparison of SUMO fusion technology with traditional gene fusion systems:
enhanced expression and solubility with SUMO. Protein Sci. 15, 182-189. doi:
10.1110/ps.051812706

Murphy, M. B., and Doyle, S. A. (2005). High-throughput purification of
hexahistidine-tagged proteins expressed in E. coli. Methods Mol. Biol. 310,
123-130. doi: 10.1007/978-1-59259-948-6_9

Neres, J., Pojer, F, Molteni, E., Chiarelli L. R, Dhar, N., Boy-Rottger, S.,
etal. (2012). Structural basis for benzothiazinone-mediated killing of Mycobac-
terium tuberculosis. Sci. Transl. Med. 4, 150ral21. doi: 10.1126/scitranslmed.30
04395

Nozach, H., Fruchart-Gaillard, C., Fenaille, E,, Beau, F., Ramos, O. H., Douzi, B.,
etal. (2013). High throughput screening identifies disulfide isomerase DsbC as a
very efficient partner for recombinant expression of small disulfide-rich proteins
in E. coli. Microb. Cell Fact. 12, 37. doi: 10.1186/1475-2859-12-37

Saez, N. J., and Vincentelli, R. (2013). High-throughput expression screening and
purification of recombinant proteins in E. coli. Methods Mol. Biol. 1091, 33-53.
doi: 10.1007/978-1-62703-691-7_3

Salis, H. M. (2011). The ribosome binding site calculator. Methods Enzymol. 498,
19-42. doi: 10.1016/B978-0-12-385120-8.00002—4

Salis, H. M., Mirsky, E. A., and Voigt, C. A. (2009). Automated design of synthetic
ribosome binding sites to control protein expression. Nat. Biotechnol. 27, 946—
950. doi: 10.1038/nbt.1568

Schafer, F, Romer, U., Emmerlich, M., Blumer, J., Lubenow, H., and Steinert,
K. (2002). Automated high-throughput purification of 6xHis-tagged proteins.
J. Biomol. Tech. 13, 131-142.

Schmidt, T. G., and Skerra, A. (2007). The Strep-tag system for one-step purification
and high-affinity detection or capturing of proteins. Nat. Protoc. 2, 1528-1535.
doi: 10.1038/nprot.2007.209

Song, J. A., Lee, D. S., Park, J. S,, Han, K. Y,, and Lee, J. (2011). A novel
Escherichia coli solubility enhancer protein for fusion expression of aggregation-
prone heterologous proteins. Enzyme Microb. Technol. 49, 124-130. doi:
10.1016/j.enzmictec.2011.04.013

Steen, J., Uhlen, M., Hober, S., and Ottosson, J. (2006). High-throughput protein
purification using an automated set-up for high-yield affinity chromatography.
Protein Expr. Purif. 46, 173-178. doi: 10.1016/j.pep.2005.12.010

Unger, T., Jacobovitch, Y., Dantes, A., Bernheim, R., and Peleg, Y. (2010). Applica-
tions of the restriction free (RF) cloning procedure for molecular manipulations
and protein expression. J. Struct. Biol. 172, 34—44. doi: 10.1016/].jsb.2010.06.016

van den Berg, S., Lofdahl, P. A., Hard, T., and Berglund, H. (2006). Improved
solubility of TEV protease by directed evolution. J. Biotechnol. 121, 291-298. doi:
10.1016/j.jbiotec.2005.08.006

Vincentelli, R., Cimino, A., Geerlof, A., Kubo, A., Satou, Y., and Cambillau, C. (2011).
High-throughput protein expression screening and purification in Escherichia
coli. Methods 55, 65—72. doi: 10.1016/j.ymeth.2011.08.010

Vincentelli, R., and Romier, C. (2013). Expression in Escherichia coli: becom-
ing faster and more complex. Curr. Opin. Struct. Biol. 23, 326-334. doi:
10.1016/j.sb1.2013.01.006

Waldo, G. S., Standish, B. M., Berendzen, J., and Terwilliger, T. C. (1999). Rapid
protein-folding assay using green fluorescent protein. Nat. Biotechnol. 17, 691—
695. doi: 10.1038/10904

Young, C. L., Britton, Z. T., and Robinson, A. S. (2012). Recombinant protein
expression and purification: a comprehensive review of affinity tags and microbial
applications. Biotechnol. J. 7, 620-634. doi: 10.1002/biot.201100155

Yumerefendi, H., Tarendeau, F, Mas, P. J., and Hart, D. J. (2010). ESPRIT:
an automated, library-based method for mapping and soluble expression of
protein domains from challenging targets. J. Struct. Biol. 172, 66-74. doi:
10.1016/j.jsb.2010.02.021

Conflict of Interest Statement: The authors declare that the research was conducted
in the absence of any commercial or financial relationships that could be construed
as a potential conflict of interest.

Received: 21 December 2013; paper pending published: 13 January 2014; accepted: 05
February 2014; published online: 25 February 2014.

Citation: Correa A, Ortega C, Obal G, Alzari P, Vincentelli R and Oppezzo P (2014)
Generation of a vector suite for protein solubility screening. Front. Microbiol. 5:67. doi:
10.3389/fimicb.2014.00067

This article was submitted to Microbiotechnology, Ecotoxicology and Bioremediation,
a section of the journal Frontiers in Microbiology.

Copyright © 2014 Correa, Ortega, Obal, Alzari, Vincentelli and Oppezzo. This is an
open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution
License (CC BY). The use, distribution or reproduction in other forums is permitted,
provided the original author(s) or licensor are credited and that the original publica-
tion in this journal is cited, in accordance with accepted academic practice. No use,
distribution or reproduction is permitted which does not comply with these terms.

www.frontiersin.org

February 2014 | Volume 5 | Article 67 | 9


http://dx.doi.org/10.3389/fmicb.2014.00067
http://dx.doi.org/10.3389/fmicb.2014.00067
http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
http://www.frontiersin.org/
http://www.frontiersin.org/Microbiotechnology,_Ecotoxicology_and_Bioremediation/archive

2. Aplicacion y caracterizacion de una nueva libreria de Afitinas
como inhibidores enzimaticos de glicosidasas.
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La generacion de inhibidores enzimaticos es de gran importancia no sélo para la investigacion
basica sino también para el desarrollo de aplicaciones biomédicas. En este sentido, el uso de
pequefias moléculas ha tenido éxito en el tratamiento contra diversos tipos de cancer como en
el caso de inhibidores de varias tirosina quinasas o de la polimerasa poly(ADP-
ribosa)polimerasa (PARP) (7). Sin embargo, estas moléculas pueden también inhibir otras
enzimas relacionadas funcionalmente a la proteina blanco, que poseen sitios activos
estructuralmente similares y que estdn presentes en el mismo organismo llevando a una
promiscuidad de clase y por ende limitando sus aplicaciones. Este es por ejemplo el caso de las
glicésido hidrolasas o glicosidasas, proteinas que han evolucionado de un ancestro comun
dando lugar a especificidades funcionales diferentes pero que presentan mecanismos
cataliticos y sitios activos similares, haciendo dificil su inhibicion especifica (267). Las
glicosidasas estdn implicadas en varios desdrdenes metabdlicos y enfermedades humanas
como ser la diabetes de tipo 2, la enfermedad de Gaucher, el cancer y el asma (227, 268-270).
Debido a las similitudes estructurales entre las diferentes glicosidasas, pocos inhibidores utiles
para terapias basados en pequefias moléculas han sido desarrollados contra estas enzimas

(271).

En este sentido el uso de inhibidores proteicos como alternativa a las pequefias moléculas
puede ser una estrategia interesante, ya que al ofrecer superficies de unidn mas extensas,
pueden presentar mayor especificidad al reconocer también residuos en las cercanias de los
sitios activos que no estén conservados. Moléculas como ser los AcMo pueden ser una opcidn
valida con dichos fines, sin embargo se ha hallado que no es comun que reconozcan superficies
concavas (10) como las tipicamente encontradas en los sitios activos de las glicosidasas (267).
Es asi que el uso de proteinas de unién diferentes a los anticuerpos puede ser una alternativa
muy interesante para inhibir este tipo de enzimas. Ademas, una estrategia conveniente y
general puede ser la de desarrollar inhibidores, que a partir de un mismo plagado proteico o
scaffold, puedan reconocer diferentes topologias estructurales al unir y cubrir superficies

planas, o reconocer y penetrar en sitios activos profundos.

De esta manera es que explotamos la plasticidad y estabilidad de las proteinas de union
conocidas como afitinas, derivadas de la proteina de 7 kDa Sac7d de la arquea Sulfolobus
acidocaldarius. Para lograr obtener proteinas de unién que puedan reconocer y unir topologias
diferentes en una proteina, es que se utilizé ademas de la libreria ya descripta (L1 y L2) para las
afitinas (11, 192), una libreria con un nuevo disefio (L3 y L4) donde el loop 2 que conecta las
hebras B 3 y 4 de Sac7d se extendié con 4 residuos aleatorios. Mientras en el caso de L1, la

superficie de unién esta compuesta por 14 sitios aleatorios formando una superficie plana, L2
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posee 10 sitios aleatorios formando una superficie plana con un loop (192). Como prueba de
concepto de que con ambas librerias, diferentes topologias pueden ser reconocidas y que son
capaces ademas, de reconocer de forma especifica glicosidasas, es que se seleccionaron
afitinas mediante ribosome display (RD) contra la endo-glicosidasa CelD de C. thermocellum
(EC 3.2.1.4). También se analizé la afitina previamente obtenida contra la endo-glicosidasa
lisozima, de huevo de gallina (EC 3.2.1.17) (12). Estas glicosidasas ademas tienen la ventaja que
se expresan facilmente o estan accesibles comercialmente, son propensas a cristalizar y para el
caso de CelD es activa incluso a 60°C, permitiéndonos evaluar la unién/inhibicién a distintas

temperaturas y aumentando las probabilidades de éxito para estudios estructurales.

Luego de realizar 4 rondas de RD contra CelD, se observé enriquecimiento Unicamente para la
libreria conteniendo el loop randomizado. Si bien con la libreria sin el loop se continud hasta la
sexta ronda, no se observd enriquecimiento de proteinas de unidn. De esta forma fueron
aislados clones provenientes de la nueva libreria obteniéndose 16 secuencias Unicas, donde se
vio un motivo conservado dentro del loop, Leu-Thr/Ser-Lys excepto por la afitina H3 donde la
Leu esta cambiada a Asn y la Lys a Arg. Se seleccionaron las afitinas H3 y E12 para hacer una
produccién a mayor escala (1 It). Al analizar la actividad de CelD en presencia de cada una de
las 2 afitinas, se observo inhibicion de la actividad de CelD, incluso a 60°C. Utilizando la afitina
obtenida contra la lisozima (H4), también se evalud si ademds de unir a esta, era capaz de
inhibir a la enzima, encontrandose inhibicién de la lisozima. Se determind la Ki para H4 y dos
de las afitinas anti-CelD (E12 y H3), determinandose que eran inhibidores potentes con una Ki
de 45, 95 y 111 nM respectivamente. Las estabilidades térmicas de las 3 afitinas se
determinaron mediante DSC (Calorimetria de barrido diferencial) encontrandose que las tres
afitinas son termostables con una temperatura de fusidon o desnaturalizacidon entre 67-81°C.
Las afinidades de unién fueron determinadas mediante ITC (Calorimetria isotérmica de
titulacién), mostrando un modo de unién simple 1:1, con una afinidad de 11, 48 y 98 nM para
H4, H3 y E12 respectivamente. Mas aln para las afitinas anti-CelD también se determino la
afinidad por ITC a 60°C, donde no se observaron cambios importantes en las mismas. Esto
muestra que si bien las selecciones fueron realizadas a 4°C, es posible obtener afitinas capaces
de unir/inhibir sus blancos en un amplio rango de temperaturas. Mediante ELISA e ITC, se
evalud la reaccidon cruzada entre las afitinas y las dos glicosidasas en estudio encontrandose

gue estas unian especificamente al blanco para el que fueron seleccionadas.

Para realizar estudios estructurales con los diferentes complejos afitina-glicosidasa se realizd
un cribado de 384 condiciones de cristalizacién para los complejos H4-lisozima y H3-CelD. Se

obtuvieron cristales para los 2 complejos y se determinaron las correspondientes estructuras
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tridimensionales a alta resolucién (1.5 y 1.6 A para H4-lisozima y H3-CelD respectivamente). La
condicién de cristalizacion para el complejo H3-CelD se utiliz6 como punto de partida para
cristalizar el complejo E12-CelD en condiciones similares. De esta forma se logré obtener la
estructura de E12-CelD a 1.1 A de resolucién. Estos datos representan las primeras estructuras
obtenidas para complejos entre afitinas y proteinas blanco. El analisis estructural demostrd
que, para el caso de las afitinas anti-CelD, el loop randomizado es el principal responsable de la
interaccion dado que penetra en la cavidad del sitio activo de CelD e interacciona con residuos
cataliticamente importantes, impidiendo el acceso del sustrato. En el caso H4-lisozima, el
modo de unidén es diferente, con una interface relativamente plana que bloquea el sitio activo

de la glicosidasa.

De esta manera, se logré obtener afitinas termostables que unen con alta afinidad vy
especificidad las dos glicosidasas, inhibiéndolas de forma potente mediante modos de
interaccion diferentes. Mas aun, para el caso de CelD se determind un efecto inhibitorio
incluso a una temperatura 15 veces mayor a la que fueron seleccionadas las afitinas
confirmando su versatilidad. Finalmente, el nuevo disefio de librerias mostré ser muy util para
la unién de enzimas con cavidades profundas ya que sdlo se obtuvieron afitinas que inhibian a
CelD, sin haber hecho una seleccién especifica para ello. Probablemente esto no sea un caso
fortuito, lo que puede indicar que este tipo de disefio tenga cierta tendencia a interaccionar

con superficies cdncavas.

Esta segunda etapa de la Tesis culmind con el articulo recientemente aceptado en la revista
Plos One en donde se propone que las afitinas pueden ser seleccionadas como inhibidores
enzimaticos especificos no sélo contra glicosidasas sino posiblemente contra otros tipos de

enzimas en general.
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Abstract

Glycosidases are associated with various human diseases. The development of efficient and specific inhibitors may provide
powerful tools to modulate their activity. However, achieving high selectivity is a major challenge given that glycosidases
with different functions can have similar enzymatic mechanisms and active-site architectures. As an alternative approach to
small-chemical compounds, proteinaceous inhibitors might provide a better specificity by involving a larger surface area of
interaction. We report here the design and characterization of proteinaceous inhibitors that specifically target
endoglycosidases representative of the two major mechanistic classes; retaining and inverting glycosidases. These
inhibitors consist of artificial affinity proteins, Affitins, selected against the thermophilic CelD from Clostridium thermocellum
and lysozyme from hen egg. They were obtained from libraries of Sac7d variants, which involve either the randomization of
a surface or the randomization of a surface and an artificially-extended loop. Glycosidase binders exhibited affinities in the
nanomolar range with no cross-recognition, with efficient inhibition of lysozyme (Ki=45 nM) and CelD (Ki=95 and 111 nM),
high expression yields in Escherichia coli, solubility, and thermal stabilities up to 81.1°C. The crystal structures of glycosidase-
Affitin complexes validate our library designs. We observed that Affitins prevented substrate access by two modes of
binding; covering or penetrating the catalytic site via the extended loop. In addition, Affitins formed salt-bridges with
residues essential for enzymatic activity. These results lead us to propose the use of Affitins as versatile selective glycosidase
inhibitors and, potentially, as enzymatic inhibitors in general.
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Introduction these enzymes. Although this class of inhibitors is attractive for the
development of drugs, they can interact with non-target proteins
and thus few high-quality inhibitors useful for therapy have been
reported (for a review see refs. [6] and [7]). An alternative strategy
is the development of proteinaceous inhibitors. Compared to
small-molecule ligand-protein interactions, protein-protein or

Glycosidases are involved in a variety of metabolic disorders
and human diseases such as type II diabetes, Gaucher disease,
cancers and asthma [1,2,3,4]. They are thus actively studied not
only to probe their functions, but also as targets for inhibitor drugs

to treat human diseases. However, achieving specific and efficient protein-antibody interactions generally involve much larger

inhibition of a particular glycosidase represents a major challenge interfaces (typically 800-1000 A% [8,9,10]), a favorable feature
because a given organism can produce many different glycosidas-

es, and also because this class of enzymes has evolved different
functional specificities from a single structural scaffold, giving rise
to similar active-site architectures and catalytic mechanisms. In
viwo, a lack of selectivity for a drug can increase the risk of
undesirable effects or even lead to toxicity [5] by off-target effects.

The use of small-molecular weight compounds is a powerful
approach to modulate the activity of individual glycosidases [6],
and a number of small-molecule inhibitors have been described for

to achieve binding with high specificity and selectivity. Antibodies
can bind quite different compounds specifically, but it may be
difficult to obtain candidates that bind a cleft-shaped active site
[11], such as those of endo-glycosidases. Alternatives to classic
antibodies have emerged based on immunoglobulin or non-
immunoglobulin folds (for a review see refs. [12] and [13]) to
derive specific binders of targeted proteins. Only a few of these
binders have been shown to be potent enzymatic inhibitors and
even fewer have been described at the structural level to
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understand their mechanisms of inhibition. As examples, the
Ecotin scaffold has been used to generate a highly specific inhibitor
of the protease kallikrein with a K; of 11 pM [14] while binders
with inhibition properties for hen egg white lysozyme (HEWL)
have been derived from various proteins (VHH, shark IgNAR and
an anticodon recognition domain of the aspartyl tRNA synthe-
tase), and have been structurally described to mimic the
oligosaccharide substrate of this glycosidase [11,15,16,17,18].

A general and convenient strategy to develop inhibitors would
be to use a unique scaffold protein able to either cover or deeply
penetrate active sites. The success of this approach depends
essentially on the ability of the scaffold protein to recognize
catalytic sites with different shapes. As an important step towards
this goal, we have exploited the plasticity and stability of artificial
7 kDa affinity proteins (Affitins) [19,20,21,22,23] derived from
extremophilic proteins, such as DNA-binding protein 7d (Sac7d),
which are found in various Archaea such as Sulfolobus, Acidianus,
and Metallospharea genera. With their small size and their low
structural complexity, Affitins occupy an intermediate position
between peptides and proteins. Previously, we reported that
Affitins can bind different epitopes of the same target via two
different modes of binding: one involving a flat surface and the
other involving a flat surface and two short loops [23].

Based on these results, in this work we designed two Affitin
libraries in which a loop of Sac7d was extended by four additional
randomized residues. As a proof of concept that Affitins may
inhibit different glycosidases specifically, we used these libraries
(L3 and L4) and those we had previously designed without an
extended loop (L1 and L2) to select Affitins specific for the
mverting endo-glycosidase CelD from Clostridium thermocellum (EC
3.2.1.4). We also analyzed an Affitin specific for the well-studied
(retaining endo-glycosidase) HEWL (EC 3.2.1.17) previously
selected from the library L1 [20,24]. These two glycosidases
hydrolyze the O-glycosyl bond and are representative of the two
main glycosidase mechanisms of action [25]. Isolated Affitins were
shown to be potent inhibitors of CelD and of HEWL, with K; in
the nanomolar range, without cross-recognition. The crystal
structures of Affitin-CelD and Affitin-HEWL complexes revealed
their inhibition mechanisms, and provided useful hints for further
inhibitor improvement. These results lead us to propose the use of
Affitins as versatile and thermostable selective glycosidase inhib-
itors.

Materials and Methods

Chemicals were purchased from Sigma-Aldrich. Enzymes and
buffers for molecular biology were purchased from Thermo
Scientific or New England Biolabs unless otherwise indicated.
Oligonucleotides were purchased from Eurofins. All PCR were
performed using Vent polymerase.

Construction of Libraries and Selections

Since we have observed that two tryptophans at positions 8 and
9 can promote multimerization of Affitins, we either did not
randomize these two positions (library L3) or limited their
randomization using NHK codons (library L.4) that do not encode
tryptophan. This codon sub-set also excludes Gly, Cys and Arg.
The other positions were randomized using NNS triplets that
encode all amino acids and only one stop-codon.

The generation of libraries L1 and L2, which corresponds to the
random mutagenesis of positions 7, 8, 9, 21, 22, 24, 26, 29, 31, 33,
40, 42, 44, and 46 and of positions 26, 27, 28, 29, 31, 42, 44, 46,
47, and 48, respectively, in Sac7d protein has been previously
described [19,23]. To construct library L3, which corresponds to
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the random mutagenesis of positions 7, 26, 27, 27a, 27b, 27¢, 27d,
28, 29, 31, 44, 46, and 48 in Sac7d protein, the same protocol was
used with the following oligonucleotides: T7B (5'- ATACGAAAT-
TAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGG-3"), T7C
(5'-ATACGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCA-
CAACGGTTTCCCTC-3"), SDA_MRGS (5'- AGACCACA-
ACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAA-
GAAGGAGATATATCCATGAGAGGATCG-3'), SClib2.1 (5'-
GGAGATATATCCATGAGAGGATCGCATCACCATCACC-
ATCACGGATCCGTCAAGGTGAAATTC-3'), SClib6.2.

