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ABSTRACT

In this work we studied the bacterial over-expr@sf two human transporters
belonging the Organi Cation Trasportr Novel (OCTHx)tein family.

This family includes the mammalian plasma membraaesporters OCTNI,
OCTN2 and OCTN3, which share more than 66 % idemith each other.
Defects of OCTN1 and OCTN2 are associated with@hehn disease and the
primary carnitine deficiency, respectively. The swmllar and functional studies
of these transport systems are hampered by theuliiés in bacterial over-
expression and solubilization. Thus, the transperieave been functionally
characterized in cell systems like oocytes expngssine protein at low level
(Lahjouji et al 2001; Tamai et al 1997) or in paiposomes reconstituted with
the protein extracted from kidney cells (Pochinak2004). On the one hand the
OCTN2 has been well characterized. On the othed n@eny discrepancies about
the function of OCTN1 have been reported (Lahjetl 2001; Tamai et al 1997,
Yabuuchi et al 1999). OCTN2 catalyzes a sodium-ddget antiport of carnitine
with itself or carnitine derivatives. It was fourtiat some drugs, such as
omeprazole, can interact with the transporter (Podat al 2009). However, so
far, no examples of strategies of large scale expression and/or purification of
these proteins have been reported and, hence,ruciusal data are available.
Here, the first successful procedures for the lasgale over-expression and
purification of the transporters are described. TH@CTN1 cDNA, previous
obtained from primary human fibroblasts, was clomedifferent plasmids, and
the best over-expression was obtained with the pP36E in
RosettaGami2(DE3)pLysS strain. The expressed proésiults as a 6-His tagged
protein. Also the hOCTN2 cDNA was cloned in sevepdsmids but the

recombinant protein was obtained only wusing pET4h iE.coli



Rosetta(DE3)pLysS. By this strategy, the OCTN2 wapressed as GST-6His
tagged protein. The over-expressed OCTN1 and OCTHE& an apparent
molecular mass of 58 kDa and 87 kDa, respectivajculated on the basis of
SDS-page, and were both collected in the insoldikdetion. For purification
strategy, the two over-expressed transporters weashed with a buffer
containing sarkosyl and urea and applied on diffieréNi2+-chelating
chromatography columns. The protein OCTN1 was dlutdth a buffer
containing 50 mM imidazole and 0.1 % Triton X-1@9,quantitiy of 3 mg per
litre of cell culture, and then incubated with -megrtoethanol, to strongly reduce
the disulphide bonds; by this way, a different raigm on SDS-page to exact
molecular weight was observed. The protein OCTN@yipus to be applied on a
chromatography column, was treated with DTE and #lated in the same buffer
used for OCTN1 but at different pH. About 0.2 mgpobtein per liter of cell
culture were obtained. OCTN2 was then, incubated thirombin 0.1U/| at 25°C
and after 4 hours we observed the separation ofTtN2CGand GST fusion tag on

SDS-page.



ABBREVIAZIONI

Arg: Arginina

ATP: Adenosina Trifosfato

BSA: albumina di siero bovino

cDNA: DNA complementare

CFTR: Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator
CIAP: Fosfatasi alcalina di intestino di vitello
D.O.: densita ottica

DAB: Diamminobenzidina

DDM: n-Dodecyls-D-maltoside

ddNTP: 2’, 3’ —dideossinucleotide 5'— trifosfato
DNA: Acido deossinucleico

dNTP: Deossinucleotide trifosfato

DTT: ditiotreitolo

E. Coli: Escherichia Coli

EDTA: acido tilendiamminotetracetico

IPTG: isopropil-5-D-tiogalattopiranoside

Lys: Lisina

Lys: Lisogeno

OCTN: Nuovo trasportatore di cationi organici
PCR:reazione di polimerizzazione a catena
rRNA: Acido Ribonucleico Ribosomiale

