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Abstract

Resumo

Las proteinas recombinantes se han
convertido en herramientas utiles en la
investigacion bioquimica. Sin embargo,
durante su produccion, aparecen cuerpos de
inclusion (IB), debido, por un lado, a la alta
expresion de proteina producida a partir de
los vectores usados que poseen promotores
de alta eficiencia y, por otro lado, a
caracteristicas propias de la proteina. Ahora
bien, la nicotinamida/nicotinato
mononucledtido adenililtransferasa
(NMNAT) es una proteina central en la
biosintesis del NAD(H)+, molécula esencial
en el metabolismo celular, y ha sido
estudiada en parasitos protozoos. Para el
estudio de la NMNAT de estos parasitos se
ha recurrido a la expresion de su version
recombinante en E. coli, obteniéndose gran
cantidad de proteina como IB. Con el fin de
aumentar la solubilidad de la proteina, se
cloné la secuencia codificante de la NMNAT
de Plasmodium falciparum en diferentes
vectores de expresion, se indujo la expresion
de la proteina recombinante en E. coli BL21
(DE3) y se analizo la solubilidad. La proteina
fusién con mayor solubilidad fue purificada
y evaluada enzimaticamente. La adicion de la
etiqueta MBP (proteina de union a maltosa) a
la PINMNAT increment6 su solubilidad y
permitié obtener una proteina funcional con
una alta pureza.

Recombinant proteins have become useful
tools in biochemistry research. During their
production, however, inclusion bodies (IB)
appear, on the one hand, due to the high
expression rate from the recombinant
plasmids, which have high efficiency
promoters, and, on the other hand, intrinsic

characteristics of the expressed protein.
Furhtermore, the nicotinamide/nicotinate
mononucleotide adenilyl transferase

(NMNAT) is a central protein in NAD(H)+
biosynthesis, an essential cofactor in cell
metabolism, and in protozoon parasite has
been studied. To study the NMNAT protein
of these parasites, their recombinant version
in E. coli has been expressed, getting a great
quantity of IB as a by-product. To increase
the solubility of the protein, the coding
sequence of the NMNAT enzyme of
Plasmodium  falciparum was cloned in
different expression plasmids which were
subsequently transformed into E. coli BL21
(DE3) expression strain. The solubility of
the recombinant proteins was assessed and
the one with the highest presence in the
soluble fraction was subsequently purified
and its enzyme activity was determined.
The recombinant protein with a MBP
(maltose-binding protein) tag showed an
increased solubility and purity.

As proteinas recombinantes tem convertido
em ferramentas uteis na investigacdo
bioquimica. Um problema frequente durante a
sua produgdo ¢é a aparicdo de corpos de
inclusao (IB), devida principalmente a
elevada expressdo da proteina produzida a
partir dos vectores utilizados que tém
promotores de elevada eficiéncia; bem como
caracteristicas das proprias proteinas. Além
disso, a nicotinamida/nicotinato
mononucledtido adenililtransferasa ¢ uma
proteina central na biossintese do NAD(H)+,
molécula essencial no metabolismo celular, e
tem sido estudada em protozoarios parasitos.
Para o estudo da NMNAT destes parasitos, foi
realizada a expressdo da sua versdo
recombinante em E. coli, e foi obtido uma
grande quantidade de proteina em forma de
IB. Com a finalidade de aumentar a
quantidade de proteina na fragdo soluvel, a
sequéncia codificadora para NMNAT de
Plasmodium  falciparum foi clonada em
diferentes vectores de expressdo, foi induzida
a expressdo da proteina recombinante em E.
coli BL21(DE3) e foi analisada a
solubilidade. A proteina fusdo com maior
solubilidade foi purificada e avaliada
enzimaticamente. A adigdo da etiqueta MBP
(proteina de unido a maltosa) & PINMNAT
incrementou a solubilidade da proteina e
permitiu obter uma proteina funcional com
una alta pureza. espécie de planta.
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Introduccion

Plasmodium falciparum es un parasito protozoario intracelular
causante de la forma mas grave de malaria, una enfermedad de la
cual en el ultimo afio se reportaron cerca de 212 millones de casos
nuevos y 429.000 muertes (/). Dado que en la actualidad no existe
una vacuna de uso clinico y ante el aumento de la resistencia del
parasito contra medicamentos antimalaricos (e.g. cloroquina,
artemisinina, etc.), la Organizacion Mundial de la Salud, en
colaboracion con diferentes laboratorios del mundo, se encuentra en
la busqueda de proteinas que sirvan como blancos terapéuticos para
el control de la enfermedad (2).