(5'-GGATCCGTCAAGGTGAAATTCNNSTATAAAGGCG-
AAGAAAAAGAAGTGGACACTAGTAAGATC-3"), SClib8.3
(5"-CTTGCCGTTGTCGTCGTAGGTAAASNNCACSNNSN-
NSNNSNNSNNSNNSNNSNNACGCCAAACTTTCTTGAT-
CTTACTAGTGTCCACTTC-3"), SClib6.4.

5'-TAATAACTCTTTCGGGGCATCSNNCTCSNNCACS-
NNGCCACGGCCGGTCTTGCCGTTGTCGTCGTAGG-3"),
SClib2.5 (5'-CCATATAAAGCTTTTTCTCGCGTTCCGCA-
CGCGCTAACATATCTAATAACTCTTTCGGGGCATC-3"),
tolAk  (5’-CCGCACACCAGTAAGGTGTGCGGTTTCAG-
TTGCCGCTTTCTTTCT-3"). To construct library L4 which
corresponds to the random mutagenesis of positions 7, 8, 9, 26,
27, 27a, 27b, 27c, 27d, 28, 29, 31, 44, 46, and 48 in Sac7d
protein, the same protocol was used but replacing SClib6.2 with
SClib7.2  (5'-GGATCCGTCAAGGTGAAATTCNNSNHKN-
HKGGCGAAGAAAAAGAAGTGGACACTAGTAAGATC-3").
Both libraries were constructed in the ribosome display format with
estimated numbers of independent variants of about 10'? [26].

The preparation of targets by @ witro biotinylation was
performed as previously described [19,23]. The ribosome display
selections were also performed as previously described [26], except
that the incubation time for the translation reaction was 10 min
while the incubation times for the pre-panning and panning steps
were 30 min in both cases. The RT-PCR was as follows: for
selection rounds 1 and 2, an initial denaturation step at 95°C for
30 s, followed by 45 cycles of 30 s at 95°C, 30 s at 63°C, and 30 s
at 72°C with a final elongation step of 5 min at 72°C. For selection
rounds 3 and 4, it was the same program but with 40 cycles instead
of 45. For the selections, 100 pl of biotinylated CelD (250 nM for
round I, 200 nM for round 2 and 150 nM for rounds 3 and 4) was
bound on MaxiSorp ELISA plates (Nunc) previously coated with
NeutrAvidin (Thermo Scientific) or streptavidin (Sigma-Aldrich),
which were alternated during four or six selection rounds. To
isolate high-affinity binders, the time in wash-steps was increased
during the selection (6 washes of 30 s, 1 min, 3 min and 10 min
for rounds 1, 2, 3 and 4, respectively).

Analysis of Selected Pools and Isolated Clones

To assess enrichments of the selections, the output RNA
obtained after four or five rounds of selection were translated
i wvitro and  tested in MaxiSorp ELISA wells coated with
streptavidin/NeutrAvidin and biotinylated CelD as previously
described [23,26]. A negative control was performed with wells
coated with only streptavidin or NeutrAvidin. For anti-CelD
Affitins, the RT-PCR product from L3 and L4 obtained after
round 4, and which gave a positive signal in ELISA, was cloned
into the BamHI and Hindlll restriction sites of the pFP1001 vector,
and the ligation mixture was transformed into E. coli DH5aF"1Q)
(Invitrogen) for the isolation of individual clones [26]. The
screening of individual clones was performed by ELISA as
described before [23,26].
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Figure 1. Schematic representation of Affitin libraries. (A) Sac7d wild-type structure. Two B-sheets composed of two (:3,) and three (B3B4Ps)
antiparallel B-strands followed by an amphipathic a-helix. Randomized residues of designed libraries are shown in blue and red, and were mutated
with NNS and NHK codons, respectively. The position of the randomized loop, extended or not, is labeled “Loop 2". (B) Alignment of designed
libraries. Secondary structure elements are indicated below the sequences. X represents all residues and Z all residues except Gly, Cys, Arg and Trp.

doi:10.1371/journal.pone.0097438.g001

Production and Purification of Proteins

HEWL was obtained from a commercial source (Sigma-
Aldrich). CelD glycosidase (residues 34 to 577) was cloned into
the pQE80 vector, which introduced a TEV cleavage site and a
His-tag at the N-terminal of the protein. CelD was expressed in E.
coli M15pREP4 (Qiagen). Affitins previously selected as in the
“Analysis of selected pools and isolated clones” section, were
expressed on a large scale. All cultures were grown to reach an
ODgpp of 1.2 in 2xYT and protein expression was induced with
0.5 mM IPTG for 16 h at 37°C for CelD and at 30°C for Affitins.

HEWL

Cells were pelleted by centrifugation at 4000 g for 15 min and
resuspended in lysis buffer (50 mM NaPO, pH 7.5, 500 mM
NaCl, 20 mM imidazole, 1 mg/ml HEWL, except for the anti-
HEWL binder where HEWL was omitted) and frozen at —80°C.
Pellets were thawed, sonicated and centrifuged at 18,000 g for
45 min. After purification by immobilized metal ion affinity
chromatography (IMAC), using Chelating Sepharose Fast Flow
resin charged with Ni** (GE Healthcare), proteins were injected
mto a Superdex75 16/60 column (GE Healthcare) equilibrated
with 40 mM Tris-HCI pH 7.7 for CelD or 25 mM Tris-HCI pH

Figure 2. Crystal structures of CelD and HEWL glycosidases. Glycosidases (PDB codes: 4CJ1 and 4CJ2, respectively) are colored in gray with
catalytic clefts in blue and catalytic residues in red. The right panel is a zoom view of active sites to show how catalytic residues are buried in CelD

and less in HEWL.
doi:10.1371/journal.pone.0097438.g002
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8.0, 500 mM NaCl for Affitins. The His-tag of purified CelD was
cleaved with TEV protease. Uncleaved proteins, His-tag peptides
and TEV proteases were removed by a second IMAC purification
step. Purified proteins were quantified spectrophotometrically at
280 nm according to their molar extinction coefficients. Finally,
for ITC and DSC analyses, proteins were desalted to PBS by using
a HiPrep 26/10 desalting column (GE Healthcare).

Thermostability Measurements

DSC experiments were carried out in PBS, in a VP-DSC
instrument (Microcal, Northampton, MA) and data analyzed with
the software supplied with the equipment. The temperature was
increased by 1°C per min from 30 to 120°C, and proteins were
added at concentrations of 195, 217 and 300 uM for E12, H3 and
H4 Affitins, respectively.

Isothermal Titration Microcalorimetry

ITC experiments were conducted using a VP-ITC instrument
(Microcal, Northampton, MA). Injections of 10 pl of the different
Affitins were added from a computer—controlled microsyringe at
mntervals of 460 s into the sample solution containing CelD or
HEWL under constant stirring (400 rpm) at 25°C. The concen-
trations used for the experiments were 9.5 uM for CelD; 6.5 uM
for HEWL and 195, 217 and 157 uM for E12, H3 and H4
Affitins, respectively. Titrations were carried out in PBS buffer.
Data analysis was performed using Origin7 (Microcal), after
subtraction of a manually-corrected baseline generated using
constant heat values at the end of titration. Binding isotherms were
fitted to a simple 1:1 Langmuir model. The same experiments
were carried-out at 60°C for H3-CelD and E12-CelD.

Enzymatic Inhibition Assays

CelD activity was determined by a colorimetric assay using p-
nitrophenyl-B-D-cellobioside (p-NPC, Sigma-Aldrich) as substrate;
500 nM of CelD was incubated with 0.5 mM of substrate for 1 h
at room temperature or 60°C in PBS. The color change was
measured spectrophotometrically at 415 nm and the final value
corresponded to 100% of relative activity. HEWL activity was
determined by monitoring the change in turbidity at 450 nm of a
suspension of M. lysodeikticus bacteria (Sigma-Aldrich) in 100 mM
potassium phosphate bufter, pH 7.0, as reported in [11]. Briefly,
400 pg/ml of cells was incubated with 20 nM of HEWL at RT for
1 h and the absorbance was measured. Enzymatic inhibition
assays were carried out with different molar ratios of enzyme:
Affitin (1:1, 1:2, 1:5 and 1:10). For the determination of the K;
values of anti-CelD Affitins, inhibition was carried out in PBS at
25°C, in the presence of 200 nM of CelD for 35 min. The
substrate concentration (p-NPC) was, 5, 3, 2, 1, 0.5, 0.2, 0.05 and
0.02 mM. The inhibitor concentration (E12 or H3) was 0, 20, 50,
100 and 200 nM. Experiments were carried out in triplicate and
fitted to a competitive inhibition model for anti-CelD or “One
site-Fit K;” for anti-HEWL Affitins using GraphPad Prism
software (GraphPad Software).

Crystallization of Complexes

Anti-CelD Affitins and CelD were mixed in a 2:1 molar ratio to
obtain a final concentration of 20 mg/ml for CelD in 25 mM
Tris-HCI pH 8.0 and 100 mM NaCl. Affitin H4 and HEWL were
mixed in a 1:1 molar ratio and the complex was purified by gel
filtration chromatography with a Superdex75 16/60 column,
equilibrated with the same buffer. The purified complex was
concentrated to 80 mg/ml before setup crystallization trials. A
crystallization screening was performed by mixing the complex

PLOS ONE | www.plosone.org

Table 1. Binding affinity, thermal stability parameters and inhibition constants of anti-glycosidase Affitins.

Tm, °c?

K, nM

AH, kcal/mol TAS, kcal/mol

AG, kcal/mol

Kp, nM°

Target, Affitin

67.4
76.1

45+2

0.92
0.93
0.90

—5.93

3.27
1.69

—16.77
—6.69
—7.87

—10.84
—9.96
—9.56

11£2.38
48+10
98+36

HEWL, H4

111£10

CelD, H3

Potent and Specific Inhibition of Glycosidases

81.1

CelD, E12

PThermal melting obtained by DCS analysis. Errors shown derived from fitting to a 1:1 binding model for the Kp, and from a competitive inhibition or “One site-Fit” model for the K;.

@Affinity obtained by ITC analysis at 25°C;
doi:10.1371/journal.pone.0097438.t001
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Figure 3. Sequence of anti-CelD Affitins. Alignment of the sixteen clones selected by ribosome display against the CelD enzyme. The conserved
motif (Leu-Ser/Thr-Lys) inside the randomized and extended B-hairpin 2 is labeled in bold letters. Affitins studied in this work are underlined (E12 and

H3).
doi:10.1371/journal.pone.0097438.g003

with 480 different buffers (1:1) at 19°C using the hanging-drop
vapor-diffusion method. The crystallization buffer for the HEWL-
H4 complex was 20% PEG 8000 (w/v), 100 mM CAPS pH 10.5
and 200 mM NaCl. For anti-CelD Affitins, it was 100 mM
HEPES pH 7.5, 10.4% PEG 8000 (w/v), and 500 mM calcium
acetate. Crystals were frozen in 20% glycerol diluted with the
crystallization buffer.

Diffraction Data Collection

X-ray diffraction data for HEWL and CelD complexes were
collected at the European Synchrotron Radiation Facility (ESRF)
beamlines ID14—4 and ID23-2, respectively. Data reduction and
scaling were performed with XDS [27] and Aimless [28],
respectively.

Structure Determination, Model Building and Refinement

Crystal structures of HEWL and CelD in complex with their
respective Affitins were solved by molecular replacement using
Phaser [29]. Partial molecular replacement solutions using either
HEWL (PDB code, 1IGWD) or CelD (PDB code, 1CLC) as search
models displayed extra electron density readily interpretable as the
Affitin chain, which was manually traced. The structures were
refined with Buster [30] and alternating rounds of model
rebuilding with Coot [31]. All models were subjected to a last
round of anisotropic B-factor refinement with Refmac [32] before
MolProbity [33] validation. All structural representations were
prepared with Pymol [34]. Protein-protein interaction parameters
were calculated using the PISA server (www.ebi.ac.uk/msd-srv/
prot_int/pistart.html) and LIGPLOT [35]. Shape complementar-
ity analysis was performed with the SC program included in the
CCP4 suite using default settings [36].

Accession Numbers
The atomic coordinates and structure factors have been
deposited in the Protein Data Bank with the following accession

codes: 4CJ0 (CelD-E12), 4GJ1 (CelD-H3) and 4CJ2 (HEWL-H4).

Results
Library Designs

Endo-glycosidases have cleft-shaped active sites and it is well
known that loops can penetrate clefts. The short loop connecting
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B3-B4 strands (hereafter called “loop 2”) of Sac7d was demon-
strated to participate in the recognition of human immunoglobulin
in a previously isolated anti-IgG Affitin [23]. Thus, we investigated
if an artificially-extended loop 2, with an additional four residues
between Gly27 and Lys28, could mimic this binding mode
(libraries L3 and 14, Figure 1A) and could be helpful for efficient
enzymatic inhibition. For example, CelD has deeply buried
catalytic residues (Iigure 2).

Selection of Anti-glycosidase Affitins

Two pools of libraries were constituted including the presence of
the short (L1+L2) or long (L3+L4) loop 2, and selections were then
performed in parallel by ribosome display using immobilized CelD
as a target protein. For the L3+14 selection, an ELISA after the
fourth round indicated the expected enrichment in specific CelD
binders. Two more rounds were performed for the LI1+L2
selection without detectable enrichment.

Characterization of Anti-glycosidase Binders

Sequence analysis expression and purification of selected
binders. Ninety-four randomly picked individual clones were
screened by ELISA. Sixteen showed significant and specific CelD
binding and were sequenced (Figure 3). Sequences originating
from both libraries used for this selection (L3+L4) were identified.
The 16 clones represented a variety of sequences. The motif Leu-
Thr/Ser-Lys inside the extended loop was conserved, except in
Affitin H3, where Leu was changed to Asn and Lys to Arg,
although the latter implies a conservation of positive charge at this
position. The other randomized positions did not show a
conserved sequence. These data suggest that the extended loop
might contribute significantly to the binding and highlight the
probable importance of a positively charged residue.

With the aim of comparing potentially different modes of
binding, we also included Affitin H4, which was selected against
HEWL from the L1 library [20], and does not display obvious
sequence similarity with anti-CelD Affitins (Figure 4A). Affitins
with substantial sequence differences (E12 and H3) and Affitin H4
were produced in £. ¢coli and purified to homogeneity (Figure 4B
(). These Affitins were predominantly eluted in size-exclusion
chromatography at the volume corresponding to monomers. The
production yields were up to 40 mg/L of shake flask culture (E12
and H3), and higher for H4 (90 mg/L culture).
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Figure 4. Sequences and production of anti-glycosidase Affitins. (A) Secondary structure elements according to crystallographic structure
are shown below the sequences. Residues that were randomized are labeled in red. Residues that are involved in interaction with less than 10% of the
buried surface appear in bold letters. (B) Size-exclusion purification of CelD (blue) and Affitin H4 (red), E12 (gray) and H3 (black) using a Superdex75
16/60 column. Arrows show the molecular weight obtained at the defined retention volumes. (C) SDS-PAGE 15% showing the final purity of CelD and
the Affitins. Molecular weights are indicated in kDa.

doi:10.1371/journal.pone.0097438.9g004

Binding properties of anti-glycosidase variants. The (Figure 5A). Affitins bound exclusively to their corresponding
specificity of purified proteins was tested by ELISA analysis using targets and not to unrelated proteins.
the targets, streptavidin and bovine serum albumin (BSA)

A B

1.07 CelD

% - 100 -8~ CelD-E12 (60°C)

E 08 [ HEWL g - & CelD-H3 (60°?)
3 [ Streptavidin > -4 CelD-E12 (25°C)
Y 06 S 60d ¥ CelD-H3 (25°C)
o I - HEWL-H4 (25°C)
g 0.4 Q 404
2 &
2 02 e

0.0 F= 5% B F= 0 . g ;

E12 H3 H4 Sac7d 1:0 i 1:2 15 1:10
Tested protein Molar ratio

Figure 5. Biochemical properties of binders. (A) The interaction of E12, H3 and H4 Affitins (1 uM) was assayed by ELISA with immobilized CelD,
streptavidin, BSA and HEWL. Sac7d wild-type was used as the negative control of binding at the same molar concentration. (B) Activity percentage of
the thermophilic CelD glycosidase at 60°C and 25°C and of HEWL at 25°C. Different molar ratios (1:1, 1:2, 1:5 and 1:10) of Affitins were used as
inhibitors.

doi:10.1371/journal.pone.0097438.g005
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Table 2. Data collection and refinement statistics.

Potent and Specific Inhibition of Glycosidases

Unit cell
a, b, c (A)
o, B, v ()
R-sym
R-meas
No. of unique reflections
I/5(l)
Completeness (%)
Multiplicity
CC %
Refinement:
Resolution (A)
No. of reflections
R-factor/R-free
No. of atoms
Macromolecules
Ligands/ions
Water
RMS bonds (A)
RMS angles (°)
B-factor (A2):
Macromolecules
Ligands/ions

Water

37.89, 62.82, 87.11
90, 98.7, 90

0.036 (0.347)
0.051 (0.491)
62318 (3035)

16.9 (2.8)

96.3 (94.3)

3.5 (3.4)

0.998 (0.853)

1.50
62318
0.13/0.17

3001
12
358
0.020
1.884

27.0
34.0
36.3

87.63, 87.63, 97.42

HEWL-H4 CelD-E12 CelD-H3
Data collection:
Resolution range (A) 43.04-1.5 (1.53-1.5) 48.71-1.1 (1.12-1.1) 46.79-1.63 (1.66-1.63)
Space group P2, P43 P2,2,2,

7442, 97.73, 106.58

90, 90, 90 90, 90, 90
0.109 (0.751) 0.053 (0.359)
0.134 (0.916) 0.069 (0.473)
292047 (14154) 96777 (4638)
10.5 (2.9) 154 (3.2)
98.4 (96.3) 99.7 (96.9)
58 (5.7) 4.0 3.9

0.997 (0.759)

0.998 (0.857)

1.10 1.63
277269 96678
0.10/0.12 0.11/0.14
4711 4838
40 28
866 781
0.026 0.020
2.030 1.814
12.0 18.2
13.6 24.5
27.8 328

Statistics for the highest-resolution shell are shown in parentheses.
doi:10.1371/journal.pone.0097438.t002

Isothermal titration microcalorimetry (ITC) binding analysis
showed a stoichiometry close to 1, indicating a simple 1:1 binding
mode of interaction for all binders (Figure 6A, Table 1). Affinity
values determined for E12 and H3 CelD binders were in the
nanomolar range (98 nM and 48 nM, respectively), while the
affinity value measured for H4 (11 nM) was similar to a value
obtained by surface plasmon resonance analysis [20]. Since
Affitins and CelD enzyme [37] are thermostable (Figure 7,
Table 1), we also determined Ky, values of anti-CelD binders at
60°C, the optimal temperature for the activity of CelD; they were
176 and 157 nM for H3 and E12, respectively (Figure 6C). These
results indicate that, although these Affitins were selected at 4°C,
they showed an ability to interact with CelD with high affinity over
a wide temperature range.

Thermodynamic parameters of the interactions were deter-
mined and indicated a favorable enthalpy for all cases and
favorable entropy for H3 and E12 at 25°C (Table 1). Affitin H4
showed an enthalpy-driven reaction with a higher favorable
binding enthalpy and unfavorable binding entropy, consistent with
Affitins that bind through mutagenesis on the same surface [19].

Finally, the binding of anti-HEWL onto CelD and the binding
of anti-CelD Affitins onto HEWL were tested by ITC. No cross-
recognition could be observed (Figure 6B) further supporting the
ELISA results.

PLOS ONE | www.plosone.org

Thermostability of anti-glycosidase Affitins. Thermal
stabilities of E12 and H3 Affitins determined by differential
scanning calorimetry (DSC)) analysis were of 81.1°C and 76.1°C,
respectively (Figure 7, Table 1). These results confirm that the
extension of loop 2 is compatible with thermally stable Affitins.
DSC scans were characteristic of cooperative unfolding, indicating
that variants were well folded. However, both Affitins exhibited
different behavior at high temperature. Affitin E12 showed no sign
of protein aggregation after T, was reached, while H3 showed an
irreversible unfolding. H4 Affitin was also thermally stable and
showed a primary T,, of 67.4°C with unfolding intermediates at
higher temperatures.