SDS dodecilsolfato di sodio

SDS PageSodium Dodecyl Sulphate - PolyAcrylamide Gel Ebgpttoresis



T7RNAP: RNA Polimerasi derivante dal fagoT7
TAE: Tris, Acido acetico, EDTA

TE: Tris, EDTA

TEMED: Tetrametiletilendiammina

TRIS: triildrossimetilamminometano



1. Introduzione



1.1 Premessa.

La cellula é I'unita fondamentale di tutti gli orgami viventi. Ogni cellula puo
essere definita come un’entita chiusa ed autoseifie, in grado di assumere
nutrienti e svolgere funzioni specializzate. Siallenecellule piu semplici
(procarioti), che in quelle piu complesse (eucgriesiste una delimitazione dello
spazio che separa I'ambiente esterno, la membriasangtica in cui € possibile
far avvenire processi biochimici. Nella cellula gaoota (pro: prima e karyon:
nucleo), la membrana separa I'ambiente esternou@#loginterno in cui sono
contenute le macromolecole e il materiale inforroazle. Nella cellula
eucariotica invece, & presente non solo la membpéasmatica, ma anche una
compartimentalizzazione degli spazi interni chenpedte di separare il materiale
informazionale (nucleo), dalla sede di metabolispecializzati per la produzione
di energia (mitocondri) e dalla sede di costruzidnproteine complesse (reticolo
endoplasmatico e apparato del Golgi). La membréasatica impedisce dunque
la penetrazione di materiale indesiderato all'intedella cellula che andrebbe ad
alterare 'omeostasi interna. E ovvio che, la cortipeentalizzazione cellulare ha
aumentato, nel corso dell’evoluzione, la complésddl sistema, rendendo sempre
piu importante la comunicazione tra I'interno est&rno e tra i compartimenti
stessi. Per questo motivo si sono evoluti sistartragporto di sostanze organiche
e inorganiche che permettono la comunicazione traali compartimenti

intracellulari e I'esterno.



1.2 Le proteine di trasporto di membrana

Il passaggio di molecole specifiche a livello cklle, & possibile grazie alla
presenza di sistemi di trasporto, costituiti datgre integrali di membrana,
presenti in tutte le membrane biologiche. Questiesni di trasporto, hanno Il
compito di rendere selettivamente permeabile la bmanma, o, in alcuni casi
permettono la comunicazione tra due ambienti zlllo modulano la velocita di
ingresso e di uscita di vari metaboliti. Questonpsite lo svolgimento di
particolari reazioni metaboliche, il cui fattorenltante e rappresentato dai livelli
di substrato all'interno del compartimento, sedéadeazione. Sono note diverse
forme di regolazione dei trasportatori. Un esem@iaato dai trasportatori di
sostanze nutrienti espressi sulla membrana lumdelle cellule intestinali e delle
cellule dei tubuli renali. Queste proteine sona;, geesto motivo, direttamente
esposte ad un ambiente caratterizzato da grarttlidkioni dei livelli di nutrienti
che entrano nel lume. Alcuni di questi trasporiasono regolati negativamente
(down regulation) dagli stessi substrati introdottn I'alimentazione (trasportatori
di nutrienti quali vitamine, minerali, sali biligyialtri (sistema di cotrasporto
Na'/glucosio, sistema di trasporto di peptidici, Sisée di trasporto di acidi
monocarbossilici) regolati positivamente (up regalg. Probabilmente questo
tipo di regolazione ha la funzione di mantenereadeguato assorbimento di
nutrienti essenziali e di minimizzare gli effettirditrienti con potenziale tossicita
(Diamond 1987).

L'interesse per lo studio dei sistemi di traspodiomembrana € aumentato
esponenzialmente nell'ultimo decennio per tre ragmwincipali: lo sviluppo di

tecniche piu avanzate nella sperimentazione sudpbordo di membrana; il
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completamento di vari progetti genoma, che ha aieel'esistenza di un numero
di sistemi di trasporto molto piu grande di quedlee si riteneva sulla base degli
studi funzionali precedenti; la correlazione tralifletto funzionale di sistemi di