En los ultimos 20 afios se ha venido estudiando la nicotinamida/
nicotinato mononucledtido adenililtransferasa NMNAT (EC
2.7.7.1/18), enzima en la cual convergen las rutas de novo y de
reciclaje del dinucledtido de adenina y nicotinamida NAD(H) (3). El
NAD(H) y su derivado fosforilado NADP(H) son esenciales en el
metabolismo celular y, en el caso de P. falciparum, en el proceso de
infeccion eritrocitica (4-6). Durante su ciclo de vida asexual, el
parasito infecta a los globulos rojos y degrada la hemoglobina, tras lo
cual incrementa el estrés oxidativo. Este aumento activa los sistemas
antioxidantes del parédsito que dependen del poder reductor del
NADP(H) celular. Asi mismo, en el proceso de infeccion, las rutas
metabdlicas, como el ciclo de las pentosas fosfato y la glicolisis,
aumentan su actividad. Estas rutas dependen de NADP+ y NAD+,
respectivamente (7, 8).

La NMNAT de P. falciparum ha sido identificada y estudiada
enzimaticamente como proteina recombinante en trabajos anteriores
(9-11). Durante su expresion, se producen grandes cantidades de
agregados insolubles conocidos como cuerpos de inclusion (CI o IB,
acronimo en inglés), compuestos principalmente por proteina mal
plegada de poca utilidad respecto a la proteina soluble y de
dispendiosa purificaciéon. Con el fin de maximizar la cantidad de
proteina recombinante soluble, se han propuesto varias estrategias:
cambios en las condiciones de expresion, cepas, vectores,
promotores y etiquetas (/2). En este trabajo se reportan los
resultados de la evaluacién de varios vectores y etiquetas en la
expresion y solubilidad de la NMNAT recombinante de P.
falciparum (PEINMNAT).

Materiales y métodos

Estimacion in silico de la solubilidad

Se escogieron los cuatro vectores mas promisorios en cuanto a
solubilidad, teniendo en cuenta tres aspectos: expresion, solubilidad
y purificaciéon (/3). Los cuatro vectores escogidos fueron:
Champion™ pET SUMO (ThermoFisher), el cual le otorga la
etiqueta de 6His+SUMO (His + SUMO); pCold TF DNA (Takara),
que fusiona la etiqueta de 6His+Chaperona Trigger Factor (His +
TF); pBAD202/D-TOPO (Invitrogen), fusiona la etiqueta de
Tiorredoxina (Trx) y pMAL-c5X (New England Biolabs) que su
proteina fusion es la proteina de unién a maltosa (MBP).

Se implementaron tres programas bioinformaticos, SOLPro (/4),
PROSO II (/5) y ESPRESSO (76), que estiman la solubilidad de la
proteina recombinante expresada a partir del sistema heterélogo E.
coli. Para esto, se tomd la secuencia primaria de la PINMNAT
(PF13_0159), unida a las diferentes etiquetas moleculares aportadas
por los vectores de expresion, y se identifico la probabilidad de
encontrar esta proteina en la fraccion soluble.