Study of the Enzymatic Inhibition Properties of Affitins
The inhibitory properties of the purified Affitins were first
analyzed at 25°C with different molar ratio of Affitins (Figure 5B).
A ratio-dependent inhibition of activity was observed for the three
binders. The K; for the anti-CelD binders was determined as
111 nM for H3 and 95 nM for E12, while for the anti-HEWL
binder a K; value of 45 nM was obtained (Table 1). This latter
value is similar to that observed for the HEWL-specific camel
VuH antibody (50 nM) [11,15]. The differences between the K
and K values for Affitin H4 could result from experimental errors
associated with the measurement of cell lysis for K; determination.
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Figure 6. ITC analysis of anti-glycosidase binders. (A) ITC titrations at 25°C of Affitin H3 with CelD, Affitin E12 with CelD and Affitin H4 with
HEWL. (B) Cross-recognitions were tested at 25°C for Affitin H3 with HEWL, Affitin E12 with HEWL and Affitin H4 with CelD. (C) ITC titrations at 60°C of
Affitins H3 and E12 with CelD. The top panel for ITC shows data obtained from injections of Affitins while the bottom panel shows the integrated
curve showing experimental points (filled squares) and the best fit (red line).

doi:10.1371/journal.pone.0097438.9006

CelD is a thermophilic glycosidase from Clostridium thermocellum
and its optimal temperature for catalysis is 60°C [38]. As H3 and

E12 Affitins are thermostable, it was possible to show that their

3.0
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Figure 7. Thermal stabilities of anti-glycosidase binders. DSC curves of E12, H3 and H4 Affitins.

doi:10.1371/journal.pone.0097438.g007
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Temperature (°C)

inhibition properties at 60°C (Figure 5B) were similar to those
determined at 25°C.
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Table 3. Interaction analysis of anti-glycosidase Affitins.

Potent and Specific Inhibition of Glycosidases

Affitin Randomized region H-bonds™® Salt-bridges® Hydrophobic contacts® Affitin BSA® Complex BSA?
H4 Surface 1 2 10 838.7 1749.7
H3 Surface + loop 6 6 1 717.5 1317.3
E12 Surface + loop 5 2 7 707.1 1316.7

?Interaction contacts analyzed with the PISA server.
PData obtained with Protein Interactor Calculator at 5 A cutoff.

doi:10.1371/journal.pone.0097438.t003

Crystal Structures of Affitin-enzyme Complexes

To analyze interactions at the atomic level, the crystal structures
of the CelD-E12, CelD-H3 and HEWL-H4 complexes were
determined at 1.1, 1.6 and 1.5 A resolution, respectively (Figure 8).
All complexes were crystallized in different crystal forms and the
structures were solved by molecular replacement techniques using
available enzyme structures as search models. Data collection and
refinement statistics are presented in Table 2. Neither CelD nor
HEWL structures underwent significant conformational changes
upon Affitin binding, with RMSDs between Affitin-bound and
ligand-free enzyme structures are 0.292 and 0.171 A, respectively.
Despite the large number of mutations and insertions in Sac7d, the
overall fold was preserved in the three Affitins, z.e. an SH3-like
five-stranded incomplete B-barrel capped by a C-terminal o-helix.
As previously noticed with an anti-human IgG Affitin [23], the
conserved B-barrel core did not show significant deviations when
compared with the X-ray structure of wild-type Sac7d PDB code:
1AZP (RMSD <0.45 A). Interestingly, we expected from our
library designs a loop of 6 residues in length for H3 and E12
Affitins; however, it was partly structured in both cases by the

BSA: Buried surface area (A?), calculated with a water probe of 1.4 A diameter.

extension of B3- and P4-strands (Figure 4). Calculated shape
complementarity (Sc) values for each complex were 0.75, 0.72 and
0.76 for HEWL-H4, CelD-E12 and CelD-H3, respectively. These
values are in agreement with those obtained by Lawrence and
Colman [36] for protein/protein inhibitor interfaces (0.70-0.76),
whereas for antibody/antigen interfaces Sc values are usually
between 0.64-0.68.

Structural analysis of the interaction of the CelD-anti-
CelD Affitins. E12 and H3 Affitins in complex with CelD
displayed a similar interaction with an average buried surface area
of 1317 A% and an Affitin contribution of 707 and 717 A2
respectively (Figure 8, Table 3). In both cases, the Affitins bound
the enzyme by inserting the protruding extended loop into the
active site while the B-sheet 2 rested on the CelD surface.
Additionally, the loop presented a charged residue that interacted
via salt-bridges with those involved in the catalytic reaction.

The structure of the CelD-E12 complex suggested that Lys29
was the main residue responsible for binding and activity
mhibition. It formed a salt-bridge through its nitrogen NZ with
Glud55 of CelD, the residue that acts as a proton donor in

Figure 8. Crystal structures of anti-glycosidase Affitins in complex with their targets. Glycosidases are represented as gray surfaces with
catalytic clefts colored in blue and catalytic residues in red. Affitins are represented in cartoons. The bottom panel shows a close-up view of the
contacts and distances (A) of the catalytic residues involved in salt-bridges and H-bonds (discontinuous lines). In blue, cA-weighted 2mFobs - DFcalc
electron-density map contoured at 1.2 sigma for the HEWL-H4 complex, and at 2.0 sigma for CelD-H3 and CelD-E12 complexes. Residues and bond

distances are indicated.
doi:10.1371/journal.pone.0097438.g008
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catalysis [39]. Other key interactions involved E12 residues GIn35,
Arg50 and Arg46 (non-randomized position), which were hydro-
gen-bonded to residues Tyr455, Tyr551 and Pro539 of CelD.
These latter interactions stabilized the complex by positioning the
B-sheet 2 over the CelD surface. In addition, due to Tyr551, which
is positioned at the external part of the active site, the interaction
with Argb0 limited access to the substrate even more. Finally,
Lys29 also formed H-bonds via the main chain with Glu353 and
Tyr354, which fix the artificial loop into the enzyme cavity.

For the CelD-H3 complex (Figure 8), the overall positioning of
the Affitin onto CelD was similar. However, some contacts were
different from those observed for the CelD-E12 complex. For
example, Arg29 formed salt-bridges with other catalytically
important residues (Aspl198 and Asp201) [39,40].

Structural analysis of the interaction of the HEWL-anti-
HEWL Affitins. The structure of Affitin H4 in complex with
HEWL showed an unusual mechanism of inhibition (Figure 8).
Unlike ViH domains or anti-CelD Affitins, the randomized flat
surface interacted with the enzyme by covering the catalytic site. A
total buried surface area of 1750 A? resulted from this interaction,
to which Affitin H4 contributed 839 A% This binding interface is
larger than Affitins with the extended loop. There were seven
residues from Affitin H4 involved in H-bonds, including the non-
randomized Val23 and Gly38. Hydrophobic residues were found
which spatially complement the interaction interface, especially
residues Trp8, Trp23, and Tyr43 which are located inside the
catalytic site, filling the cleft. These aromatic residues have a dual
role forming intra- (Tyr43) and intermolecular (Trp8 and Trp23)
H-bonds. Residues Lys39 and Asp44 formed two salt-bridges,
which sealed the catalytic site by anchoring at the B5-strand ends
of Affitin H4. The non-randomized Lys39 formed a salt-bridge
with residue Asp52, which acts as a nucleophile to generate a
glycosyl enzyme intermediate that is critical for HEWL activity.
The interactions observed confirmed our previous results obtained
by mutagenesis scanning of Affitin H4 [24].

Discussion

In this study, we demonstrate that specific and potent inhibitors
of two glycosidases with at least two modes of binding can be
derived from a unique scaffold protein. Catalytic residues are
usually positioned inside a substrate-binding cleft or pocket on the
enzyme’s surface, and therefore molecules capable of binding deep
inside these cavities or covering them can represent invaluable
tools for glycosidase inhibition.

Small-molecule inhibitors are usually the preferred choice when
targeting glycosidases, due to their pharmacological properties and
because they can fit inside catalytic sites. About 1% of the human
genome encodes for glycosyl processing enzymes [41], and among
these 300 enzymes, 90 are glycosidases according to the CAZy
database [42]. It is not ideal that small inhibitors mainly interact
with catalytic residues often conserved among different glycosi-
dases. Combining a high specificity and potency in one small
molecule is thus difficult to achieve [6,8].

Proteinaceous inhibitors can bind to enzymes via a large surface
area and are not limited to cavities. This enables them to interact
with residues from non-conserved regions on the target, making
this class of inhibitors potentially more specific. Artificially-
generated inhibitors based on protein scaffolds are attractive since
their properties, such as molecular weight, stability, lack of
disulfide bridges or ease of production, can be chosen. In order for
this approach to be generalized with minimal development effort,
it is crucial that the same scaffold can bind to the different cavity
shapes found in enzymes. With the design of several libraries and

PLOS ONE | www.plosone.org

10

Potent and Specific Inhibition of Glycosidases

exploiting the high plasticity of the Sac7d scaffold, we were able to
program different modes of binding in Affitins [23]. Here, we
randomized a surface on Sac7d and extended the loop 2 with the
aim of gaining loop flexibility and a potential to bind clefts. Using
these different libraries, we obtained thermally stable binders with
high affinity in the nanomolar range and specificity for thermo-
stable CelD and for HEWL.

All three Affitins were shown to be inhibitors of two
evolutionary distant endo-glycosidases, which both hydrolyze the
O-glycosyl bond and have cleft-shaped catalytic sites but use two
different enzymatic mechanisms. These anti-glycosidase Affitins
have a K in the nanomolar range, which makes them comparable
to the few best glycosidase inhibitors available that have a K;
~10"? to 10~% M [25]. Thus, we have obtained potent inhibitors
with no cross-recognitions as shown by ELISA and I'TC analysis.
These Affitins are efficient inhibitors even at high temperatures (at
least 60°C) although selected at 4°C. These could be useful as
basic research tools to study in viwvo biological events in thermo-
philic micro-organisms.

We have solved the crystal structure of the different complexes
at high resolution, which shows that the recognized epitope is
located in the catalytic cleft for both targets. The enzymatic
inhibition properties are thus explained by hindrance of substrate
access. Furthermore, the structures reveal that there is a direct
mteraction by H-bonds and salt-bridges with catalytically impor-
tant residues in both enzymes, thereby locking the catalytic
activity. The buried surfaces of the complexes (from 1317 A% to
1749 A?) are comparable to natural protein-protein interactions
[10]. Studies with other scaffolds have reported a modulation of
the recognition by mutagenesis on their surface, on loop(s) or both
[12,13,43]. Here, we present library designs providing Affitins
using two modes of binding in an independent way, as shown by
the structures of the complexes: by B-sheet 2 surface (Affitin H4),
and a combination of B-sheet 2 surface and loop 2 (Affitins H3 and
E12). E12 and H3 Affitins, which are derived from libraries with a
longer and randomized loop 2, present a protruding convex region
that penetrates the catalytic cleft of CelD, thereby validating our
strategy to use an extended randomized loop. These structural
data expand the possibilities of designing binding surfaces on
Sac7d capable of recognizing different topographies in protein
targets. They also provide useful hints for further inhibitor
improvements, for example by randomizing residues that were
kept constant in our library designs while they were identified in
this work as interacting with targets. Importantly, no screen for
enzymatic inhibition was performed to isolate the three Affitins
that bind in two different catalytic sites. It remains to be seen if this
is general but we believe this is not a fortuitous result, and suggests
that Affitins have a propensity to bind where the curvature of the
protein surface changes. In addition, the structures of Affitin-
glycosidase complexes highlight that Affitins bind not only to
catalytic-site residues but also to surrounding residues, contribut-
ing to their specificity. Variable domains of heavy-chain shark and
camel anti-HEWL antibodies have been selected and structurally
characterized [11,15,16,17]. Some of these were found to inhibit
lysozyme activity by a mechanism similar to that reported here for
anti-CelD Affitins. For instance, the CDR3 from a shark V-NAR
was shown to be inserted into the HEWL active site and to engage
in a salt-bridge interaction with the HEWL catalytic residue Asp52
[17].

For research or clinical purposes, it is important that the
inhibitor does not interact with other glycosidases from the same
organism of interest. We thus analyzed the alignment of sequences
of all seventeen C. thermocellum (ATCC 27405) glycosidases from
the GH9 CAZy family (including EC 3.2.1.4, EC 3.2.1.151, EC
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3.2.1.91 enzymes) to which CelD belongs. We observed that
among the residues of CelD interacting with Affitin E12 (Glu353,
Tyr354, Val357, Tyr455, Trp538, Pro539, Tyr551, Glub55),
three residues were not found in other glycosidases (Glu353,
Val357, Trp538), while Pro539 was found in only three other
glycosidases, suggesting a high specificity of E12. Furthermore, all
these residues are outside or at the edge of the CelD catalytic site,
confirming that E12 can recognize residues surrounding a catalytic
site. We believe that such inhibitors might be a good starting point
for the design of a new generation of low molecular weight drugs
to modulate the activity of the most challenging targets in
pharmaceutical research.

Protein-based therapeutics have been shown to be successful in
clinical use and while monoclonal antibodies represent ~48% of
these commercial recombinant proteins [44,45], there are also
examples of non-human proteins, such as hirudin, which are used
as therapeutics [46]. Given the difficulties related to antibody
production, alternative scaffolds have recently been developed as
binding molecules. Furthermore, several artificial affinity proteins
with inhibition properties (for a review, see ref. [13]) derived from
alternative scaffolds are undergoing clinical trials in the phases II/1
[47] with the aim of using them as therapeutics. These include the
Kunitz domain [48,49], Adnectin [50], and DARPins [51].
Monobodies are another source of binders that have been
engineered to generate inhibitor molecules [52,53]. These
alternative proteins present one or several attractive features, such
as high-level expression in bacteria in soluble form, a simple
monomeric structure, and stability toward denaturing agents and
temperature. Although the performance of our Affitin-based class
of inhibitors is yet to be evaluated  vivo, as demonstrated in the
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present and previous works, Affitins can be used as artificial
binders and contain all these features with the additional property
of resisting a wide pH range (usually from 0 to at least 10 and up to
pH=13). This combination of favorable properties and the
resistance of Sac7d to harsh acidic conditions [23] may be
interesting to inhibit targets within the digestive tract which are
associated with pathologies such as o-glucosidase and diabetes type
II [7].

We have previously described Affitins capable of inhibiting the
type II secretion system (T2SS) in bacteria [19]. Here, we propose
a strategy for generating potent glycosidase inhibitors with
different modes of binding. We anticipate that Affitin-based
inhibitors are not limited to glycosidases and may represent a
generic method to obtain specific enzyme inhibitors with favorable
properties interesting for research and clinical applications, and
may provide an innovative approach for drug discovery.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El desarrollo de la tecnologia del ADN recombinante, permitié la produccién de las proteinas
tanto en sistemas eucariotas como procariotas. De esta manera fue posible expresar y purificar
proteinas recombinantes para su caracterizacion funcional a través de distintas tecnologias
como difraccion de rayos X, espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR),
calorimetria, entre otras. Ademas, permitiéd la modificacién del gen de interés pudiéndose
evaluar diferentes variantes, mutantes o generar quimeras que nunca se habian dado en la
naturaleza. Sin embargo y a pesar de los importantes avances en el drea, en muchos casos no
es posible producir la proteina recombinante en forma soluble, homogénea y activa. A
diferencia de lo que ocurre con la purificacién de por ejemplo acidos nucleicos, no existe al dia
de hoy un protocolo genérico que garantice la purificacion en forma soluble de las PRs,

requiriéndose en muchos casos una extensiva evaluacién de condiciones de expresion (2, 3).

Los avances de miniaturizacién de los cultivos asi como el desarrollo de las metodologias de
HTS, han permitido realizar evaluaciones de cientos o incluso miles de condiciones de
expresion de manera automatica, disminuyendo el tiempo requerido y los costos (79, 288).
Esto se ve reflejado en los consorcios de gendmica estructural que estan basados en el uso de
estas metodologias HTS para la expresidén y cristalizacion de miles de proteinas de forma
automatica. Por ejemplo, en el Consorcio de Gendmica Estructural del Noreste (Northeast
Structural Genomics Consortium), las etapas de clonado, evaluacion de la expresién vy
purificacién, se realizan de manera automadtica y en forma HTS. Cada semana mas de 100
proteinas blanco son clonadas mediante técnicas como In-Fusion o LIC y su expresion
evaluada, donde 50-75 constructos son expresados en fermentaciones preparativas (1-2It). De
esta manera, 30-40 blancos son purificados en cantidades de decenas de miligramos para su
caracterizacion biofisica incluyendo NMR (espectroscopia de resonancia magnética nuclear)
y/o cribado de cristalizacién (115). En 10 afios, en este centro por ejemplo se clonaron mas de
39000 genes, lograndose la expresion soluble en cantidades mayores a 0.5 mg de proteina
pura para mas de 6900 proteinas o dominios. Esto llevd al depdsito de mas de 650 estructuras

cristalograficas y 500 estructuras por NMR (http://nesg.org/statistics.html).

A nivel de laboratorio, también es posible evaluar cientos de condiciones de expresion sin la
necesidad de sistemas robodticos para las etapas de cribado y con costos accesibles. El
equipamiento necesario para la realizacion de un cribado de expresién de PRs en un
laboratorio estandar, es relativamente basico consistiendo principalmente en placas de 96 y 24
pocillos, pipetas multicanal, placas filtrantes de 96 pocillos, sistemas de vacio y resinas para las

etapas de purificacion (5, 78, 79). Sin embargo, para tener éxito en la producciéon soluble de
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una proteina dificil de expresar, muchas veces es necesario evaluar diferentes proteinas de
fusidn asi como también diferentes promotores, para lo cual se requiere el clonado del gen de
interés en varios vectores. Realizar esto por métodos basados en enzimas de restriccion puede
ser una tarea complicada, principalmente cuando varios sitios de restricciéon estan presentesy
mas aun si se estd trabajando con varios genes en simultaneo. Esto puede ser un factor
limitante si no se cuenta con un método de clonado eficiente e independiente de la secuencia

del gen.

En este sentido, diversas estrategias se han desarrollado que facilitan la transferencia de un
mismo fragmento de ADN a varios vectores en simultdneo y estan basadas en recombinacién o
apareamiento simple hebra de ADN. Una metodologia muy utilizada es Gateway (Invitrogen)
basada en una recombinacidn sitio especifica. Si bien ha mostrado ser una técnica muy
eficiente, la recombinacidn se da entre sitios att diferentes de 21 pb (que pueden ser attB,
attP, attl y attR) (289), por lo que esta metodologia tiene tres limitantes importantes. Primero,
el gen de interés solo se insertara en los mencionados sitios limitando la posibilidad de realizar
inserciones alternativas en el vector. Segundo, debido a la necesidad de estos 21 pb es que la
proteina expresada contendrd al menos 7 residuos adicionales en su extremo amino terminal
lo que puede afectar estudios posteriores. Por ultimo, para la reaccion de recombinacion se
necesita de enzimas especificas que son costosas limitando su aplicacién. Otra metodologia
desarrollada posteriormente a Gateway y que se basa en la recombinacién homdloga es
InFusion (290). Esta técnica tiene como ventaja que no requiere de los sitios att, por lo que se
evita la insercién de residuos extra a la proteina a expresar. Para la misma se adicionan a los
cebadores 15-20 pb que son complementarios al sito de insercién. Una vez amplificado el
fragmento el mismo se incuba con el vector de destino linearizado (tras digestiéon enzimatica),
durante 30 minutos en presencia de la enzima InFusion, que genera hebras de ADN simple
hebra y que luego hibridan debido a que hay complementariedad de bases (290, 291). Si bien
esta metodologia sortea una de las desventajas encontradas en Gateway, es necesario tratar al
vector con enzimas de restriccion para linearizarlo (limitando por ejemplo la insercidon de un
fragmento de ADN en sitios del vector que no tengan enzimas de restriccion) y se requiere de
una enzima especifica para la generacién de las hebras simples, aumentando los costos. Una
estrategia similar a In-Fusion es conocida como LIC (del inglés, ligation independent cloning)
(292). La idea general es similar a InFusion por lo que secuencias complementarias son
adicionadas a los cebadores, pero la enzima utilizada para la generacion de ADN simple hebra
es la T4 polimerasa (293). Como para el caso de InFusion, también se necesita del vector lineal.