trasporto e malattie genetiche mono o multifattoria

1.3 Classificazione dei sistemi di trasporto (TC)

Quasi tutti i processi di trasporto attraverso Emmbrana sono mediati da proteine
integrali di membrana in grado, talvolta, di funmoe in associazione a recettori
extracitoplasmatici, o a proteine citoplasmatich8istemi di trasporto,
trasportatori, sistemi di permeasi, permeasi, egrtraslocasi, sono tutti termini
equivalenti che vengono, in generale, utilizzati ipelicare proteine o complessi
proteici che catalizzano trasporto attraverso ueabrana biologica. Un sistema
di trasporto catalizza una reazione vettorialeyes@ndere se catalizza o meno
anche una reazione chimica o di trasferimento elireini, che guida il processo
vettoriale o che dipende da esso, come accade asal dellATP sintetasi.
Pertanto, tutti i sistemi di trasporto sono proteicatalitiche o complessi di
proteine analoghi ad enzimi o a complessi enzimdti¢rasporto pud avvenire
secondo uno di tre processi distinti ma correlgtimo, e piu semplice, e la
diffusione facilitata 0 mediata da proteina, ungesso che non €& accoppiato
all’energia metabolica e che, quindi, non puo gareegradienti di concentrazione
del substrato trasportato attraverso la membraeasistemi biologici sono stati
riconosciuti due principali modelli di trasportcaciiiato, quello di canale e quello
di carrier. Nella diffusione facilitata tipo canalesoluto passa da un lato all’altro
della membrana attraverso un canale, o poro, adsetila porzioni idrofiliche di
residui amminoacidici (per substrati idrofilici), @a porzioni idrofobiche (per

substrati idrofobici), o amfipatiche (per substratnfipatici). Le strutture di
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diverse proteine canale sono state determinateizzatido tecniche di
cristallografia ai raggi X. Nella diffusione faddia mediata da carrier si
supponeva che qualche parte del trasportatorevatsa@sse la membrana insieme
al substrato. Questa teoria e stata rivista in isega recenti studi di tipo
strutturale e funzionale sui sistemi di trasportotrasportatori, solitamente,
mostrano velocita di trasporto di diversi ordinigiandezza piu basse rispetto a
quelle dei canali. Inoltre, al contrario della maggarte dei canali, i trasportatori
mostrano specificita, e spesso stereospecificitaulstrato. Sebbene sia i canali
che i trasportatori possono andare incontro a &atume, questa € una
caratteristica piu comune per i trasportatori. #a &aslocazione del soluto
attraverso la membrana e accoppiato consumo dgienelora un sistema che
catalizza la diffusione facilitata puo diventarettasportatore attivo. Tale sistema
e considerato come trasportatore attivo primarjakprocesso, € accoppiata una
fonte di energia primaria (cioe, una reazione cbanl'assorbimento di luce, o il
flusso di elettroni); viene considerato come traktgiore attivo secondario se, al
processo, € accoppiata una fonte di energia seganggnerata a spese di una
fonte di energia primaria, cioé un gradiente abettrmico di ioni, per esempio
protoni o ioni sodio. | trasportatori attivi secamid possono funzionare per
uniport, symport, antiport. | primi, anche noti cetnasportatori di singole specie,
o trasportatori di diffusione facilitata, catalirzail trasporto di una singola specie
molecolare, e il trasporto avviene indipendentemetdl movimento di altre
specie molecolari. | symporter, anche chiamati agportatori, catalizzano il
trasporto di due o piu specie molecolari nellassedirezione. Il fatto che una
singola mutazione puntiforme in un symporter passavertire il trasportatore in
un uniporter (Krupka 1994) enfatizza la distinzicuperficiale fra questi due tipi