Amplificacion de la region codificante de la
PFNMNAT

Para la amplificacion de la region codificante de la PINMNAT se
usaron varias parejas de iniciadores que permitieron la clonacion en
los respectivos vectores de expresion (Tabla 1). Las condiciones
utilizadas para la amplificacion fueron: 1 U de la enzima Taq
Polimerasa (Applied Biosystems) o Pfu DNA Polimerasa
(ThermoFisher), MgCl, o MgSO, (2,5 mM), buffer de la ADN
polimerasa (1X), dNTP’s (10 mM), H,0 DEPC, iniciadores y
aproximadamente 50 ng de ADN plantilla; todo a un volumen final
de 15 pL. Se empled el siguiente perfil térmico: un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 10 min, seguido por 30
ciclos de 94 °C por 45 s, 50 °C por 1 min, 72 °C por 45 s, y una
extension final a 72 °C por 10 min (termociclador Biorad) (10).

Tabla 1. Iniciadores utilizados para la amplificacion de la region codificante de la
PINMNAT

Primer Secuencia 5°-3”

Directo petSumo ATGCATAAGAATATATGT

Directo pBAD caccATGCATAAGAATATATGT

Directo pMal y pCold ggatccATGCATAAGAATATATGT

Reverso CTAATTAAAATCATATAAGTT

Clonacién de la region codificante de la PFNMNAT

Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa 1%.
Para realizar la clonacion se usaron dos estrategias dependiendo del
vector de expresion: ligacion directa con el producto de PCR o
subclonacién utilizando el vector pPGEM®-T Easy (PROMEGA). La
ligacion se realizd teniendo en cuenta una relacion 1:1 inserto
purificado y vector (aproximadamente 50 ng).

Transformacion en cepas de E. coli

Se transformaron cepas de E. coli de mantenimiento One Shot
Mach1™ T1 (ThermoFischer) y de expresion BL21(DE3) (Sigma-
Aldrich) quimicamente competentes, mediante choque térmico (42 °
C durante 45 s, 5 min en hielo). Inmediatamente, las bacterias
transformadas se incubaron durante 1 h a 37 °C en medio SOC
(triptona 2%, extracto de levadura 0,5%, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM,
MgCl, 10 mM y glucosa 20 mM). Luego, se sembraron en cajas de
Petri con LB-agar y antibidtico de seleccion respectivo para cada
vector.

Purificacion del ADN recombinante

Se parti6 de un cultivo de 10 mL, inoculando en medio LB liquido
suplementado con el antibidtico de seleccion. Se utilizé el método de
lisis alcalina (/7).
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Expresion de las proteinas recombinantes

Se tomo una colonia de cada uno de los plasmidos recombinantes y se
inocularon individualmente en medio LB, suplementado con el
antibidtico de seleccion; se dejaron creciendo toda la noche a 37 °C.
Se realizo una dilucion del cultivo 1:100 y se continu6 el crecimiento
hasta alcanzar una D.O ~ 0,6 a 600 nm. Se realiz6 la induccion de la
expresion de las proteinas siguiendo las recomendaciones del
fabricante con IPTG (Isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido) o
arabinosa, segun el caso, incubando a 15-25 °C con agitacién
constante. Finalizada la induccion, se colectaron las bacterias por
centrifugacion a 6000 rpm por 15 min a 4 °C; se descartdo el
sobrenadante y se determiné el peso humedo de células.

Lisis celular

Los pellets celulares se resuspendieron en buffer de lisis (5 mL/g). Se
adiciono lisozima (Sigma-Aldrich) a una concentracion final de 1 mg/
mL; ARNasa (ThermoFisher), a una concentracion final de 6,25 ng/
mL, y cocktail de inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich) P8340;
AEBSF 1 mM, E64 14 uM, Pepstatin A 15 puM, Bestatin 40 uM,
Leupeptin 20 pM, Aprotinin 0,8 uM). El conjunto se incubd en hielo
durante 30 min con agitacion mecanica. Pasado este tiempo, se
sometid la muestra a 5 min de sonicacion sobre hielo (50% de
amplitud, 15 s de pulso y 15 s de reposo). La muestra fue
centrifugada a 12000 rpm por 20 min a 4 °C, separandose el
sobrenadante (fraccion soluble) y el pellet (fraccién insoluble o
cuerpos de inclusion).