Una nueva metodologia, que permite clonar un fragmento de ADN en cualquier sitio en el
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vector sin la necesidad de que este lineal, no adiciona secuencias extras en el gen y utiliza
reactivos comunes de PCR, es el clonado libre de restriccidon (RF cloning) (4). En este método el
ADN es amplificado con cebadores que poseen 25-30 nucledtidos complementarios con el sitio
de insercién en el vector de destino. Luego de la amplificacidn, el producto es utilizado como
megaprimer en una segunda reaccion de PCR para amplificar el plasmido entero e insertando
la secuencia deseada en el sitio seleccionado. Finalmente, el plasmido original se digiere con
Dpnl para eliminar el vector parental y se transforman células de E. coli. Recientemente se
desarrolld una herramienta web que permite disefiar de manera facil los cebadores para
realizar clonado RF (http://www.rf-cloning.org) (294). Por lo tanto el clonado RF es una

metodologia muy versatil, simple, econédmica y facil de implementar.

De esta forma varios grupos han desarrollado sus propias series de vectores para la expresion
de proteinas recombinantes que permiten clonar un mismo fragmento de ADN en forma
paralela. Por ejemplo, el grupo de Bottomley generd una serie de 4 vectores donde el mismo
fragmento de ADN puede ser clonado mediante LIC. Con los mismos, la proteina puede
expresarse con un HisTag N-terminal o alguna de las fusiones MBP, GST y NusA. Estos vectores
contienen un promotor T7 y un sitio TEV para el corte de la fusién (295). También para clonado
por LIC, se generaron 5 vectores, que permiten evaluar 3 promotores (T7, tac y CspA),
diferentes tags de purificacion (HisTag y strepTag Il), asi como las proteinas de fusidon GST y TF
(del inglés Trigger Factor). Ademds se generd un vector con el mismo sitio de insercion que
para los 5 anteriores pero para expresion en células de insecto (296). Por otro lado, el grupo de
Peleg, generd una serie de 5 vectores para la evaluacion de la expresién bajo el control del
promotor T7, de fusiones con MBP, GST, DsbC, DsbA y GB1 (dominio Bl de la proteina
streptococal G) que al contener el mismo sitio de insercidn son apropiados para el clonado RF,
por lo que con 2 cebadores es posible clonar el gen de interés de manera simultanea en los 5

vectores (4).

Enmarcado en este trabajo de Tesis, hemos generado en nuestro laboratorio una serie de
vectores optimizados para la expresion de PRs en E. coli. Esta “suite” de vectores permite el
clonado en paralelo de los genes de estudio y genera una herramienta disponible en el marco
de la unidad de servicio de PRs para la expresion y evaluacidon de diferentes condiciones de
expresion. Como primer paso seleccionamos la metodologia de clonado RF ya que como se
menciond anteriormente es simple, versatil y puede utilizarse tanto para la generacion de los
vectores como para el posterior clonado de los genes de interés en estos. Como variables a

introducir en los vectores decidimos probar diferentes promotores y distintas proteinas de
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fusion en combinacion, permitiendo una evaluacidon sistematica del efecto de dichos

pardmetros.

Como elementos constantes se optd por un Unico marcador de selecciéon (ampicilina), de
manera de facilitar las etapas de cultivo, y un sitio de reconocimiento para el corte proteolitico
por la proteasa TEV. Esta proteasa tiene como ventajas la alta especificidad, posibilidad de
realizar el corte a bajas temperaturas (4°C) y su expresion en el laboratorio con altos
rendimientos, reduciendo los costos (112). Ademas la ultima glicina presente en el sitio de
reconocimiento, puede ser sustituida por cualquier otro residuo, excepto prolina, pero a
expensas de eficiencia de corte, por lo que podria liberarse un producto con un extremo amino
terminal nativo si fuese necesario (297). Todos los vectores contienen ademads un HisTag
amino terminal y un strepTag Il carboxilo terminal. El HisTag es el tag de afinidad mas
comunmente utilizado ya que es de pequefo tamano, tiene condiciones de elusion suaves y se
han desarrollado protocolos automaticos para la purificacion con este tag a pequefia y gran
escala (120, 298, 299). Sin embargo como hemos mencionado anteriormente, cuando se
trabaja con proteinas que se expresan con muy bajos rendimientos, muchos contaminantes
son co-purificados luego de la cromatografia de afinidad IMAC (84, 85). Es por este motivo que
la incorporacién de un segundo tag como el strepTag |l en nuestra serie ofrece varias ventajas.
Por un lado es mas especifico que el HisTag, por lo que se evitan los contaminantes que co-
purifican en IMAC (88, 89). Por otro lado, al no verse afectado por los agentes quelantes de la
bacteria, los rendimientos en las etapas de escalado no son afectados negativamente.
Finalmente, al acoplar un primer paso de purificacion por IMAC con un segundo paso de
purificacién con el strepTag Il, se garantiza una proteina recombinante con ambos extremos

intactos.

Como promotores seleccionamos dos que son los mas utilizados al momento, el promotor T7
proveniente de la serie de vectores pET (Novagen) y el promotor T5, proveniente de la serie de
vectores pQE (QIAGEN). Mientras que el promotor T7 tiene una tasa de transcripcién muy alta,

el T5 tiene un control de la expresién mas a justado a tasas de transcripcion menores (30).

Otra variable que introdujimos en los vectores es el uso de diferentes proteinas de fusién. Las
mismas han mostrado potenciar la solubilidad de muchas proteinas blanco que de otra forma
se expresaban insolubles o con rendimientos muy bajos (92). Si bien aun no se ha encontrado
una proteina de fusidon que garantice la expresion soluble del blanco o que funcione mejor que
el resto de las proteinas de fusidn, si se han visto ciertas tendencias. Por ejemplo en un estudio

comparativo se observd que MBP permitia la obtencion de la mayor cantidad de proteinas en
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estado soluble (50 proteinas), aunque la mitad precipitaban luego del corte proteolitico. Para
el caso de NusA, si bien también permitia la expresidn de varias proteinas (39 proteinas) sélo el
15% permanecia soluble luego del corte proteolitico. Por el contrario, en las fusiones con Trx,
todas las fusiones solubles (24 proteinas), permanecieron solubles incluso luego del corte
proteolitico (78). En otros estudios, se demostrd que la fusidon con DsbC era la mas eficiente en
la expresion soluble de proteinas pequefias ricas en puentes S-S (67), mientras que la fusion
con SUMO podia ser mas efectiva para la expresién de una proteina blanco comparado con

MBP, GST, Trx y NusA (103).

Ademads, nuevas proteinas potenciadoras de la solubilidad han sido evaluadas por diversos
grupos como ser por ejemplo el mutante de la proteina Ocr del bacteriéfago T7 (Mocr, 13.8
kDa) (300). Utilizando este tag, se logrd la expresion soluble de 4 proteinas blanco con niveles
similares a los obtenidos con fusiones con MBP (300). Otro grupo utilizé la quinasa del
bacteriéfago T7 (T7PK, 30 kDa) y la chaperona skp (17 kDa) de E. coli para la expresion de 4
proteinas humanas. Mientras que las proteinas blanco permanecian insolubles cuando eran
expresadas sin fusion, se lograron obtener de forma soluble al realizar las fusiones con las
proteinas propuestas (301). Finalmente, se realizaron fusiones con la proteina de E. coli EspA
(25 kDa). Al fusionar 6 proteinas al C-terminal de EspA, se encontré un aumento en la

expresion para todas las fusiones (302).

Teniendo en cuenta estos estudios, seleccionamos como proteinas de fusion para incluir en
nuestra serie de vectores a SUMO, Trx, DsbC y MBP. Ademas, incluimos una nueva proteina
como proteina potenciadora de la solubilidad. Esta corresponde a la version truncada de CelD
(CelDnc) que, como mencionamos anteriormente, tiene propiedades de solubilidad y
termoestabilidad atractivas para su uso como proteina de fusién. De esta forma se generaron
exitosamente mediante clonado RF, una serie de 12 vectores donde el mismo producto de PCR
puede ser clonado en todos ellos, utilizando solo dos cebadores. La expresidon en los mismos
permite evaluar el efecto de dos promotores (T5 o T7) en combinacién con 5 proteinas de

fusion (SUMO, Trx, DsbC, MBP y CelDnc) o solo con el HisTag.

Para la evaluacién del correcto funcionamiento de los 12 vectores generados, se clond una
proteina que se expresa de manera soluble como ser GFP. Ademds, para probar la efectividad
de la serie de vectores, se clonaron 2 proteinas cuya expresion no se habia logrado de forma
soluble. Estas correspondian a la proteina de M. smegmatis DprE1 y la proteina de L. major
MPK4. El clonado en la serie de vectores se efectud con alta eficiencia, ya que >80% de los

clones obtenidos fueron positivos. Si bien este porcentaje es alto, todavia podria mejorarse
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insertando la secuencia de un gen téxico que inhiba el crecimiento de E. coli. Un ejemplo es el
sistema toxina-antitoxina CcdB, el cual es capaz de inhibir la ADN girasa y es neutralizado por

el gen ccdA, actualmente utilizado en el sistema Gateway (303)

Con las construcciones generadas para los genes GFP y DprEl, se realizé un cribado de
expresion de forma manual y adaptable a laboratorios con equipamientos bdasicos, que
permite la evaluacién de 48 condiciones de expresion en 4 dias incluyendo las etapas de:
inoculacién, induccién, lisis, purificacion por IMAC, corte con TEV vy visualizacién en SDS-PAGE
96x. En este caso se evaluaron 24 condiciones para ambos genes siendo 12 vectores a dos
temperaturas de induccion diferentes (17 y 37°C). Este protocolo es adaptable a la evaluaciéon

de diferentes cepas de expresion, asi como también distintos medios de cultivo.

Tras la expresion del gen de GFP, pudimos observar que en todos los casos se logré expresar y
purificar por IMAC las diferentes fusiones donde las fracciones purificadas tenian un intenso
color verde, confirmando no solo la solubilidad sino también el correcto plegamiento de GFP.
Mas aun fue posible realizar el corte de las fusiones luego del tratamiento con TEV. Estos
resultados muestran que los 12 vectores funcionan correctamente en las etapas de clonado y
de expresion, donde los médulos de purificacion (HisTag) y corte con TEV quedan

correctamente expresados y accesibles.

Al analizar los resultados de expresidén para el gen DprEl, se confirmd que no era posible
expresarlo de forma soluble sdlo con el HisTag. Por el contrario, se obtuvieron altos
rendimientos de expresidn con las diferentes fusiones. Mas aln, éstas eran sensibles al corte
con TEV, obteniéndose una banda correspondiente al producto DprE1 sin fusién (51 kDa).
Estos resultados muestran la utilidad del uso de las proteinas de fusién para la expresién de
proteinas recombinantes incorporadas en nuestro sistema. Al analizar las cantidades obtenidas
para las distintas fusiones se determind que la fusién con CelDnc producia rendimientos
similares o incluso mayores a los obtenidos con proteinas de fusidn ya conocidas como ser
MBP, SUMO y Trx. Dado que la expresidén soluble de las proteinas blanco sometidas a HTS
deben ser confirmadas posteriormente en cultivos a mayor escala, realizamos un escalado (1t
en matraz de 5 Its) con la fusidn CelD-DprE1. Nuestros resultados muestran que luego del corte
con TEV vy purificacion por SEC, DprE1l se comporta como un mondémero obteniéndose un
rendimiento final de 7 mg/ml. Mas aln, se observd que DprE1 podia unir FAD indicando un
correcto plegamiento de la proteina de interés. Estos datos sugieren que CelDnc es capaz de
aumentar y asistir en la expresion y correcto plegamiento de proteinas fusionadas a ella, en

este caso DprEl. Esta primera parte del trabajo de Tesis sugiere entonces a CelDnc como una
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herramienta potencialmente atil para lograr la expresion soluble de otras proteinas de dificil

expresion en E. coli.

El cribado de expresién automatico para la proteina MPK4, mostrd que la fusidn con DsbC es la
Unica condicién en donde la fusidn podia expresarse de forma soluble y es sensible al corte por
TEV. Tras el escalado, se lograron obtener buenos rendimientos de la fusién completa (6
mg/It), sin embargo tras el corte con TEV, la gran mayoria del producto generado precipitaba.
Al analizar el estado oligomérico de la fusion, la misma no mostré ser un agregado soluble sino
formar un decamero homogéneo que podria ser utilizado igualmente en ensayos de

cristalizacion.

Dentro de las perspectivas para mejorar la serie de vectores de expresion, proponemos la
insercidon del gen que codifica CcdB, de manera de reducir totalmente los falsos positivos y
evitar el tratamiento con Dpnl. Otra mejora que consideramos llevar a cabo es la de adicionar
a los vectores que contienen las fusiones con DsbC y MBP sus péptidos sefial nativos para
dirigir la fusién al periplasma mediante el mecanismo de translocacidon Sec, y permitir la
formacién de los S-S en este compartimento. De esta manera adicionariamos 4 nuevos

vectores a la serie ya construida.

Ademas de esto pensamos incorporar una segunda serie de 12 vectores, que presente niveles
de expresion maximizados, mediante la optimizacién del RBS. Como se menciond
anteriormente, se ha visto que es posible disefiar y alterar las secuencias de unién al ribosoma
(RBS) mediante un programa informatico, para aumentar o disminuir las tasas de traduccion
(40, 41). Utilizando el programa disponible, se disefio un RBS sintético donde las tasas de

traduccién estan maximizadas y que sera introducido en la serie de vectores.

Finalmente, hemos visto que al aumentar las proteinas de fusidon a evaluar, se aumentan
también las probabilidades de lograr expresar en forma soluble la proteina blanco (78). Por lo
tanto hemos considerado la posibilidad de incorporar a la serie de vectores una proteina de
fusidn adicional como ser la proteina periplasmica Spy (15.8 kDa) de E. coli. Esta mostré ser
capaz de impedir la agregacién y ayudar en la renaturalizacidn proteica (304). En este sentido,
ya clonamos la proteina para ser utilizada como proteina de fusidon en la serie de vectores,

extendiéndola ahora a 14 vectores.

En conclusién en esta primera parte del trabajo de Tesis se logré generar una serie de 12
vectores los cuales permiten un clonado en paralelo e independiente de la secuencia del gen

de interés. Nuestros resultados muestran la capacidad de mejorar y facilitar en gran medida

109



esta etapa y proponen a una nueva proteina de fusion (CelDnc) como una herramienta de gran
utilidad para incrementar la solubilidad/estabilidad de otras proteinas blanco. Estos resultados

dieron origen a una reciente publicacion en la revista Frontiers in Microbiology (5).

Una vez expresadas de forma soluble y homogénea, las PRs pueden ser utilizadas en una gran
variedad de aplicaciones donde un area importante, es el de las proteinas de unidn. Estas han
sido utilizadas en aplicaciones biotecnolégicas y también como reactivos para el estudio de
procesos bioldgicos. Ademas, en la ultima década su uso en el campo clinico ha tenido una
gran relevancia y crecimiento (6, 9). El tener por ejemplo, una proteina capaz de reconocer y
unir especificamente un blanco terapéutico, puede servir tanto como herramienta para el
diagnédstico (radioinmunodiagnosis in vivo, mediante acoplamiento con radionucleidos) asi
como también para el tratamiento de la enfermedad (conjugacién con citotoxinas, o dominios
para la interaccidn celular) (146, 148). Dentro de las proteinas de unidn, las mas ampliamente
utilizadas corresponden a los AcMo, que han sido utilizados en el diagndstico y tratamiento de
numerosas patologias humanas (9, 146). Estas moléculas no sélo han mostrado ser efectivas
en el reconocimiento de los blancos terapéuticos sino que forman parte de un mercado que
genera miles de millones de ddélares anuales (305). Sin embargo dependiendo de las
aplicaciones, los AcMo pueden presentar algunas desventajas. Entre estas destacamos su gran
tamafio que disminuye la penetracién en tumores sélidos y larga vida media en suero, lo cual
afecta el contraste en aplicaciones de imagenologia (6). Ademas debido a la complejidad en su
estructura quimica (presencia de S-S vy sitios glicosilados), su produccidon a gran escala es
compleja y costosa (6, 10). Versiones mas pequefias o simples de los AcMo, como los
fragmentos Fab y scFv, han sido desarrolladas para sobrepasar alguna de las desventajas
mencionadas. Si bien estos fragmentos se han producido con éxito en E. coli, su estabilidad
aun depende de la correcta formacién de puentes de azufre. Ademas algunos fragmentos de
AcMo, tienden a agregar especialmente cuando estan fusionados a dominios adicionales, por
ejemplo para alcanzar una eficacia terapéutica o para su deteccidn por lo que en estos casos su

produccién debe ser llevada a cabo en sistemas eucariotas (150).

Una de las razones de por qué los AcMo son las moléculas de uniéon mas exitosas en la ciencia
biomédica, es el hecho de que hasta hace 20 afios el sistema inmune era la Unica fuente de
diversidad molecular por la que la especificidad podia ser dirigida y seleccionada hacia un
blanco especifico. Actualmente, varias metodologias para la generacion in vitro de grandes
repertorios moleculares y seleccion de proteinas de alta afinidad y especificidad para un
blanco determinado, han sido desarrolladas. El avance de estas metodologias de

diversificacion y seleccién derivd, en tan solo dos décadas, en la generacion de mas de 50
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plegamientos proteicos diferentes o “scaffolds”, que sirven como proteinas de union
alternativas a los AcMo (152). Estas nuevas moléculas de unién o “binders”, combinan la fina
especificidad y afinidad de los AcMo, con altos niveles de expresiéon en E. coli, falta de
modificaciones post-traduccionales, estabilidad térmica e incluso quimica en amplios rangos
de pH (150, 192). Es asi que muchas de estas proteinas ya se encuentran en fases clinicas
avanzadas contra patologias humanas como ser tratamiento contra cancer, edema macular
diabético, artritis reumatoide y osteoporosis entre otros (6). Esto demuestra el potencial de
estos nuevos “scaffolds” para ser utilizados como una herramienta complementaria a la ya

existente de los AcMo.

El éxito de una molécula de unidn, radica en que sea capaz de unir de manera especifica
diferentes tipos de topologias como las que estan presentes en las superficies proteicas. En
este sentido, las moléculas pequenas tienen la ventaja de poder acceder a regiones que
pueden no ser muy accesibles para un AcMo como ser cavidades profundas (7, 8). Sin
embargo, estas cavidades pueden ser muy conservadas y estar presentes en varias proteinas
dentro del mismo organismo llevando a una inespecificidad de unidn de las moléculas
pequefias ya que realizan pocos contactos con el blanco (267). Por lo tanto es necesario lograr
un punto medio en donde se realicen un nimero de contactos suficientes como para conferir
especificidad al interaccionar también con residuos no conservados, y a la vez una geometria
tal que permita el acceso e interaccién del sitio de unién con los residuos que se encuentran
en la profundidad de las cavidades y que pueden ser los responsables por ejemplo de una
actividad catalitica que se quiere inhibir. Ademas, dependiendo del blanco seleccionado,
puede ser necesario en algunos casos unir superficies planas (de interaccion proteina-proteina)
y en otros cavidades profundas (sitios activos de algunas enzimas), requiriendo la generacidn
de una libreria con una diversidad estructural tal que pueda cumplir con ambos

requerimientos.

En la segunda parte de este trabajo de Tesis nos abocamos a evaluar la capacidad de un
scaffold de contener superficies de unidn estructuralmente diferentes capaces de unir

topologias diversas mediante distintos mecanismos de unién.

En estudios previos se demostré que las Afitinas derivadas de Sac7d de S. acidocaldarius, son
capaces de unir diferentes epitopes del mismo blanco via dos modos de interaccién distintos
Uno involucrando Unicamente una superficie plana (L1, 14 residuos randomizados) y otro
involucrando una superficie plana y 2 loops cortos (L2, 10 residuos randomizados) (192).

Basados en estos resultados, se generd una nueva superficie de unién en Sac7d al adicionar 4
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residuos randomizados entre en el loop que conecta las hebras 33 y f4 que se demostré podia
participar en el reconocimiento de la IgG humana en una afitina previamente aislada (192). De
esta manera se generaron 2 librerias L3 (13 residuos randomizados) y L4 (formado por 13
residuos randomizados y 2 posiciones mutadas a codones NHK) que contienen el loop

extendido randomizado.