di trasportatori. | trasportatori per antiport, bacchiamati controtrasportatori,
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trasportatori per scambio o scambiatori, catalinzdrtrasporto di una (o piu)
specie molecolari in scambio con un’altra. | precel antiport possono essere
suddivisi in due categorie: antiport di molecolmisiie antiport di molecole del
tutto diverse. Molti trasportatori per uniport er pgymport catalizzano anche
I'antiport soluto:soluto, talvolta a velocita chens sostanzialmente superiori a
quelle raggiunte con uniport o symport. Tra queasportatori alcuni catalizzano
I'antiport soluto:soluto ad una velocita che supergelle dell’uniport e del
symport di tre o cinque ordini di grandezza, e ifyomt attraverso questi
trasportatori ha minime o nessuna influenza figima (Reithmeier 1993). Si dice
che tali sistemi siano trasportatori per antiportscambiatori obbligati. Il
controtrasporto accelerato soluto:soluto e statongo considerato come una
caratteristica distintiva dei trasportatori. | pristudiosi di cinetica del trasporto
conclusero che la sua dimostrazione escludesseskihilita che un trasportatore
funzioni attraverso un meccanismo tipo canale getiga che, fra trasportatori e
canali, esistono netti confini (Mawe et al 19656t 1967). Successive
osservazioni, sull'eventualita che certi trasporiatpossano apparentemente
essere convertiti in canali, in seguito a trattaimehimico (Dierks et al 1990 a, b;
Brutovetsky 1994, 1996) o ad imposizione di grapdienziali di membrana
(Wallmeier et al 1992; Schwarz et al 1994), hanandotto molti studiosi del
trasporto a considerare questi confini indistinth realta questi esempi
rappresentano casi speciali e tendono a rienfaédzzaportanza della distinzione
dei canali dai trasportatori. Pochi trasportatoadmficano i loro substrati durante
il trasporto. Il sistema meglio caratterizzato eeltpu della fosfotransferasi
batterica (PTS) che fosforila i suoi substratiizgdndo il fosfoenolpiruvato come
donatore di gruppi fosfato. Gli zuccheri trasportdd questo sistema vengono

pertanto rilasciati nel citosol in forma di zucaHessforilati. Qualsiasi processo in
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cui il substrato viene modificato durante il tragpoe definito “traslocazione di
gruppo”. Per quanto originariamente sia stato psap@n diverse forme da Peter
Mitchell come meccanismo generale, in realta $iardi un evento molto limitato
in natura. | trasportatori sono raggruppati (Sag99) sulla base di quattro criteri,
ognuno dei quali corrisponde ad una delle quatifiee @he compongono Il
numero TC di un particolare trasportatore. Pertamtonumero TC specifico per
un trasportatore ha quattro componenti, come seduex.Y.Z., dove W
corrisponde al tipo di trasportatore e alla fontertergia utilizzata per guidare il
trasporto (se ve ne e una), X specifica la fami@igubfamiglia) di trasportatori,
Y rappresenta il gruppo o subfamiglia filogenetitlanterno di una famiglia (o la
famiglia in una superfamiglia) cui appartiene urmtipalare trasportatore, e Z
delinea il substrato (i) trasportato oltre allagsa& del trasporto (cis o trans). A
due proteine di trasporto qualsiasi appartenena atessa subfamiglia di
permeasi, che trasportano il medesimo substratougoale meccanismo, viene
dato lo stesso numero TC, senza considerare se sramloghe (cioé, se sono
prodotte da organismi distinti per mezzo della sg®eone) o paraloghe (cioe,
prodotte all'interno di uno stesso organismo perzoalella duplicazione genica).
La modalita della regolazione non é correlatafdtbgenicita e, probabilmente, fu
associata ai trasportatori in una fase tardiva gtecesso di evoluzione. La
regolazione non € quindi utilizzata come parameko la classificazione. Ad
omologhi sequenziati di funzione ignota non vierm@nmlmente assegnato un
numero TC; fra questi sono inclusi anche traspaortatcaratterizzati
funzionalmente per i quali non sono disponibiliiditsequenza. Dovrebbe essere
noto che ogni categoria di trasportatori & contistdda da un numero TC ad una
cifra (W), ogni famiglia (o superfamiglia) da unmaro TC a due cifre (W.X),

ogni gruppo o subfamiglia filogenetica da un numé a tre cifre (W.X.Y.) e
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ogni tipo di permeasi da un numero TC a quattne ¢iv.X.Y.Z). Attualmente si
conoscono tredici categorie principali di traspiantia

1. Trasportatori tipo canale. Le proteine apparéna questa categoria sono
canali transmembrana di solito costituitiaaliche che si estendono attraverso la
membrana. | sistemi di trasporto di questo tip@alcatano la diffusione facilitata
(attraverso un processo indipendente dall’energiapsentendo il passaggio di
substrato attraverso un poro transmembrana, o esasahza evidenza di un
meccanismo mediato da carrier. Le proteine canpte gorina, presente nella
membrana mitocondriale esterna, sono escluse dstaguategoria e sono state
collocate nella loro categoria (categoria 9). Péi@h stata risolta la struttura
tridimensionale di molti peptidi e proteine chermf@no canali, la base strutturale
della formazione del canale e ben nota.