Deteccion de las proteinas recombinantes por
electroforesis SDS-PAGE y western blot

Los lisados de los clones inducidos se analizaron por electroforesis
vertical SDS-PAGE. Para esto se tom6 una alicuota de las fracciones
solubles obtenidas en la lisis y se resuspendieron en buffer de carga
desnaturalizante. Las muestras se calentaron a 92 °C durante 7 min.
La visualizacion de las bandas se logré mediante la tincion del gel
con azul de Coomassie. Para los ensayos de inmunodeteccion
(western Dblot), las proteinas separadas por SDS-PAGE fueron
transferidas a membrana de nitrocelulosa (ThermoFisher), usando el
método de electrotransferencia humeda (/8), en buffer de
transferencia aplicando 200 mA por 2 h. A su término, se tifi6 la
membrana con Rojo Ponceau (Sigma-Aldrich) y se realizo la
inmunodeteccion. Se identifico el sistema de expresion que tuvo
mayor aumento de solubilidad mediante la confirmacion en western
blot y se realizaron ensayos de purificacion.

Purificacion de la proteina recombinante por afinidad
a resina de amilosa

La proteina MBP-PINMNAT (MBP, maltose-binding protein) se
purifico a partir de la fraccion soluble mediante afinidad a resina de
amilosa (NEB). La resina se equilibré con buffer de lisis y se mezclo
con la fraccion soluble diluida (1:6). La union se llevé a cabo durante
1 h a4 °C con agitacion constante. La mezcla se transfirié a una mini
columna, empacandose la resina y obteniéndose las proteinas no
unidas. La resina se lavé con 12 volumenes de buffer de lisis.
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La proteina MBP-PfNMNAT se eluyd con buffer de elucion
(buffer de lisis + maltosa 10 mM); se recolectaron 25 fracciones de
aprox. 60 pL, que fueron suplementadas con glicerol (10% v/v) y
almacenadas a -80 °C. La proteina en la fraccion soluble y en los
eluidos se cuantifico mediante el método de Bradford (79).

Ensayo de actividad enzimatica

Se realiz6 un ensayo in vitro para determinar la actividad de la
proteina recombinante purificada. Las mezclas de reaccion
(mononucleétido de nicotinamida (NMN) 1 mM y ATP 1,3 mM en
buffer HEPES 100 mM + Mg** 10 mM, pH 7,5) se incubaron a 37 °C
durante 30 min, al término de lo cual se detuvo la reaccién con
HCIO, 1,2 M a 4 °C. La proteina se precipitd6 mediante centrifugacion
a 12000 rpm durante 3 min a 4 °C. Se neutraliz6 el sobrenadante con
K,CO; 1 M en hielo. El resultado de la reaccion in vitro se evalud
mediante HPLC en fase reversa. Se utiliz6 una columna Phenomenex
Luna C18 (250 mm x 4,60 mm; 5 um). El volumen de inyeccion fue
de 50 pL. Fases moéviles: buffer fosfato de potasio 0,12 M pH 6,0 y
metanol. Flujo constante de 1,5 mL/min, con un tiempo de 20 min
por corrida a temperatura ambiente. Deteccion
espectrofotométricamente a 254 nm.

Resultados y discusion

Estimacion in silico de la solubilidad

El estudio bioinformatico indicé una mayor solubilidad de la proteina
PINMNAT expresada desde el vector pMAL-c5X. Los resultados
para la PINMNAT expresada desde los otros vectores no fueron
concluyentes, pues se encontraron divergencias con los programas
empleados. Aunque todos los programas predicen solubilidad del
50% aproximadamente, como control se usa la secuencia primaria de
la proteina sin ninguna etiqueta, donde se puede observar que la
expresion de esta proteina en el sistema heterdlogo seria insoluble.

Lo anterior es predecible, debido a que es una proteina externa
de la bacteria y por ende no se puede resolver su plegamiento. Por
tanto, es importante adicionar las etiquetas para obtener la version
recombinante de forma soluble (Tabla 2). Entonces, se evaluo el
desempefio de estos vectores y etiquetas en la solubilidad
experimentalmente.