Como prueba de concepto decidimos utilizar una proteina blanco que sea facil de producir y
cristalizar, tenga un sitio activo profundo y que sea termoestable, para poder evaluar la
interaccion en un amplio rango de temperaturas. Es asi que seleccionamos la endoglicosidasa
CelD de C. thermocellum (EC 3.2.1.4), la cual cumple con las caracteristicas mencionadas.
Utilizando las diferentes librerias disponibles de Sac7d se lograron obtener proteinas de unién
para CelD con afinidades determinadas por ITC del orden de nanomolar tanto a 25°C como a
60°C, Unicamente con las librerias conteniendo el loop randomizado (L3 y L4). Utilizando 2
afitinas anti-CelD seleccionadas (E12 y H3) y una afitina (H4) capaz de unir a la glicosidasa
lisozima (EC3.2.1.17) aislada previamente con la libreria L1 (12), se encontré que eran
inhibidores de sus respectivos blancos con una Ki en el orden de nanomolar. Ademas estos 3
inhibidores presentaron estabilidad térmica por DSC y no presentaron reaccidn cruzada por ITC
y ELISA. Mas aun, las afitinas anti-CelD eran capaces de inhibir esta enzima también a 60°C a
pesar de haber sido seleccionadas a 4°C, por lo que las afitinas podrian ser una herramienta
util por ejemplo para investigaciones bdsicas in vivo de procesos bioldgicos con
microorganismos termofilos. Las glicosidasas utilizadas en este estudio son capaces de
hidrolizar enlaces O-glucosido y tienen sitios cataliticos profundos que utilizan 2 mecanismos
enzimaticos diferentes. CelD cataliza la endohidrdlisis de los enlaces (£4) -B-D-glucosidicos
presentes en la celulosa de los vegetales mediante un mecanismo de inversién de la
configuracion del C anomérico mientras que la lisozima cataliza la endohidrélisis de los enlaces
(1->4)-B entre residuosacidi® N-acetilmurdmico y N-acetyl-D-glucosamina del

peptidoglicano bacteriano mediante un mecanismo de retencién (306).

Se lograron resolver las estructuras cristalograficas de los diferentes complejos a alta
resolucidn, revelando que el epitope reconocido en las dos enzimas esta localizado en la
cavidad catalitica. De esta manera se explica la inhibicion en ambos casos debido al bloqueo
del acceso al sitio activo. Mas aun, las estructuras muestran una interaccién directa por
puentes de hidrégeno y puentes salinos con residuos cataliticamente importantes en ambas
enzimas, bloqueando asi su actividad. Mientras para el caso de la unién con la lisozima, la
afitina se extiende a lo largo de la superficie cubriendo el sitio activo, en el caso de la unidn

con CelD, el loop extendido de las afitinas penetra en la cavidad del sitio activo para realizar las
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interacciones. Las superficies de contacto de los diferentes complejos (desde 1317 A% a 1749
A?) son comparables con las superficies encontradas en interacciones proteina-proteina (307).
Por lo tanto, las estructuras muestran que es posible generar librerias capaces de unir blancos,
mediante dos modos de interaccidén distintos, utilizando residuos randomizados en hojas B
(afitina anti-lisozima) o una combinacidn de residuos presentes en hojas B y un loop extendido
(afitinas anti-CelD). Estos ultimos presentan un paratopo convexo capaz de penetrar en
cavidades profundas. Por otro lado, las afitinas aisladas especificas por CelD, eran capaces de
inhibir a la enzima a pesar de que en la seleccidon no se aplicéd ninguna presion selectiva para
esto. Si bien mas afitinas deberian ser aisladas para confirmarlo, no creemos que esto sea un
caso fortuito, posiblemente la libreria conteniendo el loop extendido tienda a unir superficies
proteicas con fuerte curvatura. Este tipo de observaciones se confirmaron muy recientemente
en un trabajo realizado por el grupo de Pluckthun. Utilizando un scaffold con un sitio de unidn
ya definido como ser las DARPins, estos autores generaron un nuevo repertorio con
propiedades de unién diferentes al repertorio original (176). Este nuevo repertorio contenia un
loop extendido randomizado en uno de las repeticiones de anquirina (LoopDARPins),
formando un paratopo con estructura convexa, donde se vio (como en el caso de CelD), una
tendencia a unir superficies cdncavas (176). Por otro lado, ya en trabajos no tan recientes, se
habia observado una tendencia en los nanobodies, que debido a la presencia de un loop CDR3
mas aislado y extendido presentaban preferencias por unirse a cavidades profundas en las

proteinas como la de los sitios activos de enzimas (10).

Otra caracteristica interesante al analizar las estructuras obtenidas es que en la interaccidn
afitina-glicosidasa, la afitina no interacciona Unicamente con residuos cataliticos conservados,
sino que se observan interacciones con residuos fuera del sitio activo que pueden contribuir
con la especificidad de unién. En este sentido al analizar la secuencia de aminodcidos de 17
glicosidasas de la familia GH9 presentes en C. thermocellum (ATCC 27405), encontramos por
ejemplo que en la interaccién E12-CelD, la afitina interacciona con los residuos E353, Y354,
V357, Y455, W538, P539, Y551 y E555. Tres de estos residuos no se encuentran en ninguna de
las glicosidasas GH9 de C. thermocellum (E353, V357, W538), y P539 se encuentra solamente

en 3 de ellas, pudiendo conferir especificidad de unidn para CelD a la afitina E12.

Las estructuras obtenidas en este trabajo son las primeras estructuras de complejos affitina-
proteina blanco, lo que nos permite determinar a nivel atdmico cémo es que estas proteinas
de unidn logran interaccionar con sus blancos. Esta informacion nos permitird ademas poder
optimizar la libreria al seleccionar nuevas posiciones para mutar y/o fijar posiciones que

estaban mutadas pero no participan en la interaccioén.
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Tuning different expression parameters to achieve soluble
recombinant proteins in E. coli: Advantages of high-throughput

screening

Agustin Correa and Pablo Oppezzo
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Proteins are the main reagents for structural, biomedical, and biotechnological studies; however,
some important challenges remain concerning protein solubility and stability. Numerous strate-
gies have been developed, with some success, to mitigate these challenges, but a universal strat-
egy is still elusive. Currently, researchers face a plethora of alternatives for the expression of the
target protein, which generates a great diversity of conditions to be evaluated. Among these, dif-
ferent promoter strength, diverse expression host and constructs, or special culture conditions
have an important role in protein solubility. With the arrival of automated high-throughput screen-
ing (HTS) systems, the evaluation of hundreds of different conditions within reasonable cost and
time limits is possible. This technology increases the chances to obtain the target protein in a pure,
soluble, and stable state. This review focuses on some of the most commonly used strategies for
the expression of recombinant proteins in the enterobacterium Escherichia coli, including the use
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1 Introduction

Purified and soluble proteins are essential tools in
academic and medical areas. The knowledge of the
molecular structure of individual proteins allows
important questions about the physiological func-
tion of these molecules to be addressed, so as to
know the biochemical and regulator pathways in
which they are implicated. The pharmaceutical in-
dustry and biotechnology laboratories are primari-
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ly interested in the development of recombinant
proteins (RPs). Obtaining purified and functional
proteins is a key issue for modern biotechnology
laboratories.

Natural protein sources rarely meet the re-
quirements for quantity and ease of isolation;
hence, recombinant technology is often the method
of choice. Recombinant cell factories are constant-
ly employed for the production of protein prepara-
tions bound for downstream purification and pro-
cessing. In the 1980s, the development of genetic
engineering made the production and expression
of target proteins in a recombinant form possible
by using different expression hosts, including bac-
terial, fungal, or eukaryotic host cells.

In all of these expression systems, the use of the
enterobacterium Escherichia coli is the most wide-
ly used. This microbial factory was the first host to
be used for RP production almost 40 years ago [1],
and until now, approximately 60% of all RPs report-
ed in the literature were expressed using E. coli. [2].
The main reasons for the extensive use of this bac-
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terium in this area are as follows: extensive knowl-
edge of the genetics of the bacterium (large num-
ber of cloning vectors and mutant host strains com-
mercially available), ease of use, low cost, and a
high yield of the target protein [3, 4].

The use of E. coli, however, for RP production
has encountered several disadvantages. For exam-
ple, many of the post-translational modifications
found in eukaryotes, such as N- and O-glycosyla-
tion, amidation, hydroxylation, myristoylation,
palmitation, or sulfation, are absent in E. coli [5],
which limits its application. On top of this, the high
expression levels of RP can often lead to the accu-
mulation of aggregated insoluble protein, resulting
in inclusion-body formation in the cytoplasm of the
bacteria [6]. High translation rate can be a serious
problem when the target protein is a heterologous
molecule. Thus, the soluble expression and native
purification of the target protein in E. coli remains
an important bottleneck in the production area of
RP. Nevertheless, if the protein to be expressed is
cytoplasmic, lacks the above-mentioned post-
translational modifications, possesses few disulfide
bonds, and does not present a multidomain compo-
sition, the use of the E. coli as the host is the rec-
ommended choice for the first trials of protein pro-
duction [7].

Production of RP in E. coli, whether for bio-
chemical analysis, therapeutics, or structural stud-
ies, requires the success of mainly two crucial
steps: (i) soluble expression of the target protein;
and (ii) purification and stabilization of a function-
al molecule.

In the past three decades considerable efforts to
improve the production of soluble and functional
RP have been carried out. These advances include
the development of different expression strains [8],
a wide variety of plasmids under the control of dif-
ferent promoters, or the use of special tags [9]. The
co-expression of target protein with molecular
chaperones or folding modulators has also been
employed [10, 11], as well as the introduction of
mutations in the target gene [12]. Additionally,
diverse growth temperatures, different induction
densities, as well as changes in media composition
are also important variables evaluated with the
purpose of improving the solubility and purifica-
tion of the target protein. Because soluble does not
always mean functional, quite often the protein can
form soluble aggregates that can be unfolded, may
be inactive, and/or difficult to crystallize, making
the soluble protein useless. Therefore, it is also im-
portant to characterize the aggregation state of the
protein after expressing the target protein. In this
regard, the use of analytical gel filtration [13, 14]
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and/or static or dynamic light scattering [15-17]
could be used with this purpose.

This review focuses on the solubility problem of
RP in E. coli, linking two principal issues: (i) the
most useful and general strategies employed for
the expression of RP in this bacteria; and (ii) the
use of high-throughput screening (HTS) tech-
niques to find the optimal parameters to obtain sol-
uble RPs.

2 Selecting a vector for RP expression

Selection of the vector is one of the first issues that
the researcher faces when trying to express a RP.
Vector characteristics will affect many important
variables essential for the success of protein pro-
duction: (i) localization of the target protein in the
bacterial microenvironment; (ii) plasmid copy
number as a consequence of the replication origin;
(iii) promoter type, which modulates the protein
yield, the rate of transcription, and the stringency
of repression before induction; (iv) fused proteins
and/or fused tags, which could influence protein
solubility and/or stability; and (v) co-expression of
the target protein with molecular partners or chap-
erones able to help in the folding process.

2.1 Localization of target protein

A limitation of the production of properly folded
proteins in E. coli has been the relatively high re-
ducing potential of the cytoplasmic compartment:
disulfide bonds are usually formed only upon ex-
port into the periplasmic space [18-20]. Most often
RPs are expressed in the cytoplasm of E. coli; how-
ever, when the RP needs the presence of disulfide
bonds one option is to perform the expression in
the E. coli periplasmic space.

In this context, many vectors have been modi-
fied to export the protein target into the periplasm.
For this purpose, vectors carrying signal peptides
(sequence for periplasmic export) are commercial-
ly available. Expression systems such as pMalp2
(New England BioLabs) or pET 22b (Novagen) are
normally used. The principal drawback of this
strategy is that the translocation machinery to the
periplasm of E. coli could be easily saturated, de-
creasing the final yield of RP [8].

2.2 Plasmid copy number
The origin of replication is responsible for the plas-
mid copy number and determines the gene dosage

accessible for protein expression. The copy number
for common E. coli expression plasmids ranges

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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from low (2 to 20) to high (20 to 40) [21]. Usually a
high copy number is desired for maximum gene ex-
pression, but in some instances this can lead to a
metabolic burden that negatively affects the bio-
mass and the final yield [22, 23]. Among the most
commonly used origins of replication in plasmids
for RP expression are the ColE1l (high copy) and
the p15A (low copy) [24]. Replication origins are
important when co-expressing proteins from dif-
ferent plasmids. In these cases, each vector may
contain a different origin of replication because
plasmids with the same origin are mutually exclu-
sive in the same bacterial host [25].

2.3 Promoter type

The promoter sequence is a central element that
affects the strength and duration of transcription,
and in turn, protein yield. Recombinant expression
needs to be strong, present a very low basal ex-
pression level, and its induction should be simple
and cost effective. Along with inducers, they can be
thermal and chemical, of which the chemical in-
ducer isopropyl-B-p-thiogalactopyranoside (IPTG;
a nonhydrolyzable lactose analogue) is the most
commonly used [16, 21, 26]. In this section, we dis-
cuss the promoters frequently used for protein ex-
pression, such as T7 (Novagen); T5 (Quiagen) and
the hybrid promoters, such as trc and tac (Invitro-
gen and Sigma, respectively); pBAD promoter (In-
vitrogen); and finally temperature-controlled pro-
moters, such as CspA and the phage promoters

D/Pg-

2.3.1 T7 promoter

The T7-based pET expression system is by far the
most used system for recombinant expression in
E. coli [16, 27, 28]. It was first described by Studier
and co-workers [29, 30] and is based in the highly
selective T7 RNA polymerase from phage T7 to
drive RP production. This polymerase only tran-
scribes genes under the control of the T7 promoter
and it has been shown that it can transcribe eight
times faster than E. coli polymerases, producing a
high yield of protein [31]. The T7 promoter is con-
sidered a strong promoter and RP could reach up
to 50% of the total cell proteins. Because E. coli lacks
this polymerase, some strains, such as BL21(DE3),
have been developed that contain a chromosomal
copy of the T7 polymerase gene, under the control
of the lac promoter derivative lacUV5 [29, 32]. The
lacUV5 promoter contains point mutations that in-
crease the promoter strength and make it less sen-
sitive to catabolite repression [33]. In this way, the
promoter is only controlled by the lac repressor,
Lacl, which allows induction with IPTG, even in the

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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presence of glucose. The addition of IPTG releases
the repression caused by the binding of LacI to the
lac operator, resulting in the expression of T7 poly-
merase, which in turn transcribes the target gene
with the concomitant production of the RP [34].

2.3.2 T5 and hybrid promoters

The essential element of this unit is a promoter de-
rived from coliphage T5 that is utilized by E. coli
RNA polymerase. This promoter system has been
used mainly in pQE vectors (QIAGEN) combined
with a double lac operator repression module to
provide tightly regulated level expression of RPs in
E. coli. Protein synthesis is induced with IPTG, but,
in contrast to the T7 promoter system, is more ef-
fectively blocked in the presence of high levels of
lac repressor with higher stability of the cytotoxic
constructs as a consequence [35].

The trc and tac promoters are hybrids of natu-
rally occurring promoters, consisting of the —-35 re-
gion of trp promoter and the -10 region of lacUV5
promoter [36, 37]. The expression is also induced
by IPTG and although they are considered as
strong promoters, their production is lower than
that of T7 promoters (about 15-30 % of the total cel-
lular protein) [38].

2.3.3 araBAD promoter

Another promoter system is the araBAD (Pg,p)
promoter of the arabinose operon. When a gene is
cloned downstream of the Py, promoter, the ex-
pression is regulated by the araC protein, which is
a positive and negative regulator of the Py, pro-
moter. In this system, induction is achieved by the
addition of r-arabinose (usually 0.2% w/v) in a
titratable manner, showing a linear increase of pro-
tein expression upon increasing inducer concen-
tration. Similar to the T5 promoter system, Py, is
a tightly regulated promoter, making it ideal for the
expression of highly toxic proteins [39, 40]. More-
over, basal expression levels can be reduced even
more by the addition of glucose or the anti-inducer
fucose, which represses expression [41]. Compared
with the T7 promoter system, in some cases it has
been observed that Py, results in lower yields [21,
42].

2.3.4 Temperature-controlled promoters

Instead of using a chemical inducer, some promot-
ers are induced upon a physical signal, such as a
decrease or increase in temperature. CspA protein
is the major cold shock protein of E. coli and is vir-
tually undetectable at 37°C, but after transferring
the culture to 15°C, the production of this protein
could be greater than 10% [43]. Therefore, genes
under the control of the cspA promoter can be in-
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duced simply by a downshift in temperature be-
tween 15 and 25°C [44-46]. This expression at low
temperatures could be beneficial for the soluble
expression of aggregation-prone proteins [44, 47].
A series of vectors were developed that contain the
lac operator sequence immediately upstream of the
cspA transcription initiation site to prevent leaky
expression from cspA promoter at 37°C [48]. In this
case, induction is achieved by temperature down-
shift and the addition of IPTG.

Other promoters, such as pL/pR phage lambda
promoter, are induced after increasing the culture
temperature. In this system, the pL (leftward) and
PR (rightward) strong promoters are regulated by
the temperature sensitive mutant cI857 repressor
of bacteriophage A [49]. At low temperatures (usu-
ally 28-32°C), transcription is inhibited by the
binding of cI857 to the pL or pR promoters. After
increasing the temperature above 37°C (usually
40-42°C), cI857 binding is released from the pro-
moter and gene expression is induced [49, 50, 51].

2.4 Fused proteins and/or fused tags

Fused proteins and/or fused tags has been widely
used with the aim of solving the two main obstacles
in the expression of RP field: solubility and stabili-
ty of target protein before purification [9]. With the
advent of HTS the use of fused tags has become an
essential tool to permit the use of a generic purifi-
cation strategy.

The most common and commercially available
short tags are the histidine (his-tag) and strep tags,
whereas complete proteins used as fusion tags are
glutathione-S-transferase (GST), maltose-binding
protein (MBP), thioredoxin (trx), and more recent-
ly the small ubiquitin-like modifier protein
(SUMO) and N-utilization substance A (NusA).

Short tags can be fused to the N and/or C termi-
nus of the target protein, whereas complete pro-
teins are usually placed at the N terminus of the RP
to not only aid the purification step but also to im-
prove the solubility. In both cases, a short flexible
hydrophilic linker is usually placed between the
tag and the target protein to allow the accessibility
of the tag in the purification step and to introduce
a specific cleavage site for its removal [9].

Short affinity tags dedicated to isolate the target
protein include those given in the following sec-
tions.

2.4.1 His-tag

The his-tag generally consists of six histidine
residues in tandem (0.84 kDa) and exploits the ca-
pacity of this residue to reversibly interact with
metal ions immobilized in a metal-chelate matrix
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[52]. Immobilized metal ion affinity chromatogra-
phy (IMAC), is the most widely used method for
purifying RP. The Ni?* metal ion (GE, QUIAGEN) is
commonly used for purification, but other transi-
tion metals, such as Co?* (TALON, Clontech), Cu?,
and Zn?*, have also been used with success. Be-
cause the tertiary structure of the His-tag is not im-
portant for coordination with the metal, His-tagged
RP can be purified by using IMAC under denatur-
ing conditions and subsequently the target protein
is refolded [53]. Once immobilized, the RP can be
eluted from the matrix by the addition of imidazole
(up to 0.5M), or by lowering the pH (pH < 5).

Nevertheless, the use of imidazole is by far the
most commonly used method because it is milder
and allows the use of a fine gradient to improve
protein purity without affecting RP stability [16].
The IMAC purification procedure has been fully
automated and the vast majority of structural ge-
nomic centers use it as their main affinity strategy.
Automation has been achieved at the microscale
level for searching for soluble-protein expression
by magnetic beads or filtration-based purification
protocols in a 96-well format [28, 54-58]. These
protocols allow the purification of hundreds of dif-
ferent conditions per week. On a larger scale, the
use of positive pressure for liquid transfer through
different columns, permitted processing of up to 60
cell lysates in 18.5 h to give milligram yields of the
target protein [59]. Finally, by using specific anti-
bodies against the His-tag, the evaluation of differ-
ent conditions can be easily made by dot blot [60].

One drawback of IMAC purification is its sus-
ceptibility to metal chelators. This was evidenced in
a recent work, in which E. coli lysate severely re-
duced the binding capacity of the column [61]. This
reduction was caused by low-molecular-weight
components (such as metallophores) that are asso-
ciated with the periplasmic space. This effect is
more important when working with low-abun-
dance RP and higher culture sizes are necessary to
increase the target protein yield [61].

2.4.2  Strep-Tagll (Strep-Tactin)

Strep-Tagll (Strep-Tactin) is another attractive
affinity tag formed by eight amino acids (WSH-
PQFEK) that binds in a reversible way to an engi-
neering variant of streptavidin [62]. Like the his-
tag, the strep-tagll is biologically inert, proteolyti-
cally stable, and does not interfere with protein
folding. This highly specific system allows the iso-
lation of the target protein in a pure state and elu-
tion of the protein is obtained by using mild buffer
conditions by competition with D-biotin or prefer-
entially p-desthiobiotin [62]. In a comparative
study, it was shown that this tag had a better
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cost-benefit relationship than other tags and was a
very good compromise of high purity with good
yields at a moderate cost [63].