2. Trasportatori tipo carrier o permeasi. Rientranquesta categoria le permeasi
che trasportano molecole per uniport (in cui unag@ia molecola viene
trasportata secondo gradiente di concentraziondettrozhimico se € carica),
symport (due o piu specie cotrasportate, di cui wumtrogradiente di
concentrazione e laltra secondo gradiente fornefidoergia necessaria al
trasporto della prima), ed antiport (due o piu mole trasportate
contemporaneamente in direzione opposta, l'una rcongradiente di
concentrazione, l'altra secondo gradiente in maoalavkre I'energia necessaria al
trasporto della prima). Dati strutturali tridimemsali sono disponibili soltanto per
pochi di questi trasportatori; tra questi ci soaddc permeasi (Abramson et al
2003), il trasportatore del glicerolo 3-P (Huangakt2003), la traslocasi degli

adenin nucleotidi mitocondriale (Pebay-Peyroulal &003).
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3. Sistemi di trasporto attivo guidato dall'idreliésolitamente nellATP) del
legame del pirofosfato. Sono inclusi in questa gat@ i trasportatori che
idrolizzano il legame terminale del pirofosfato I#lP, in un altro nucleoside
trifosfato, o nel pirofosfato stesso per guidanegfesso attivo e/o I'estrusione di
un soluto o di piu soluti. La proteina di traspoptad 0 meno essere fosforilata in
maniera transitoria, ma il substrato non é fosdboil

4. Sistemi di trasporto PEP dipendenti. Sono indinsjuesta categoria alcuni
sistemi di fosfotransferasi di zuccheri. Il prodotiella reazione € uno zucchero
fosforilato citoplasmatico, derivante da uno zucohextracellulare.

5. Sistemi di trasporto attivo dipendente da aadrbossilici, guidato dalla
decarbossilazione. Sono inclusi in questa categaistemi di trasporto batterici
che guidano I'ingresso del soluto (ad es. ioni @pdi I'estrusione attraverso la
decarbossilazione di un substrato citoplasmatico.

6. Sistemi di trasporto attivo guidato da ossidazidni (pompe). Sono inclusi in
questa categoria i sistemi di trasporto che guidbtrasporto di un soluto (ad es.
uno ione) energizzato dal flusso di elettroni proeati da un substrato o proteina
ridotta, ad un substrato o proteina ossidata. Battturali tridimensionali,
disponibili per pochi di questi complessi enzimatibanno consentito la
comprensione della struttura di queste pompe dopr@ di ioni sodio.

7. Sistemi di trasporto attivo guidato dalla luBeno inclusi in questa categoria i
sistemi di trasporto che utilizzano I'energia déllae per guidare il trasporto di
un soluto (ad es. uno ione).

8. Sistemi di trasporto attivo guidato meccanicame®ono inclusi in questa
categoria i sistemi di trasporto che guidano diretinte il movimento di una
cellula, organello, o altra struttura fisica, cameado il flusso di ioni (o di altri

soluti) attraverso la membrana secondo i loro gradelettrochimici.
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9. Facilitatori tipo canale della membrana estépmine). Le proteine di questa
categoria sono costituite da fogliefti transmembrana che formano bafili
attraverso i quali passano i soluti. Sono statrationelle membrane esterne di
batteri gram-negativi, mitocondri e plastidi euo#igi. Le porine rappresentano
uno specifico tipo strutturale di proteina canaleaecausa del largo numero di
famiglie tipo porina, essi sono stati assegnatuadyruppo della classificazione
TC distinto dalle altre proteine canale.