Tabla 2. Prediccion in silico de la solubilidad de las proteinas recombinantes
PfNMNAT usando programas bioinforméticos

SolPro | ProSoll | ESPRESSO
pCOLD-PfNMNAT 53,5% | 66,7% 48,3%
pMAL C5X-PINMNAT 60,6% | 70,3% 50,0%
pET SUMO-PINMNAT 20,3% | 43,3% 46,1%
PEINMNAT 17,7% | 53,7% 44,5%
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Amplificacién, clonacion y transformacion

Se obtuvieron los productos de PCR deseados para cada pareja de
iniciadores. La clonacion en los tres vectores empleados fue exitosa,
después del analisis por PCR y digestion con enzimas de restriccion
(Figura 1).
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Figura 1. Verificacion de los plasmidos recombinantes de la PANMNAT mediante PCR.
1: Marcador de peso AxyGen 100 pb, 2 y 3: ADN plasmidico extraido pCOLD-
PfNMNAT, 4 y 5: ADN plasmidico extraido pMal c5X-PfNMNAT 6: Control positivo de
la reaccion y 7: Negativo de la reaccion. (Tamafio esperado 615 pb). Gel de agarosa
1% tefiido con bromuro de etidio

Expresion de las proteinas recombinantes

En la figura 2 se muestra el perfil electroforético de cada uno de los
sistemas de expresion evaluados. Se observa una mayor expresion de
la proteina con la etiqueta MBP ( ~ 67,3 kDa) respecto a las otras
etiquetas: His + SUMO ( ~ 5,8 kDa), Trx ( ~ 37,8 kDa) y His-
TF (76,8 kDa), tal y como se predijo en los programas
bioinformaticos. Hasta el dia de hoy no se tiene claro el mecanismo
por el cual la proteina fusién puede modificar la solubilidad de la
proteina de interés, sin embargo, la MBP es una de las mas
estudiadas. La proteina de unidén a maltosa puede estar funcionando
como una chaperona molecular que, mediante su bolsillo
hidrofobico, secuestra la proteina con plegamiento intermedio y le da
una segunda oportunidad de plegamiento. Esto permite que la
proteina recombinante tenga el plegamiento nativo y, por ende, se
encuentre en la fraccion soluble; si, por el contrario, no se puede
resolver el plegamiento, formara agregados insolubles (20, 21).

La proteina MBP fusionada a la PENMNAT en la region amino
terminal permite realizar la purificacion de la proteina recombinante
mediante cromatografia de afinidad, debido a la elevada interaccion
de la resina de amilosa por las proteinas recombinantes que
contienen la etiqueta. MBP consta de dos dominios estructurales en
forma de bisagra que le permiten interactuar con diversos azlcares
como la amilosa y la maltosa. La unién con ellas genera un cambio
conformacional que cierra la proteina con la cual se enlaza al azticar
a través de enlaces de puentes de hidrogeno y por contactos de Van
der Waals, principalmente con residuos aromaticos, causando un
apilamiento de las cadenas laterales contra la cara de los anillos de
azicar.

Se espera que el tamafio de la proteina fusion (42,5 kDa) no
interfiera en la estructura y funcion de la proteina purificada, lo cual
se confirm6 mediante ensayos enzimaticos posteriores.

Figura 2. Analisis de la expresion soluble de las proteinas recombinantes PANMNAT
en BL21 (DE3). 1. Patron de peso molecular en kDa (ThermoFisher). 2. Proteinas
solubles BL21 (DE3) sin transformar. 3. Proteinas solubles expresion de His + SUMO-
PfNMNAT. 4. Proteinas solubles expresion de Trx-PINMNAT. 5. Proteinas solubles
expresion de MBP-PfNMNAT. 6. Proteinas solubles expresion de His + TF-PfNMNAT.
A. SDS-PAGE 12% tefiido con azul de Coomassie. B. Inmunodeteccion en membrana
de PVDF. (Las flechas indican las proteinas sobreexpresadas y reconocidas en el
western blot, las bandas inespecificas son comunes hasta en el control negativo y se
deben a reconocimiento con el anticuerpo primario)

Purificacion mediante afinidad a amilosa

La purificacion de la proteina se llevo a cabo en condiciones nativas,
buscando no interferir en la funcionalidad y estructura. La
purificacion por cromatografia de afinidad se sigui6 mediante SDS-
PAGE (figura 3).