2.4.3 Calmodulin-binding peptide, S-tag, and Si-tag
Other affinity tags include the calmodulin-binding
peptide (26 amino acids), which binds specifically
to calmodulin in a calcium-dependent manner,
allowing proteins with this tag to be purified over
calmodulin resin where the elution is done through
the addition of a buffer containing 2 mM ethyl-
ene-glycol-tetra-acetic acid (EGTA) [64]. S-tag
(15 amino acids), derived from the N-terminal helix
of RNAse A, is another used tag, normally eluted
with S-protein [65].

Recently an Si-tag was described by Ikeda et al
[66]. This is a large tag (30 kDa) based on the re-
versible and specific binding of the bacterial ribo-
somal protein L2 to silica surfaces. After binding,
the target protein can be eluted in a pure state from
the silica by the addition of a buffer containing a
high concentration of a divalent cation, such as
2M MgCl,. Since silica serves as both a resin and
ligand for Si-tag, this method is one of the cheap-
est for the isolation of tagged proteins [66].

Other tags involving complete proteins provide
dual purposes: on the one hand, they allow a sim-
ple protein purification step and, on the other, they
offer the possibility of improving the solubility of
the target protein. As mentioned above, among the
most widely used solubility-enhancer tags found
are GST, MBP, Trx, SUMO, and NusA.

2.4.4 GST tag

The GST tag is normally used at the N terminus of
target protein, binds tightly to glutathione resin,
and can be eluted by the addition of reduced glu-
tathione [67]. It is important to note that GST (26
kDa) dimerizes, thus it is not recommended for
proteins that are prone to aggregation [68]. Sever-
al studies have shown that GST is a poor solubility
enhancer [7, 69], but is still a widely used fusion tag
and allows RPs to be purified in a single step [67,
70].

2.4.5 MBPtag

The MBP tag is a soluble periplasmic protein from
E. coli that can bind strongly to amylose resins and
the fusion protein can be eluted by the application
of free maltose [71]. MBP has been shown to en-
hance the protein solubility when it is fused as both
N- and C-terminal fusion tags [7, 72, 73]. It can also
be used to target proteins to the periplasm if the
endogenous signal sequence, malE, is included in
the gene [21]. In a comparative study, it was found
that MBP was more efficient in solubilizing the
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fusion partner than GST and thioredoxin [74]. One
drawback of this tag is its large size (42 kDa), which
can interfere with the biological activity of the RP.

2.4.6 Trxtag

The trx tag is another solubility tag derived from
E. coli trxA. This protein (11.6 kDa) is an oxido-re-
ductase that facilitates the reduction of other pro-
teins and has some properties that make it suited
as a fusion partner. When trxA is expressed in
E. coli, it can accumulate in a fully soluble state of
up to 40% of the total cellular protein [75]. This sug-
gests that thioredoxin translates very efficiently,
thus, if fused at the N terminus, this property can
be conferred to the partner target protein [76, 77].
As well as this, it has been found that thioredoxin
has a high thermal stability (Tm: 85°C), that can
contribute to fusion partner stabilization [78].

2.4.7 SUMO and NusA tags

Other solubility-enhancer fusion tags that are
gaining ground are SUMO (11.2 kDa) and NusA
(55 kDa).Yeast SUMO (Smt3) is commonly fused to
the N terminus of target proteins and can improve
the solubility and expression of the fused protein.
A comparative study showed the utility of SUMO as
a fusion partner, in which it behaved better than
other common tags, with the added advantage that
it generated a native N terminus for the target pro-
tein after cleavage with a specific protease [79, 80].
Finally, NusA is a transcription elongation and
anti-termination factor of E. coli [81], which, as a
fusion protein, also showed improvement in the ex-
pression and solubility of target proteins when
fused as an N-terminal tag [79, 82-84].

A drawback to these fusion-tag strategies that
must be considered is the occurrence of false posi-
tives. In many constructs it has been commonly ob-
served that a soluble fusion target protein became
insoluble after cleavage with the specific endopro-
tease. This can imply that the fused protein is held
in solution as a result of interactions between the
solubility partner and not as a result of a native fold
of the target protein [85].

2.5 Tag cleavage

Because all fusion tags can interfere with structur-
al and functional studies of the expressed protein,
it is usually necessary to remove the fused tag after
purification of the target protein. This is done by
the addition of a specific endoprotease cleavage
site between the tag and the target protein, as men-
tioned earlier. Several specific proteases used for
this task are commercially available (thrombin, fac-
tor Xa, and enterokinase). Another very specific
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protease is the 3C-type protease from the tobacco
etch virus (TEV) [21]. This molecule cleaves the se-
quence ENLYFQ/G specifically [86] and, relative to
other proteases, does not present nonspecific sec-
ondary cleavage.

2.6 Co-expression of target protein with molecular
partners or chaperones

In some instances, the expression of soluble RP is
achieved by co-expressing a biological partner of
the target protein or molecular chaperones that
help with correct folding of the RP. Co-expression
can be achieved using single or multiple expression
vectors. The co-expression of a biological partner
has been used mainly to improve the solubility of
the target protein, but in some specific cases pro-
tein complex formation is also required for optimal
activity [87-89]. In a different approach, it has been
suggested that the production of slow-folding RP
can overwhelm the host chaperones, leading to the
accumulation of the target proteins as inclusion
bodies [90]. Thus, supplementing with co-expres-
sion of molecular chaperones, such as the chaper-
one set DnaK/Dna]/GrpE (KJE) or GroEL/GroES
(ELS), ClpB, the small heat-shock proteins IbpA
and IbpB, and the ribosome-associated trigger fac-
tor, minimized aggregation and improved the solu-
bility of many RPs [21, 91, 92].

3 Performing new cloning strategies

As mentioned earlier, to find suitable conditions for
the soluble expression of target proteins, different
combinations of promoters and fusion tags need to
be evaluated. This requires the cloning of the target
gene in several plasmids, therefore, the use of a
method that enables the easy transfer of the gene
into multiple vectors regardless of the target se-
quence is preferable to a classical restriction strat-
egy. Examples of this strategy include the commer-
cially available Gateway® (Invitrogen) [93] and In-
Fusion™ (Clontech) [94, 95] methods, which rely
on a recombination process between the insert and
the destination vector. Other ligation-independent
cloning (LIC) methods based on the use of comple-
mentary single strands for the fusion of the insert
within the vector are also used for the easy cloning
of several genes in different vectors [96-100]. Re-
cently, adaptation of an LIC strategy based on the
integration of a target gene into an expression vec-
tor by whole-plasmid amplification of the plasmid
and the insert was developed, known as RF cloning
[101] (Fig. 1A). In this method, after amplification
of target gene, the PCR product is used as a
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megaprimer in a second PCR to amplify the whole
plasmid. The parental DNA is eliminated by cleav-
age with Dpnl and the newly synthesized plasmid
containing the insertion is used to transform E. coli
cells [101]. The great advantage of this method is
that it can be used with any destination vector, such
as the commercially available pET, pQE, and pA-
CYCDuet vectors, and the insertion can occur at
any desired position without the addition of any
unnecessary sequences to the target gene [101].

4 Selecting a host strain for RP expression

The selection of the E. coli strain can have a pro-
found impact on the RP production, since it gives
the genetic background in which protein synthesis
occurs. Different commercial E. coli strains have
been developed that facilitate the soluble produc-
tion of heterologous proteins. The selection of the
expression strain is based on the characteristics of
the target protein, such as whether the protein con-
tains disulfide bonds, is highly toxic, or contains
rare codons caused by the heterologous taxonomic
origin of the target protein. In this context, differ-
ent strains could be grouped as described in the
following sections.

4.1 Protease-deficient strains

The E. coli BL21 and its derivatives are most com-
monly used for RP expression. BL21 is deficient in
the adenosine triphosphate (ATP)-dependent pro-
tease Lon [102] and in the outer-membrane pro-
tease OmpT [103], thus reducing the degradation of
the target protein and improving the yield. The
BL21(DE3) derivative is deficient in OmpT/Lon
proteases and contains a chromosomal copy of the
T7 RNA polymerase under the control of the
lacUVS5 promoter for the expression of RP under
the control of the T7 promoter.

4.2 Stringent repression of RP expression

Because the robust transcription of the T7 poly-
merase, even its minimal basal production, results
in a leaky expression of the target gene prior to in-
duction. This could be detrimental for the host if
the target protein is toxic or even prevent the es-
tablishment of the plasmid carrying the toxic gene
[29]. To reduce this basal level of expression,
several host strains have been developed that
contain plasmid coding for the natural inhibitor of
T7 polymerase, the bacteriophage T7 lysozyme
[104]. Usually pLysS and pLysE plasmids are
commercially available as BL21(DE3)pLysS and
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Figure 1. Schematic representation of automated HTS for the soluble expression of RP. (A) HTS of different constructs and details of the RF cloning

methodology. This stage is manually performed in our system. (B) HTS of different expression strains; selection of positive clones is manually achieved,
whereas colony minipreps and the transformation process is done in the robotic workstation. (C) HTS of different culture conditions; this module is com-
pletely achieved in our robotic platform. Finally, soluble protein conditions are manually determined by western blot analysis. The soluble expression condi-

tions established for a specific target protein are indicated by the stars.

BL21(DE3)pLysE (Novagen). While pLysS plas-
mids produce low levels of T7 lysozyme, pLysE
plasmids provide higher levels of the inhibitor
[104]. Because T7 lysozyme continues to inhibit T7
polymerase after induction, this could result in
lower yields of the target protein for nontoxic pro-
teins. Another characteristic of T7 lysozyme is that
it can cut a specific bond in the peptidoglycan lay-
er of the E. coli cell wall, which can reduce the
growth rate of strains harboring pLys plasmids, but
have the benefit of facilitating cell lysis for protein
purification [104]. An attractive alternative is to use
an E. coli strain that contains the T7 RNA poly-
merase under the control of a more stringent pro-
moter, such as the aforementioned Py, instead of
the 1lacUVS5. Such is the case of the E. coli BL21AI
strain commercialized by Invitrogen. In this case,
induction is achieved by the addition of L-arabi-
nose to a final concentration of 0.2% and, if work-
ing with expression vectors with the lacl gene, it is
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also necessary to add 1 mM IPTG. This strain has a
four-fold lower basal expression level with similar
yields of RP when compared with BL21(DE3)pLysS
[39], making it a very suitable strain for the expres-
sion of highly toxic genes.

4.3 Expression of disulfide bond-containing
proteins

One of the most common post-translational modi-
fications is disulfide-bond formation. In this issue,
Salinas et al. review the biochemical bases of this
modification in more detail [105]. Disulfide-bond
formation occurs in the periplasm of E. coli, which
is a more oxidizing compartment than the cyto-
plasm, by Dsb proteins (DsbA, B, C, D and G).
Whereas DsbA is responsible for disulfide-bond
formation, the isomerases DsbC and DsbG are re-
sponsible for the rearrangement or isomerization
of incorrectly formed bonds. Finally DsbB and
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DsbD membrane proteins recycle DsbA and
DsbC/G, respectively [106]. One strategy to produce
proteins with disulfide bonds is to direct RP
expression to the periplasm with the addition of an
N-terminal signal peptide. Another way is to
change the redox state of the E. coli cytoplasm to a
more oxidative environment. The reduced environ-
ment found in the cytoplasm of E. coli is actively
maintained by the action of pathways involving the
glutathione reductase (gor) and thioredoxin reduc-
tase (trxB) [107-109]. Therefore, single (trxB~) and
double (trxB/gor") mutants of E. coli have been de-
veloped, and commercialized by Novagen as AD494
and Origami, respectively, that enhance the pro-
duction of disulfide-bond-containing proteins in
the cytoplasm of E. coli. Another E. coli strain was
developed that expresses DsbC in the cytoplasm
and also contains the trxB/gor- mutations, thus im-
proving the correct formation of disulfide bonds
(SHuffle, by New England Biolabs).

Recently, it was possible to produce disulfide-
bond-containing proteins in the cytoplasm of E. coli
by the co-expression of a catalyst of disulfide-bond
formation from Saccharomyces cerevisiae, Ervlp,
without the need to disrupt the reducing pathways
of the host (trxB~ and/or gor- mutants) [110].

4.4 Expression of membrane proteins

More than a decade ago, two E. coli mutant host
strains derived from BL21(DE3) were generated
and isolated for the production of difficult-to-
express proteins, such as membrane proteins.
Named C41(DE3) and C43(DE3) [111], they are
commercially available for the expression of toxic
and membrane proteins (Lucigen). It was found
that the reason for their improved over-expression
of membrane proteins was the result of mutations
in the 1acUV5 promoter. These negatively affected
the expression of the T7 polymerase, delaying the
expression of the target protein, and preventing the
saturation of membrane-translocation machinery.
In addition to these mutations, C43(DE3) also slows
down the expression of the lactose permease
(LacY), delaying the expression of the target pro-
tein even more [8]. Overall, this work led to the de-
velopment of a BL21(DE3) derivative, named
Lemo21(DE3) (New England Biolabs), that con-
tained a plasmid encoding for the T7 lysozyme un-
der the control of the rL-rhamnose-inducible pro-
moter (rhaBAD). This is a titratable promoter that
allows the production of different levels of T7
lysozyme upon addition of different amounts of
L-rhamnose (0-2000 uM) [8]. Therefore, by adding
higher concentrations of L-rhamnose, more lyso-
zyme is expressed and less T7 RNA polymerase is
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available, thus controlling the rate of transcription
of the target protein.

4.5 Expression of codon-biased genes

When using E. coli as a host, some obstacles can be
found as a result of codon biases. When the codon
usage of the target gene differs from that of the ex-
pression host, the low-abundance tRNAs from the
host are depleted by the rare codons present in the
foreign mRNA and can result in amino acid misin-
corporation and/or truncation of the polypeptide
chain, thus affecting heterologous gene expression
[112]. One alternative to the aforementioned prob-
lem is to perform a rational gene optimization, by
de novo gene synthesis, where the rare codons of
the target gene are changed to codons more fre-
quently used in E. coli. This methodology can be
successful for many cases [113], but is also expen-
sive. Another strategy is to use an E. coli host with
supplemented low-abundance tRNAs, thus im-
proving codon biases [112]. At present, numerous
strains containing plasmid coding for rare tRNAs
are commercially available (Rosetta2 and Rosetta2
(DE3) from Novagen and BL21-CodonPlus(DES3)-
RIPL, RIL, and RP from Stratagene). However, for
some genes, these low-abundance codons are nec-
essary to provoke a pause in the ribosome process-
ing, which allows the correct folding of an interme-
diate in the newly synthesized chain. In these cas-
es, the use of a strain with supplemented codons
could be detrimental to protein solubility [114].

5 Optimizing variables in E. coli growth:
Temperature and media effects

Another common strategy to express the target
protein in a soluble state is to evaluate different
culture conditions, such as the growth temperature
after induction as well as the composition of growth
media.

Quite often, lowering temperature during in-
duction (15-25°C) improves the solubility of the RP
by diminishing aggregation and inclusion-body
formation. This could be the result of a decrease in
the rate of protein production, allowing the newly
synthesized chain to fold properly [115]. Thus, it is
highly recommended to evaluate different induc-
tion temperatures when searching for conditions
for soluble protein expression [16]. Because one
must test many conditions in parallel for protein
expression, it is necessary to perform cell growth in
many small cultures. This is usually done in multi-
well plates and commonly used media include LB,
2YT, terrific broth, and minimal media (M9).
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Growth in a multi-well plate format can result in
a situation in which different cultures are ready for
induction at different times due to differences in
growth rates. This leads to a scenario in which in-
duction is not homogeneously distributed among
cultures, making the comparison between different
conditions difficult.

One solution to such a problem is the use of a
medium in which the uptake of the inducer de-
pends on the metabolic state of the bacteria. In this
regard, Studier developed an autoinduction medi-
um in which the inducer, lactose (in systems regu-
lated by the Lacl), was prevented from inducing
cells by compounds that could be depleted during
growth (e.g., glucose) [116]. During the initial
growth period, glucose was preferentially used as
an energy and carbon source instead of lactose. Af-
ter glucose was depleted, lactose and glycerol were
metabolized and the target protein was induced au-
tomatically. In this way, there was no need to mon-
itor bacterial growth and add inducer at the proper
time, making it suitable for HTS [116]. Also, early
basal expression was prevented by catabolite re-
pression, making it suitable for the expression of
toxic proteins. In this medium, glucose, glycerol,
and lactose are present at 0.05, 0.5, and 0.2%, re-
spectively. A modified autoinduction medium con-
taining 0.05% of L-arabinose is used for the autoin-
duction of proteins in systems based on the Py,
promoter (BL21AI cells) [116].

Finally, the autoinduction medium allows cul-
tures to reach high cell densities and generally pro-
duces a greater proportion of soluble target protein
than IPTG-induced expression [116]. Autoinduc-
tion reagents are commercially available (Over-
night Express™, Novagen). A recent study demon-
strated dosing the Lacl repressor affects carbon
consumption patterns, thus dramatically influenc-
ing protein expression. It was observed that, when
using a system that provided high amounts of LacI
(e.g., T7lac or T5lac), the order of consumption
shifted from glucose/lactose/glycerol to glucose/
glycerol/lactose, thus delaying the expression of
the target protein [117]. Also, when using a system
such as T5lacl4, which produces even more Lacl,
the effect was so dramatic that culture growth
stopped before lactose could be consumed. The
oxygenation rate also affects consumption prefer-
ences; in cases where O, was limiting, lactose was
consumed at lower cell densities [117].

6 HTS for expression of RPs

In the late 1970s and early 1980s, the components
that made modern HTS possible in the laboratory
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came together. The explosive growth of HTS led to
a great abundance of automation technology, rang-
ing from simple, small, and affordable liquid-han-
dling workstations to very large factory-style inte-
grated systems. These fully automated systems are
the most valuable tools available for HTS.

Over the last few years, a number of HTS tech-
nologies have been developed to expedite the pro-
duction of RP for therapeutic studies. These in-
clude the use of rapid cloning systems, miniatur-
ization of cell growth conditions, and a variety of in-
novative automation systems for expression and
purification of soluble target proteins.

Based on the idea that the probability to obtain
soluble RP depends on a complex array of many
variables (strains, vectors, and culture conditions),
an interesting approach is to try as many variables
as possible in the shortest time. The implementa-
tion of this technology has often found the optimal
vector, strain, and/or culturing condition required
for successfully expressing and purifying the spe-
cific target protein, as well as the refolding condi-
tions for insoluble proteins [15, 28, 118, 119].

The evaluation of hundreds of conditions can be
achieved automatically by the use of robotic plat-
forms or by manually using multichannel pipettors.
The first step in the HTS dedicated to the produc-
tion of soluble RP is to clone the target gene in dif-
ferent expression vectors, as well as to evaluate, in
some cases, several truncated forms or mutant
variants of the gene of interest [13, 28]. As men-
tioned in previous section, several methodologies
have been developed to aid in the cloning of sever-
al genes in multiple vectors. The RF cloning method
described by Unger and colleagues [101] is an op-
timal choice for this step and in our hands has
proven to be a cost-effective and very efficient
methodology (unpublished results). After cloning,
the constructs need to be introduced into an ex-
pression host. E. coli is a robust organism and can
be cultivated in 24- (2 mL per well) and 96-well
plates (1 mL per well) covered with AirPore tape
(Quiagen), thus making the expression setup very
simple. The use of rich media, such as terrific broth
or autoinduction media [116], to ensure maximum
biomass is preferred in the HTS analysis. General-
ly, these media support optical densities (OD,,) of
5-10 units compared with 2-3 units for LB media.
Referring to the optimal temperature used in these
approaches, a low temperature (15-25°C) is highly
recommended [16, 27, 28, 57, 120, 121].

After protein expression, cells could be harvest-
ed by centrifugation (2.500 g for 15 min) and resus-
pended in lysis buffer. The lysis buffer should con-
tain protease inhibitors (complete EDTAfree,
Roche) and high ionic strength (0.3-0.5M NacCl).
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Also, if the lysates are going to be purified by IMAC,
a low concentration of imidazol (20-40 mM) should
be added to the lysis buffer to diminish nonspecific
binding of host proteins to the resin [16].

To facilitate the automation and downstream
analysis of protein expression, the centrifugation
process could be skipped and bacteria could be
directly lysed in the growth media by the addition
of commercially available chemical reagents,
such as PopCulture™ (Novagen) and FastBreak™
(Promega) [58, 122]. As an alternative, cell lysis
could be also achieved by the addition of lysozyme
(1 mg/mL) and freeze-thaw cycles combined with
sonication. Sonication devices adapted for robotic
platforms of the 96-well plate format are available
(Misonix) [28].