10. Sistemi di trasporto attivo guidato da metilsferasi. Sono inclusi in questa
categoria i sistemi di trasporto che utilizzantrakferimento di metili per guidare
il trasporto. Una sola proteina e stata ben carateta, la
metiltetraidrometanopterina, che trasporta il sodio

11. Le proteine di trasporto ausiliarie. Sono igelin questa categoria le proteine
che funzionano con, o sono complessate a, protititnasporto note. Un esempio
e dato dalle proteine di fusione di membrana chaitino il trasporto, attraverso
le due membrane dell'involucro cellulare dei batggam-negativi, in un singolo
stadio guidato dalla fonte di energia (ATP) utiitz da un trasportatore di
membrana citoplasmatica. Le proteine regolatricgcooppiate ad energia, che
non partecipano effettivamente al trasporto, raggmm&ano altri possibili esempi.
In alcuni casi proteine ausiliarie sono considegdee del sistema di trasporto
con cui funzionano.

12. | trasportatori di classificazione ignota. Sqmermeasi che fanno parte di
famiglie con modalita di trasporto o di meccanisth@ccoppiamento all’energia
ignoto; ma almeno un membro di ognuna di questeigian funziona come
trasportatore. Queste famiglie saranno classifieftteve quando il processo di

trasporto e il meccanismo accoppiato all’energrarsao caratterizzati.
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13. Probabili trasportatori fra i quali nessun memnéppartenente alla famiglia &
stato dimostrato essere un trasportatore. Proldahiiglie di proteine di trasporto
sono raggruppate in questa classe e saranno idassifaltrove quando la
funzione del trasporto di un membro verra dimosirat saranno eliminate dal
sistema di classificazione TC se la funzione dsgoato proposta non sara
provata. Queste famiglie includono un membro o merpbr i quali e stata
ipotizzata una funzione di trasporto, ma la dimemtne di tale funzione non é
ancora definitiva. Alcune di queste famiglie sonamgli superfamiglie con
centinaia di membri attualmente sequenziati, adaesuperfamiglia maggiore di
facilitatori (MFS); TC No 2.1 (Pao et al 1998) edaperfamiglia ATP binding
cassette (ABC); TC No 3.1 (Saurin et al 1999). &kono piccole famiglie con

soltanto uno o due membri attualmente sequenziati.

1.4 Relazione fra sistemi di trasporto di membrama

patologie umane

La dimostrazione dell'essenzialita dei sistemrasporto per la vita della cellula,
e quindi di un intero organismo, € data in manidrequivocabile
dall'identificazione di patologie genetiche o asife, spesso gravi o addirittura
incompatibili con la vita, causate da deficienzdladéunzione di sistemi di
trasporto. Ad esempio, a livello intestinale sotatdisdentificati quattro sistemi di
trasporto degli amminoacidi, ciascuno dotato diammpia specificita di substrato.
Questi sistemi sono presenti anche a livello deuliwrenali, dove sono adibiti al
riassorbimento degli amminoacidi. Una mutazione afteressi il gene che
codifica per un trasportatore, intestinale e renalegli amminoacidi causa
patologie piuttosto serie che vanno sotto il nomerdminoacidurie renali ed

intestinali. Si conoscono dieci difetti nel trageodegli amminoacidi: cinque di
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essi (Cistinuria, Malattia di Hartnup, Imminogliarma, Dibasicoaminoaciduria,
Dicarbossilicoamminoaciduria) mostrano difetti le@é trasporto di amminoacidi
strutturalmente correlati e implicano l'esistenza tihsportatori specifici per
gruppi di substrati; i restanti cinque (Ipercistiay Lisinuria, Istidinuria,

Malassorbimento di metionina, Malassorbimento ddtdfano) interessano il
trasporto di un singolo amminoacido e implicanosiBeenza di sistemi di
trasporto substrato-specifici (Palacin et al. 20Q%) altro esempio di patologie
gravi, legate ai sistemi di trasporto, € dato dmrationi del canale del CI

regolato dallAMP ciclico, una mutazione del geneeccodifica per questa
proteina (CFTR) € responsabile dell’insorgenzaadigtirosi cistica. Questi canali
per il CI sono presenti nelle membrane plasmatiche apielié dellule epiteliali

di polmoni, ghiandole sudoripare, pancreas ed #&dgsuti. Un aumento della
concentrazione di cAMP stimola il trasporto di i@l da parte di queste cellule
negli individui normali, ma non negli individui a&ffti da fibrosi cistica che hanno
una proteina CFTR difettosa. Altri esempi di pagidocausate da deficienze di
sistemi di trasporto sono alcune miopatie detertainia alterazioni dei geni che
codificano per il trasportatore mitocondriale dirgiina (Huizing et al 1997) e per