Figura 3. Expresion y purificacion de la MBP-PfNMNAT. 1. Patron de peso molecular
en kDa (ThermoFisher), 2. Proteinas totales expresion etiqueta MBP (Control), 3.
Proteinas totales expresion de MBP-PfNMNAT, 4. Proteinas solubles expresion de 15
MBP-PfNMNAT, 5. Eluido de la purificacion de la MBP-PfNMNAT. SDS-PAGE 10%
Tefiido con azul de coomassie. * Corresponde a MBP como producto de degradacion
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Se observd que, a partir de los lavados, se elimind una gran
cantidad de proteinas no unidas, permitiendo obtener eluidos con la
proteina recombinante parcialmente pura y concentrada. Se presentd
una pequefla contaminacion por una proteina de aproximadamente 45
kDa correspondiente a un producto de degradacion, debido a una alta
tasa de degradacion de la proteina recombinante PfNMNAT
sobreexpresada, y el tamafio corresponde a la etiqueta (MBP) que por
el contrario es muy estable.

Esta informacion se corroboré mediante western blot usando anti-
MBP, en el cual se observd reconocimiento del producto de
degradacion (Figura 4).
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Figura 4. Purificacion de la proteina recombinante MBP-PfNMNAT. 1: Patron de peso
molecular en kDa (ThermoFisher), 2. Fraccion soluble, 3: Purificacion de MBP-
PfNMNAT. A. SDS-PAGE 12% tefiido con azul de coomassie, B. Inmunodeteccion en
membrana de PVDF. Anticuerpo 1° Anti-MBP 1:10000. * producto de degradacion
MBP

Ensayos de actividad enzimatica

La actividad nucleotidiltransferasa de la proteina recombinante se
evalué mediante ensayos NMNAT directos y la posterior observacion
del pico correspondiente al NAD+ sintetizado por HPLC en fase
reversa (Figura 5). Respecto a la actividad encontrada en la fraccion
soluble, en el eluido de la purificacion por afinidad fue 18,4 veces
mayor (Tabla 3), permitiendo obtener buenos rendimientos para la
proteina recombinante.

Tabla 3. Rendimiento de la purificacion de la MBP-PfNMNAT

Proteina | Actividad | Actividad
Recuperacion | Purificacion
Fraccién | total total especifica
(%) (veces)
(mg) (mU’) (mU/mg)
Soluble | 6,96 185,185 26,607 100
Eluido 0,29104 | 142,716 490,365 77,06 18,4

*Una unidad de actividad enzimatica representa la cantidad de enzima que cataliza la sintesis
de 1 pmol de NAD+ por minuto a 37 °C
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Figura 5. Verificacion de la actividad catalitica de la MBP-PfNMNAT cuantificada en
RP-HPLC. A. Patrones, B. Control negativo (Buffer de elucion de la proteina), C.
Fraccion soluble. D. MBP-PINMNAT

Conclusiones

La fusion de la etiqueta MBP permitié un aumento en la solubilidad
de la proteina PINMNAT en comparacion con las otras etiquetas
usadas, lo cual, ademas, facilitd la obtencion de la proteina con un
alto porcentaje de purificacion y buen rendimiento. Sin embargo, la
adicion de etiquetas de solubilizacion para la produccién de proteinas
recombinantes no garantiza la solubilidad de la proteina a expresar,
ya que depende de caracteristicas intrinsecas de cada proteina y de la
interaccion con la etiqueta.

Se recomienda el uso de programas bioinformaticos como la
primera aproximacion para el uso de las etiquetas, con el objetivo de
determinar su posible efecto sobre la solubilidad. No obstante, hay
que tener precaucion con los resultados de la prediccion, ya que estos
dependen de la matriz de proteinas de comparacion.
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