Is important to highlight that cell lysis is a criti-
cal step when working with small cultures and re-
quires the use of specialized equipment, chemical
reagents, or freeze-thaw cycles that increase the
cost or make the automation process more difficult.
In this regard, novel strategies have been devel-
oped that are based on the intracellular expression
of lytic genes [123]. For example, the expression of
the lysis gene cassette SRRz from bacteriophage A
under the control of the heat-inducible promoter
Dy (induction by raising temperature to 42°C) [124],
or UV-inducible promoters, such as recA and
umuDC (induction by UV irradiation for 8 min)
[125], for cellular lysis were evaluated in the 96-
well format. The reagent free, in situ, and cost-
effective characteristics of this approach make this
strategy a promising tool for HTS in the future
[122].

Once cells are lysed, the supernatant can be
clarified directly in the deep-well plate by centrifu-
gation (3.000 g for 1 h), or can be loaded into a 96-
well filter plate and the soluble fraction obtained by
vacuum-driven filtration [126]. In this step, the su-
pernatants can be directly evaluated for soluble-
protein production [120] or the clarified super-
natant can be loaded into a 96-well plate contain-
ing charged nickel resin for purification of his-
tagged proteins (His MultiTrap, GE; Ni-NTA
HisSorb, QUIAGEN) [28, 55, 56]. Many of the 96-
well IMAC plates also support the purification of
unclarified lysates, but final results to evaluate RP
with expression problems and/or low solubility
could be compromised. A 96-well plate into which
the culture is directly loaded and allows simultane-
ous cell disruption, protein binding, and purifica-
tion is also commercially available (His-Select
iLAP, Sigma) [57]. Finally, agarose magnetic beads
(MagneHis™ Ni-Particles, Promega; Ni-NTAMag-
netic Agarose Beads, QIAGEN) are available as an-
other choice for HTS [56-58, 121]. In this case,
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binding, washing, and elution steps are done by the
use of a magnet (MagnaBot 96, Promega).

An alternative to IMAC purification in 96-well
plates is to use Strep-tagll/Strep-Tactin™ purifica-
tion. Sepharose resins coupled with Strep-Tactin in
the 96-well plate format are commercially available
(Strep-well HT 50, IBA), making this a suitable
method for the high-throughput purification of
Strep-tag proteins.

Once protein is eluted from the purification
plate, the last automated action could be the func-
tional evaluation of the target protein (if it is possi-
ble) as well as evaluation by SDS-PAGE or dot blot
(if specific antibodies against the target protein or
fused tag are available) [60]. A useful system to
evaluate soluble expression of the target protein in
HTS on a robotic platform is the E-PAGE™96 sys-
tem (Invitrogen), which allows the evaluation of 96
different conditions in a short time [58, 122].

Overall, works of structural genomics centers
dedicated to find the optimal conditions to obtain
soluble RPs through HTS propose, as initial rules,
the use of the E. coli T7 expression system (BL21-
DE3 derivatives of E. coli strains and pET vectors,
Novagen) and their posterior purifications through
96-well IMAC plates [16, 27, 28]. However, it is im-
portant to mention that, when working on a small
scale, parameters such as temperature, culture
conditions, and aeration, do not always scale well
and some proteins may not be well expressed on a
large scale and vice versa [16, 127]. Also, some sol-
uble hits can result in soluble, but aggregated
and/or nonfunctional proteins, showing the impor-
tance of performing biophysical characterization of
the RP after protein expression (analytical gel fil-
tration, static/dynamic light scattering, MALDI-
TOF mass spectrometry) [13, 15, 28].

6.1 HTS on a robotic platform committed to
finding optimal expression conditions for an
insoluble target protein

To solve the problem of RPs, the typical expression
conditions of which (BL21 E. coli strains, pET vec-
tors, temperature expression of 37°C, and induction
culture to optical densities of 0.6) did not result in
expression in soluble form, we developed an HTS
protocol in an automated system (liquid-handling
workstations Genesis, Tecan). This protocol has
been created to focus on the three steps that could
have an impact on improving the level of soluble
expression for a specific RP: (i) HTS of different
constructs; (ii) HTS of different expression strains;
and (iii) HTS of different culture conditions. A brief
description of this approach is provided in the fol-
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lowing section and more details are given in the
Supporting Information.

6.1.1 HTS of different constructs

One of the standard procedures when setting out to
express RPs is to screen a series of constructs to
identify the optimal vector able to produce enough
soluble protein. This may include the expression of
a full-length molecule, the mutated target protein,
as well as specific domains of RP or a chimera-
fused protein. A series of fusion partners may also
be investigated for their effects on driving en-
hanced expression or their capacity to capture and
purify the target protein quickly with minimal im-
purities. By using traditional cloning methodolo-
gies, generating the many possible combinations
and their analysis in different expression systems
would be so labor intensive and time consuming
that a parallel strategy of expression screening
would be impractical. Thus, using the RF cloning
method, we are able to obtain 9 different constructs
of a target insoluble protein in 24 h. This approach
involves the expression of the RP with a strong
promoter, such as T7 with N- and C-terminal his-
tags, weaker promoters, such as T5 with N- and C-
terminal his-tags, as well as a tightly regulated pro-
moter, such as Py, with an N-terminal his-tag. In
addition to these five constructs, we prepared four
other constructs with fusion tags involving GST,
Mal-E, Nus-A, and Trx proteins.

6.1.2  HTS of different expression strains

Many E. coli strains optimized for protein expres-
sion purposes are commercially available from
suppliers such as Invitrogen, Novagen, and Strata-
gene. These strains are sold in 8-well strips and 96-
well plate formats, allowing convenient transfer of
protocols to HTS formats using liquid-handling
workstations. In our case, we combined these 9
constructs referred to above with 6 different E. coli
strains, achieving a total of 54 different expression
conditions of the target protein.

6.1.3  HTS of different culture conditions

As described in previous section, the culture condi-
tions constitute another important variable that
should be taken into account to improve the quan-
tity of soluble target protein. In this context, we op-
timized the HTS robotic system for testing all of
these 54 variables at 2 different temperatures se-
lected as required (if the protein target is insoluble
at the typical 37°C, different temperatures, such as
25 and 16°C, could be evaluated). Finally, the auto-
mated system was also optimized to obtain O.D.g,,
values measured every 60 min and consequently
proceeded to IPTG induction at 2 different growth
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states of the bacterial culture (e.g., O.D.,,,~ 0.6 and
1.0). If the target protein is involved in a deleteri-
ous way for the host, this strategy can often be suc-
cessful to obtain some quantities of the desired
protein.

These two last automated steps (construct gen-
eration, strain transformation, and bacterial
growth/IPTG induction) are the first part of this
HTS protocol developed in our group. Thus, 216 dif-
ferent variables of target protein expression can be
evaluated. This first part of the HTS method is de-
veloped with minimal human intervention and is
successfully achieved in 24 h.

The second part of this HTS approach involves
evaluation of the soluble state of the target protein.
For this, cellular lysates of 216 conditions are pro-
duced in the same 96-well plates, allowing the com-
plete lysis of E. coli strains and eventual filtration
directly from the culture medium. After filtration,
soluble and insoluble fractions are collected and
migrated in SDS-PAGE to perform western blot
analysis. The analysis of these results allows the
identification of the condition/s in which the target
protein is expressed in a soluble form and subse-
quently the performance of large-scale production
of the RP. This second part of HTS protocol is car-
ried out on the robotic platform and completed in
6 h.

The described protocol allows the evaluation of
216 expression conditions (different constructs,
different expression strains, and different culture
conditions) in 4 days, for a protein that, so far, could
not be expressed in soluble form and enough quan-
tity. Presently, this protocol is being implemented in
our laboratory in collaboration with the Structural
Biochemistry Unit of the Pasteur Institute in
France. The graphical pathway of this pipeline is
shown in Fig. 1 and the protocol is detailed in the
Supporting Information.

Despite the fact that the robotic platform allows
to evaluate many variables in a short time, this ap-
proach could also be implemented on a minor scale
in laboratories without robotic technology.

Taking into account these, the laboratories
could test different expression variables with min-
imal equipment investment. For example, with the
use of multichannel pipettors, 96- or 24-deep-well
plates, as well as different vectors and E. coli
strains, similar experiments could be done manu-
ally. While the success can be greater when more
conditions are evaluated, this manual approach can
be improved by bioinformatics studies on the tar-
get protein. Many of these protein analyses are suc-
cessful in identifying exposed hydrophobic amino
acids as well as rare codon usage and other features
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that could determine the correct folding of target
protein.

7 Conclusion

Determining protein function and structure are
fundamental for the continuous progress of
biotechnology in the post-genomic world. As men-
tioned before, even though important progress has
been made, there is no magic formula that is able to
ensure the production of soluble and functional
target proteins. To select the proper host for the
production of a particular protein, the existence of
complex post-translational modifications (e.g., gly-
cosylation), the heterologous origin, and thus
codon biases, the presence of disulfide bonds or
toxicity of the protein are the basic rules to take
into account to get closer to, but not ensure, success.

HTS emerges as an innovative tool that allows
the screening of hundreds of different conditions
in a reasonable time. Processes such as cloning, ex-
pression/induction, cell lysis, protein purification,
and protein visualization by SDS-PAGE/western
blot were automated, making the evaluation of
many hundreds of expression conditions in one
week possible.

Although greatly enhancing throughput and the
ability to study more conditions, the technology
should not be used as a replacement for sensible
experimental design. Despite the fact that HTS sys-
tems emerge as invaluable tools for the future of
the RP field, we must highlight that, while it is not
a universal solution for all RPs, it is an important
support tool.

We specially thank Dr. Pedro Alzari and Dr. Ahmed
Haouz for economic and scientific help in the im-
provement of the robotic platform dedicated to the
soluble expression of recombinant proteins.
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Chapter 2

Overcoming the Solubility Problem in E. coli: Available
Approaches for Recomhinant Protein Production

Agustin Correa and Pablo Oppezzo

Abstract

Despite the importance of recombinant protein production in academy and industrial fields, many issues
concerning the expression of soluble and homogeneous product are still unsolved. Although several strate-
gies were developed to overcome these obstacles, at present there is no magic bullet that can be applied for
all cases. Indeed, several key expression parameters need to be evaluated for each protein. Among the dif-
ferent hosts for protein expression, Escherichia coliis by far the most widely used. In this chapter, we review
many of the different tools employed to circumvent protein insolubility problems.

Key words Recombinant proteins, Protein expression, E. coli, High-throughput screening, Inclusion
bodies, Directed evolution

1 Introduction

With the advances in genome sequencing nowadays, over 1,900
genomes are publicly available (http://www.microbesonline.org)
generating massive information in this area. A typical microbial
genome codes for between 1,500 and 8,000 proteins while in
eukaryotic genomes is around 10,000-60,000 proteins. Despite all
this information, and in contrast with nucleic acids, obtaining the
target protein from the natural host in a soluble, homogeneous
state and enough quantities for biochemical and structural studies
is very uncommon. This makes the production of the target pro-
tein in a recombinant form the method of choice. Different expres-
sion hosts are available for recombinant expression, including
bacterial, fungal, or eukaryotic host cells. Among these, the use of
the enterobacterium Escherichia coli is the most commonly
employed with approximately 60 % of all recombinant proteins in
the literature and nearly 30 % of the currently approved recombi-
nant therapeutic proteins produced on it [1, 2]. This is mainly due
to the low cost, fast growth, easy handling, high yield of target
protein and the extensive knowledge of the genetics of E. coli.
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However, when working with eukaryotic proteins, it has being
estimated that approximately only 30 % of the cloned genes can be
expressed in a soluble form in E. colz where the rest of the targets
are degraded, expressed as insoluble aggregates known as inclusion
bodies (IBs) or undetectable in cell extracts [3]. This is especially
the case for membrane proteins or those requiring posttransla-
tional modifications for folding or function. In order to overcome
these limitations, several E. coli strains were developed as well as
vectors carrying promoters with different strengths, fusion of the
gene of interest with molecular tags that can aid in the purification
and/or soluble production of the target protein, or the co-
expression of chaperones or biological partners that can improve
protein folding and stability [4, 5]. Furthermore, with the advent
of the high-throughput screening (HTS) technology, all these vari-
ables can be evaluated in a simultaneous, fast, automated, and reli-
able manner in order to find the combination of the parameters
that enable a soluble protein production [6]. Despite all this, solu-
ble and homogeneous expressions of the target protein are not
always the case. In this regard, many efforts were done with some
success in the refolding of insoluble proteins from IBs [3, 7].

As an alternative strategy, the introduction of rational or,
moreover, random mutations into the gene of interest in order to
obtain a variant with stabilized properties or increased soluble
expression has shown to be an attractive and effective approach in
the soluble expression of target proteins, thus being a suitable last
resource when everything else fails [8, 9].

2 Common Problems When Expressing Recombinant Proteins in E. coli

One of the main reasons why eukaryotic proteins often fail to be
produced as soluble proteins in E. colz is the requirement of
posttranslational modifications for correct folding. So a first step
could be a sequence-based prediction of these modifications.
In this regard, the ExPASy server (http: //www.expasy.org) contains
numerous bioinformatic tools that can estimate with a good
accuracy the presence or not of posttranslational modifications like
N- or O-glycosylation sites, phosphorylation sites, and protein
localization, among others [ 10]. All this information can give us an
idea of the possible success and help us in the strategy to follow for
protein expression. Other factors that can have an impact in the
soluble expression of the target are the codon usage, the sequence
at the translation initiation region (TIR), as well as the correct
formation of disulfide bridges. A brief description of the strategies
designed to obtain soluble recombinant proteins is given in the
next sections, and finally, in-depth information of them will be
given in the following chapters of this book.
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The presence of uncommon codons for E. coli can have a strong
influence in the gene expression. Because of the heterologous
nature of the target protein, the target gene may have codons that
are in low abundance in this host. This can lead into growth arrest,
premature translation termination, and low yield of protein pro-
duction, among others [11].

In order to overcome this problem, two different approaches
have been proposed: (1) the substitution of the rare codons pres-
ent in the gene sequence by de novo gene synthesis or (2) the
expression of the gene of interest in an E. co/i strain that is supple-
mented by tRNAs that are present in low abundance. In the for-
mer case, several algorithms were developed in order to optimize
the gene sequence to the host codon usage [12, 13]. More recently,
a software was developed in order to not only evaluate the codon
frequency but also the codon pair usage or codon context. This
approach suggests that codon pair usage and codon context can be
as important as the individual codon usage [14]. For the second
strategy, several commercially available strains have been developed
that co-express tRNAs for rare codons, like BL21 CodonPlus
(Novagen) and Rosetta™ (Invitrogen). The use of such strains
demonstrated to be effective for the soluble expression of several
targets [15, 16].

Finally, changing the rare codons can increase the translation
rate, but in some cases this can lead to protein aggregation and
misfolding as it was demonstrated for several proteins expressed in
E. coli [17]. This suggests that translation pauses can be necessary
in some cases for proper folding of individual domains [18]; thus
the procedure of gene optimization or the use of a codon opti-
mized for an E. coli strain cannot be used as a general rule.

Also at the DNA sequence level, it has been shown that the
sequence at the 5" of the gene can have an important impact in the
levels of protein expression due to the generation of secondary
structures in the messenger RNA that can hamper the translation
by the ribosome complex. In this regard, it was shown that
sequences immediately after the start codon up to position +25 can
have a profound effect in protein expression. For these reasons,
there are some programs that enable the optimization of the TIRs
in order to improve protein expression by defining silent mutations
in the first seven codons [19]. More recently a predictive method
for designing synthetic ribosome binding sites was developed
where different translation initiation rates can be targeted, thus
enabling the rational control and fine tuning of recombinant pro-
tein expression [20, 21].

In the same way, in bacteria, the half-life of mRNA is much
shorter than in eukaryotic cells. It was shown that mutation in the
gene coding for RNaseE confers increased mRNA stability [22].
A BL21 derivative strain containing such mutation is commercial-
ized by Invitrogen under the name of BL21 Star.
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2.2 Disulfide Bonds:
A Common
Posttransiational
Maodification Implies
a Common Problem
for Recombinant
Protein Expression

Disulfide bonds correspond to a covalent linkage between two sul-
fur atoms from two cysteine residues. They are frequently essential
for proper folding, stability, and /or function of the target protein,
thus a very important feature to take into account when expressing
a target gene [23]. The presence of disulfide bonds can be pre-
dicted by web-based servers in order to estimate if the target
protein can require such posttranslational modification [24, 25].

Disulfide bonds are formed in oxidizing environments like
the eukaryotic endoplasmic reticulum or the bacterial periplasm.
The formation of disulfide bridges in the periplasmic of E. coli,
requires the action of DsbC system were DsbA catalyze disulfide
formation whiles DsbC catalyze the isomerization of incorrectly
formed disulfide bridges. The cycle can be restarted by the actions
of the membrane proteins DsbB and DsbD that recycle DsbA and
DsbC, respectively [26]. The expression of recombinant proteins
in the periplasm of E. colz has allowed the correct formation of
disulfide bridges of several targets [ 26, 27]. Purification of proteins
from the periplasm is usually easier than purification of proteins
from total cell lysates, since the periplasm contains a less complex
protein mixture than the cytoplasm [28]. Targeting proteins to the
periplasm of E. co/z can be achieved by the addition of an N-terminal
leader peptide that, depending on its nature, can use the Sec (rela-
tively slow, posttranslational translocation) or the SRP (fast,
cotranslational translocation) pathways that transport proteins
through the inner plasma membrane as unfolded precursors [29,
30]. There is another translocation system: the twin-arginine trans-
location pathway, named Tat pathway, that, in contrast with the
aforementioned pathways, catalyzes the translocation of proteins
in their folded state [31].

However, one common drawback of periplasmic expression is
that the translocation machinery can be saturated, which can be
toxic for the host cell and decrease the final yield of the target pro-
tein. By using a strain where the expression intensity can be pre-
cisely controlled like Lemo21(DE3) (New England Biolabs), the
saturation of the translocation machinery can be avoided, and thus
these negative effects are minimized [32, 33].

As an alternative to periplasmic expression, engineered E. coli
strains that contain a more oxidizing cytoplasm were developed in
order to improve disulfide bond formation in this compartment.
These strains contain mutations in the genes for glutathione reduc-
tase (gor) and thioredoxin reductase (z7xB) involved in the mainte-
nance of the reduced environment in the cytoplasm and a mutation
in the peroxiredoxin gene akpC essential for restoring growth in
these mutants [23, 34]. One strain containing such mutations and
used for the expression of disulfide bridges containing proteins is
Origami, commercialized by Novagen [35]. However, a common
problem for using such strains is the lack of disulfide bond isomeri-
zation. In this regard, a strain containing the trxB/gor/ahpC
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mutations that express the DsbC isomerase in the cytoplasm of E.
coli was developed and commercialized by New England Biolabs
known as Shuffle, allowing the soluble expression of some disulfide-
containing proteins in its cytoplasm [36]. Recently, by the co-
expression of the sulthydryl oxidase from S. cerevisiae Ervlp and
the E. coli disulfide isomerase DsbC, disulfide bonds were gener-
ated in proteins expressed in the E. coli cytoplasm with the reduc-
ing pathways intact. Moreover, for some cases it was shown that
the addition of a catalyst for the formation of disulfide bonds could
be more effective than the removal of the reducing pathways [37,
38]. In the same sense, after making N-terminal fusions with DsbC
with 28 different small disulfide-rich proteins, it was found that the
strain BL21(DE3)pLysS was much more efficient in producing
soluble and oxidized folded proteins in comparison to Origami
B(DE3)pLysS or Shuffle T7 Express lysY cells [39]. Interestingly,
when one of the fusions was used to evaluate if the disulfide bound
formation occurred in the cytoplasm of BL21(DE3)pLysS cells or
during the extraction and purification steps, it was found that this
process occurred ex vivo [39].

3 Boosting Protein Purification and/or Expression

3.1 The Use
of Fusion Tags/
Proteins

3.2 Affinity Tags

With the advent of genetic engineering, the target gene can be eas-
ily cloned in frame with different affinity and/or solubility-
enhancing tags that can be exploited to increase protein solubility
and yield and facilitate protein purification or downstream process-
ing. In this regard, we can separate the fusion tags in three main
categories. In the first category, referred as affinity tags, we found
short tags that can be placed as N-terminus or C-terminus of the
partner and can be recognized by special matrices or molecules
serving for affinity purification of the fusion protein. In the second
category, extremely soluble proteins with chaperone activities or
thermostable characteristics in some cases are fused in order to
transfer some of these properties to the fusion partner and improve
the folding and/or the final yield of the target protein. Usually
these tags are expressed as N-terminal fusions and are termed
solubility-enhancing tags. Finally, we also have proteins that can
offer a double purpose, in one hand, can be recognized by other
molecules, thus serving for purification purposes, and, in the other
hand, can improve the soluble production of the target protein,
thus improving the target protein purity and yield [4, 40, 41].