quello di membrana plasmatica OCTN2 (Wang et ab199

1.5 Lo studio dei sistemi di trasporto di membrana

Lo studio dei sistemi di trasporto di membrana svguppato successivamente
rispetto allo studio delle proteine solubili (bugparte degli enzimi). La ragione
di cio é connessa alla difficolta di maneggiare sistema di trasporto che, al
contrario degli enzimi, € una proteina integralengimbrana. E’ infatti necessario
affrontare due tipi di problemi: il primo e corrdaalla presenza nella struttura

della proteina di trasporto di domini idrofobicihes rappresentano la porzione
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della proteina inserita nella membrana e limitaacsdlubilita della proteina in
acqua; il secondo e rappresentato dalla necessit&ate due compartimenti fra
cui seguire il trasporto catalizzato dalla proteihgrimi studi sui sistemi di
trasporto sono stati eseguiti in sistemi di meménaative, come le cellule intatte
oppure gli organelli subcellulari isolati, come itocondri. In questi casi i due
compartimenti sono rappresentati dall'ambientevoatntracellulare, o interno
all'organello, e dall'ambiente esterno artificidfequesto tipo di sperimentazione,
il trasporto viene misurato mediante [l'utilizzo dnolecole marcate con
radioisotopi o altri sistemi che permettono di evidiare, con elevata sensibilita,
il passaggio di molecole fra i due lati della meama, un esempio € dato dalle
sonde fluorescenti (Di Virgilio et al 1989). Il pdipale svantaggio di questo tipo
di approccio sperimentale e dato dalle interferestterminate dalla presenza di
enzimi nei compartimenti interni, i quali possonoodificare le molecole
trasportate, nonché dalla presenza, sulle stessebrape, di altri sistemi di
trasporto e dalla possibilita di controllare le dimoni sperimentali soltanto
nell'ambiente esterno (cis) ma non in quello intgftnans). Questo tipo di studi si
e evoluto piu recentemente grazie a tecniche diogia molecolare che
permettono I'espressione selettiva di una protéirieasporto eterologa all'interno
di particolari cellule, come per esempio gli oaqcitia proteina espressa, se
raggiunge la membrana, dara un segnale di traspardidteristico e riconoscibile
rispetto alle cellule che non la esprimono. Quéstaica permette di studiare una
specifica proteina di cui € noto il gene, tuttayigesenta le limitazioni tipiche dei
sistemi cellulari intatti. Una tecnica piu recept lo studio di sistemi di trasporto
di membrana é la ricostituzione in membrane atdifiicLa ricostituzione consiste
nell'inserimento di proteine di trasporto in sisteimmembrana artificiali costituiti

da bilayer fosfolipidici. | sistemi di membrana gargamente utilizzati a questo
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scopo sono i liposomi, vescicole sferiche il cuardetro varia fra 50 e 250 nm a
seconda delle tecniche usate per la preparazi@prdteine di trasporto vengono
inserite nel bilayer fosfolipidico, formando i peaiiposomi, con varie strategie
che prevedono, ad esempio, l'eliminazione del detse utilizzato per la
solubilizzazione della proteina dalle membraneutati, oppure il Freeze-Thaw-
Sonication, congelamento rapido, scongelamentm lergonicazione (Kramer et
al 1986; Palmieri et al 1995). Fra le tecniche twsalla rimozione del detergente
ricordiamo la diluizione, la dialisi, l'adsorbimentsu particolari resine
idrofobiche. Il trasporto viene, quindi, seguita peteoliposomi, analogamente a
quanto detto per i sistemi cellulari, utilizzandoletole marcate con radioisotopi
o sonde fluorescenti. Nei proteoliposomi € possitstudiare il trasporto in
assenza di interferenze che, nel mitocondrio imtathelle cellule, sono causate
dalla presenza di altri sistemi di trasporto, daimn che metabolizzano, o in
generale, modificano i substrati, e da interaztoail sistemi di trasporto ed altre
proteine. | vantaggi che il sistema ricostituitoeggnta sono numerosi. Ad
esempio, utilizzando il metodo della ricostituzipr® ha la possibilita di
controllare le condizioni sperimentali nel compadnto interno dei
proteoliposomi, ci0 consente di determinare l'affindella porzione intra-
liposomiale della proteina per il substrato; e pmksinoltre studiare I'effetto di
varie molecole su entrambi i lati dei proteoliposattre che studiare il tempo di
raggiungimento dell’'equilibrio da parte delle malkr radioattive. Il basso
rapporto proteina/lipidi (una o poche proteine p@osoma), permette una
migliore risoluzione della cinetica del trasporfttraverso l'utilizzo di questa
tecnica € anche possibile modificare la composeiidica della membrana dei
liposomi che in molti casi influenza l'attivita tfasporto delle proteine (Sharom