Among the affinity tags, the His-tag is one of the most commonly
used for purification of recombinant proteins in E. coli. This small
tag (0.84 kDa) consists of 6-10 histidines in tandem and can
reversibly interact with metal ions most commonly Ni or Co immo-
bilized in a metal chelate matrix (Ni-NTA, Qiagen; Sepharose 6,
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3.3 Solubility-
Enhancing Tags

GE; or Talon resins, Clontech) [42], thus allowing mild elution
conditions like the use of a competitor such as imidazole. The His-
tag has several advantages like its small size and relatively inert
nature, making it compatible with most downstream applications.
Because the ternary structure of the His-tag is not necessary for
metal coordination, it is possible to purify the protein in denatur-
ing conditions or even perform the refolding procedure on column
[43,44]. Also the purification scheme has been automated in small
and large-scale formats and has been used widely in HTS proto-
cols, demonstrating the versatility of this tag [45—47].

As a disadvantage, when working with low-yield expressed
proteins, it was shown that increasing the culture volume does not
correlate with an increase in recovery. Moreover, there is a decrease
in recovery because of the presence of small chelators mainly asso-
ciated with the periplasm of E. cols that can decrease the binding
capacity of the purification resin [48]. This can be improved by
removing the periplasmic material before cell lysis [48]. Also it was
shown that several histidine-rich E. coli proteins can bind to the
column (like ArnA, SlyD, and GImS), especially when working
with low-expressing protein targets [49]. This reduces the purity
of the target protein, consequently requiring the addition of more
purification steps, thus reducing the final yield.

In this regard, some E. co/i strains that are mutants in some of
these proteins have been developed in order to overcome this issue
[50, 51], and one is commercially available as NiCo21 (New
England Biolabs).

Another strategy is the use of an alternative affinity tag such as
Strep-tag II. This is also a small tag consisting of eight residues
(WSHPQFEK) and can be specifically recognized by an engineer-
ing version of streptavidin (Strep-Tactin) [52]. Elution can be
done as for the case of His-tag using mild conditions by competi-
tion with D-desthiobiotin for the Strep-tag II. Despite the binding
capacity of the Strep-Tactin containing media can be lower when
comparing to Sepharose 6 resins for His-tagged proteins, for
example, its greater specificity makes it a good option when work-
ing with proteins that are expressed in very low quantities [52, 53].
Purification schemes for the Strep-tag II include prepacked col-
umns as well as 96x well plates (www.iba-lifesciences.com). A vari-
ation of the Strep-tag II named Twin-Strep-tag® was recently
developed and exhibited higher stability and affinity for the inter-
action with the Strep-Tactin. This tag consists of two Strep-tag®II-
binding sequences connected by a short linker and showed to be
more suitable for purification of diluted samples [54].

A common strategy to overcome the solubility problem is to
fuse the target protein with a very stable and soluble one that can
drive the resulting expression. It was shown for many proteins
that were not soluble when expressed alone, that when expressed
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as a fusion with other protein can be produced in a soluble and
homogeneous state. Moreover, after cleavage and removal of the
fusion partner, the target remained soluble demonstrating the util-
ity of this approach [6, 39, 55, 56].

Among the commonly used solubility-enhancing fusion pro-
teins, we can find the maltose-binding protein (MBP), glutathione
S-transferase (GST), thioredoxin A (TrxA), disulfide isomerase C
(DsbC), small ubiquitin-like modifier protein (SUMO), and
N-utilization substance A (NusA).

An attractive feature of MBP and GST is that they can be used
also as affinity tags. MBP is a 42 kDa protein expressed in the E.
coli periplasm and can bind strongly to amylose resins, and elution
can be done with free maltose [57]. For the case of GST, it is a
26 kDa protein from Schistosoma japonicum that can bind to gluta-
thione resins, and elution is achieved by the application of reduced
glutathione allowing a single-step purification process [58].
Despite GST protein is widely used, it has been shown to be a poor
solubility enhancer, since in many cases after cleavage of the fusion,
the target protein precipitates [6, 55, 59]. However, expression
can be improved for some proteins or peptides, and the purifica-
tion by glutathione resins makes it still an attractive option. Vectors
tor the expression of GST fusions can be found in the pGEX series
from GE Healthcare or pET41a-c/pET42a-c from Novagen.

MBP was fused to either N- or C-terminus, where the expres-
sion and folding of eukaryotic fusion proteins was increased in many
cases [59-61]. Vectors for MBP fusion can be found in the pMAL
series from New England Biolabs or pIVEX from Roche. Also if the
natural signal peptide of MBP is present (MalE), expression can be
directed to the periplasm of E. coli. This was used recently for the
successful expression of disulfide-rich venom peptides [27].

TrxA is an 11.6 kDa E. coli thermostable (Tm: 85 °C) oxido-
reductase that is expressed in very high yields. When used as a
fusion tag, some of these properties can be transferred to the target
protein improving its folding, solubility, and stability [62-64].
Moreover in a comparative study, all positive hits with Trx-fusions,
remained still soluble after tag cleavage [6]. Expression vectors for
fusion with Trx are pET32a-c from Novagen.

SUMO is a yeast protein (11.2 kDa) that when used as
N-terminal fusion protein during prokaryotic expression can pro-
mote folding and soluble expression of the target protein [65-67].
Another advantage of this fusion is that it can be cleaved by a spe-
cific and efficient protease (yeast Ulpl) which recognize tertiary
structure elements and a Gly-Gly-containing motif in the
C-terminus of SUMO and can leave a native N-terminus on the
target (except for proline) [66].

The E. coli disulfide isomerase DsbC (25 kDa) has isomerase
and chaperonin activities [34] and has been successfully used as a
fusion partner for the soluble expression of disulfide-containing
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3.4 Tag Removal

3.5 Cloning Methods

targets as mentioned earlier [39, 68]. The pET40 (Novagen)
expression vector allows fusion with DsbC.

Finally, the transcription elongation and anti-termination fac-
tor of E. coli NusA (55 kDa) have also demonstrated to be useful
for enhancing soluble protein expression [69]. In a comparative
study after using several aggregation-prone target proteins, it was
shown that the solubility-enhancing properties of NusA were com-
parable and similar to the well-studied MBP validating its utility
[70]. Fusion with NusA can be achieved with the pET43.1a-c and
pET44a-c vector series from Novagen.

Because TrxA, SUMO, DsbC, and NusA do not facilitate puri-
fication on their own, they are used in conjunction with small affin-
ity tags like the aforementioned His-tag or Strep-tag II to enable
protein purification. It is important to underline that despite some
trends in fusion proteins were found in several studies, there is no
rule for which is the best suited for the protein of interest, so it is
better to test several different fusions in order to find the best option.

Once the protein is expressed, in most of the cases, it is necessary to
remove the fusion tag. This can be achieved by incorporating an
aminoacidic sequence between the fusion tag and the protein of
interest that can be recognized by a specific protease. Several prote-
ases appear as possible options for tag removal like enterokinase
(DDDDK'X), factor Xa (IE/DGR’X, where X can be any residue
except for R or P), thrombin (LVPR'GS), PreScission™ protease
(GE Healthcare, LEVLFQ'GP), and tobacco etch virus (TEV) pro-
tease (ENLYFQ’'G), among others [41]. Between these, TEV pro-
tease is a very specific protease with several advantages like that it
can be produced in the lab with high yields in E. co/s[71], and cleav-
age can be done at 4 °C. Moreover, despite reducing conditions are
optimal for cleavage (usually 1 mM DTT), if avoided, cleavage can
still occur [27] which is preferable for disulfide-containing proteins.
Also, it was demonstrated that the last glycine residue from the
cleavage recognition site can be substituted by all residues except for
proline, but at the expense of cleavage efficiency, allowing the release
of a target protein with a native N-terminus [72].

Finally, fusion proteins were not only used for expression/
purification purposes, but they were also used to obtain the crystal-
lographic structures of several targets. This last brings the addi-
tional advantage that if the structure of the fusion is known, it can
also help in the structure determination process of the target pro-
tein. Such is the case for some fusions with MBP, GST, Trx, and
GFP, among others [73-76].

In order to succeed in the soluble expression of a “difficult” target
protein, a recommended strategy is to test different fusion proteins,
which requires the cloning of the gene of interest in several vectors.
Doing this by restriction-based methods can be a complicated task,
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principally when different restriction sites are present and even fur-
ther when working with several targets at the same time. Nowadays
some methodologies were developed as alternatives to the restric-
tion-based cloning to facilitate the easy transter of a DNA fragment
into several vectors. Commercial kits like Gateway (Invitrogen)
[77] and In-FusionTM (Clontech) [78] are efficient recombina-
tion-based cloning methods. For the case of Gateway, a suite of
vectors for the easy transfer of the same DNA fragment between
vectors is available. More recently, a cloning method based only in
PCR reactions was developed and initially termed as RF cloning
(REF, restriction free) [79]. In this method, the DNA is amplified
with primers that contain complementary sequences with the site
of insertion in the destination plasmid. So after the first PCR,
the generated megaprimer is used in a second PCR to amplify the
whole plasmid, inserting in this reaction the gene of interest in the
desired position. The advantage is that insertion can be done at any
position in the destination vector avoiding extra sequences to be
added to the gene of interest, and if several vectors contain the
same insertion sequence, the same megaprimer can be used in all of
them, facilitating the cloning stage and allowing an automated
HTS cloning approach [4, 79]. So by using a vector containing a
fusion protein, just by inserting in the same position of the fusion
other genes (like MBP, GST, SUMO, etc.), one can easily make its
own suite of expression vectors where the site of insertion for the
target gene is conserved along all vectors [80]. Recently, an
improved protocol for RF cloning termed Transfer-PCR was devel-
oped where the generation of the megaprimer and subsequent inte-
gration of the PCR product into the destination vector occur in a
single PCR reaction [81]. A web-based tool was developed for the
correct design of the primers for RF cloning and is freely available
(http: //www.rt-cloning.org) [82]. The use of this kind of tools for
molecular cloning is very useful for the generation of the genetic
constructs necessary for finding a condition for soluble expression.

At the culture level, several parameters like induction temperature
and medium composition can have an important effect in soluble
protein yields. It was shown that lower temperature during induc-
tion (16-25 °C) can increase the final yield of soluble protein.
It was assumed that a slower translation rate could favor the correct
folding of the protein [83]. However, the lower temperature can
also decrease the final biomass, so if the protein is well expressed,
this can hamper the final yield [6]. In general, it is necessary to
evaluate different temperatures to find the optimal condition. At
the medium level, several media have been used for protein expres-
sion: Luria Broth (LB), 2xYT, Terrific Broth (TB), Super Broth
(SB), autoinduction medium, and others. Among these media, the
autoinduction medium, developed by Studier [84], has been used
with success for protein expression screening in a wide range of
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scales because it produces a high level of biomass. Thus, there is no
need to monitor the growth; induction of cultures in well plates
occurs at a comparable growth phase, which is preferable in HTS
experiments; and there is a tighter control of protein induction
improving expression of toxic proteins [6, 84]. A disadvantage of
this medium is that it is adversely affected by aeration level. This can
be reduced by decreasing the level of lacI repressor provided by the
expression vector [85]. Recently, it was demonstrated that the oxy-
gen sensitivity of expression in autoinduction medium can be prac-
tically obviated. This was achieved by using a glucose fed-batch-based
autoinduction medium where the glycerol carbon source was sub-
stituted with the EnBase system [86]. This system is based on a
soluble polysaccharide component within the medium and slow
release of the glucose units from the polymer chain by an added
specific biocatalyst [85, 87]. This kind of rich media allows an
increase in the biomass production, so expression conditions can be
evaluated in a reduced format like a 24x deep wells, enhancing the
sensibility of automated HTS screenings for soluble protein pro-
duction [4, 85, 88]. Also and as it was mentioned along the text,
several strains should be used in order to find the proper condition;
thus a combination of temperature and strain should be included in
the screening. These in conjunction with the use of different con-
structs (i.e., fusion tags) make a considerable number of conditions
to evaluate. In this regard, the HTS methods have had a pivotal
role in making this kind of approaches possible [4, 6, 88, 89].

4

Inclusion Bodies’ Renaturation

Frequently proteins accumulate, as insoluble aggregates in the
cytoplasm or periplasm of E. coli known as inclusion bodies (IBs).
As dramatically as it seems, this is not always a negative issue. Some
advantages of expressing the protein as IBs are the high yield of its
expression and the homogeneity in composition where in some
cases the recombinant target can account for more than 90 % of
the proteins in that fraction, facilitating the purification of the tar-
get after renaturation [90]. Renaturation conditions involve the
evaluation of several parameters like pH, ionic strength,
temperature, and addition of low molecular weight compounds,
among others. In this regard, several approaches in a 96x well for-
mat have been developed to facilitate the optimization of the
refolding conditions, and automated HTS protocols for protein
refolding were proposed [7, 91]. Apart from the mentioned
parameters, these can be combined with several methods to per-
form the refolding process like dilution, dialysis, or in-column
refolding methods [7, 43, 92].
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An attractive and counter-intuitive strategy is to introduce a tag
that reduces the solubility of the fusion protein and can direct the
expressed protein into insoluble IBs. This is particularly useful if
the target protein is toxic to the host when soluble and correctly
folded. In this regard, a mutant variant of the N-terminal autopro-
tease NP, of classical swine fever virus termed EDDIE, when fused
to the N-terminus of the target protein can reduce its solubility in
such a way that the fusion accumulates as IBs. When changing from
chaotropic to kosmotropic conditions, the protease becomes active
and can perform the autocleavage of the fusion, leaving a native
N-terminus in the target protein [93, 94]. The comprehension of
IBs nature has dramatically changed in the last years. Often, it was
assumed that IBs were made of inert aggregates composed of dena-
tured or partially folded polypeptides rather from mature native
molecules. Nevertheless, in the last decades, it was shown in several
cases that IBs can be made with native and active proteins [95-98].
This opens the possibility of using them in downstream applica-
tions without the need of performing protein renaturation in appli-
cations where protein aggregation is not an impediment, thus
facilitating production /purification and reducing costs [99-101].

5 Protein Characterization

Obtaining the protein in a soluble state does not assure proper
folding of the target protein. A common scenario is to find that the
protein is soluble but forms aggregates. This is indicative of
unfolded regions. A last purification step by size-exclusion chro-
matography (SEC) is recommendable to not only remove some
remaining impurities but also to assess the oligomeric state of the
sample. Protein quality assessment, can be implemented at the ana-
lytical level, with microgram quantities of protein by coupling for
example, Ni Sepharose 6 beads or His MultiTrap FF 96-well plates
(GE Healthcare) with the minicolumns for analytical SEC (ASEC),
Superdex™ 5 /150 GL (GE Healthcare), when still evaluating dif-
ferent expression conditions [88, 102, 103]. By using an autosam-
pler for ASEC, the characterization step can be completely
automated requiring only 14 min for each sample [102]. Also,
sometimes it is necessary to evaluate different combination of addi-
tives, like for the case of membrane proteins, a combination of
different detergents and /or lipids and genetic constructs in order
to find a condition that gives a soluble and homogeneous sample.
This kind of screening requires the purification of microgram to
milligram of protein. A very useful alternative is to make GFP
covalent fusions with the target protein and performing fluores-
cence-detection size-exclusion chromatography (FSEC). By using
this approach, it is possible to determine the soluble expression
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level, oligomeric state, thermostability, and approximate molecular
mass using only nanogram quantities of unpurified protein, allow-
ing working directly with the soluble extracts [ 104, 105]. Recently,
a similar approach was developed where instead of fusing the target
protein with GFP, a special fluorescent probe that can specifically
recognize the His-tag was used, thus overcoming the limitations
that can be associated in some cases with GFP fusions like the pres-
ence of false positives or protein aggregation issues following
fusion cleavage [106].

6 Directed Evolution for Soluble Protein Expression

Despite the evaluation of many expression and growth conditions,
it is often impossible to obtain the target protein in a soluble and
stable manner. Under these circumstances, instead of exploring
more expression parameters, one can change the physical proper-
ties of the target by making mutations or deletions in the target
sequence in order to improve the solubility/stability of the recom-
binant protein. When structural and functional information are
available, these sequence modifications can be achieved by ratio-
nally designed site-directed mutagenesis[ 107,108 ]. Unfortunately,
for most of the interesting targets, structural information is not
available so rational design is not possible. In these cases, an inter-
esting alternative is the use of directed evolution. This approach is
based on an iterative process consisting of a first step of sequence
diversification followed by a second step of selection of the
improved mutants. The diversification process is usually achieved
by random mutagenesis (error-prone PCR, chemical mutagenesis,
or a mutator E. coli strain) [109] and/or in vitro recombination
(DNA shuffling) [110]. In the directed evolution approaches, a
library of mutants generated by a random process is screened for
the solubility/stability of the target protein. So, after mutation
occurs, one must select those few mutants with the improvements
in the desired phenotype among the millions of futile mutants gen-
erated. In this regard, one can perform the selection by analyzing
the activity of a reporter protein (reporter tag) or in special cases
the activity of the target protein [111].

One folding reporter tag that was used successfully for the evo-
lution of active and soluble mutant variants is the GFP-folding
reporter [112, 113]. In this system, the test protein is expressed as
an N-terminal fusion with GFP. So the fluorescence of E. co/i cells
is directly related to the productive folding of the fused protein
[112]. In this way, the isolation of the brightest cells in the search
for the mutations that improve solubility can be done using simple
colony-plating techniques or fluorescence-activated cell sorting
(FACS) in a flow cytometer. Later this system was improved even
further by the design of a selt-complemented split GFP [114]
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derived from an exceptionally well-folded variant of GFP, “super-
folder GFP” [115]. In this case, the target protein is fused as an
N-terminal fusion to a small GFP fragment (residues 215-230,
GFP11), while the GEP detector fragment (residues 1-214, GFP1-
10) is expressed separately in another vector. So if the target pro-
tein is expressed in a soluble form, the GFP11 fragment can interact
with GFP1-10, leading to the development of fluorescence [114].

In a different approach, the target protein can be expressed as
an N-terminal fusion with a selectable marker such as the chloram-
phenicol acetyltransferase (CAT; 25 kDa), thus conferring resis-
tance to chloramphenicol. It was observed that if the fusion protein
is expressed in a soluble form, the cell is resistant to higher concen-
trations of chloramphenicol than when it is expressed in an insolu-
ble form [116]. By using this method, it was possible to obtain
soluble variants of the membrane-associated human cytochrome
P450 (1A2), confirming the usefulness of this method [117].

More recently another antibiotic was used as a selectable
marker but in a split manner linking in vivo protein stability to
antibiotic resistance. In this case the target protein is inserted into
the TEM1-f-lactamase (resistance to B-lactam antibiotics) as part
of a tripartite fusion [8]. The antibiotic-resistance gene is separated
between residues 196 and 197, for the insertion of the target pro-
tein gene. Thus, when protein is expressed in a soluble and stable
form, the two fragments of f-lactamase can interact and thereby
confer resistance to p-lactam antibiotics [8]. This method showed
a low false-positive rate and, as for the CAT, is based on a selection
rather than a screening for obtaining improved mutants.

Another elegant approach is the colony filtration (CoFi) blot.
This is based in the fact that IBs can be separated from soluble
proteins by filtration at the colony level. So after transforming bac-
teria with the mutant library, colonies are transferred to a filter
membrane where protein expression is induced and cells are then
lysed. Soluble proteins can diffuse through the filter and bind to
the nitrocellulose membrane for detection [118, 119]. An anti-His
antibody can be used for the detection of His-tagged soluble vari-
ants making it an easy to adopt method. Cornvik and colleagues
randomized the N-terminal region of 32 mammalian proteins, and
mutants were selected for soluble expression using this methodol-
ogy. By this approach, the success rate for soluble expression was
increased from 34 to 68 %, showing the high potential of this
methodology [118].

Just as in the HTS, usually many different expression condi-
tions for the same protein are evaluated; in the directed evolution
approach, a library of mutants generated by a random process is
screened for the solubilization /stabilization of the target protein.
The key issues in this strategy are the diversity of the library and the
selection /isolation method employed for finding the mutant with
the improved characteristics.
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7 Conclusions and Future Perspectives

Although a lot of progress has been made in recombinant protein
expression, this field is still far for the generation of a universal
protocol, so many different parameters are necessary to be evalu-
ated for each target. The development of robotic technologies has
facilitated the evaluation of an important number of different con-
ditions reducing cost and eftort through miniaturization of experi-
ments. At present there are novel technological approaches (strain
engineering, fusion technologies, and protein purification, among
others), which are key factors that should be used in the lab to
increase the success for the production of a soluble and homoge-
neous target protein.
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