1997). La ricostituzione nei liposomi & una tecnib& pud essere utilizzata sia
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per lo studio delle proprieta funzionali di proteimli trasporto estratte dalla
propria membrana nativa, sia per lo studio di pnet@ver-espresse, ad esempio

nei batteri (Indiveri et al 1998) o nei lieviti (Kahara et al 1996).

1.6 Espressione eterologa di sistemi di trasporto d

membrana

Lo studio dei sistemi di trasporto di membrana raithto dalla necessita di
ottenere membrane native in cui studiare il tragpordi estrarre le proteine dalle
membrane native per ricostituirle in sistemi acté#li. Tali procedure richiedono il
sacrificio di animali da laboratorio e tecnichebsleate per la purificazione delle
membrane native e sopratutto per l'estrazione geldeine da esse. Il limite
principale di queste procedure si evidenzia pddrooente nel caso in cui Si
vogliano studiare proteine poco rappresentate wellele native. In questo caso
le tecniche di estrazione richiedono grandi quandt materiale di partenza
(animali) e non sempre consentono di ottenere ip@teufficientemente attive o
in quantita adatte alle successive procedure dstiitizione. La limitazione nella
quantita di proteina e particolarmente svantaggiosiacasi in cui si vogliano
intraprendere studi di tipo strutturale; in questsi € necessario disporre di grandi
quantita di proteine allo stato omogeneo di puifione. . Questi problemi
possono essere risolti ricorrendo all'espressi@fie groteine in sistemi cellulari
eterologhi. L'espressione eterologa in batteri eotes di ottenere quantita di
proteine molto piu grandi rispetto all'espressiamesistemi cellulari eucariotici
come oociti e lieviti. Per le proteine di traspotionembrana plasmatica, oltre ad
alcuni esempi di espressione in sistemi eucarjoticsono soltanto pochissimi
esempi di espressione eterologa in batteri. Neb c&s$ sistemi eucariotici sono

stati ottenuti livelli di espressione non contrbll@d appena sufficienti per
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studiare il trasporto nelle stesse cellule cheizeaho il trasferimento delle
proteine espresse in membrana plasmatica (Hruk 2000; Rogers et al 2003;
Hosoyamada et al 2004). In questi casi il traspdaeuto alle proteine espresse
viene quantificato per sottrazione rispetto a quelisurato in cellule di controllo
che non esprimono le specifiche proteine. Tali mhetmn sono esenti da errori
dovuti ad interferenze da parte di altri traspartad ad eventuali modifiche nel
pattern proteico dei trasportatori endogeni di memé che potrebbe essere

alterato dall'induzione dell'espressione eterologa.

1.7 Espressione di sistemi di trasporto di membrana

plasmatica in batteri

Per tutti questi motivi € importante realizzardesis di espressione eterologa di
proteine di trasporto eucariotiche, in batteri.t&ms di questo tipo sono stati
realizzati per I'espressione di proteine di tragpaonitocondriali. Invece vi sono
pochissimi esempi di espressione di sistemi euterii membrana plasmatica in
batteri. Un esempio & l'over-espressione del aptaatore umano Naglucosio
(hSGLT1) inE. coli(Quick et al 2003). L'importanza dell'argomentednce dal
fatto che questo risultato € stato pubblicato sa dwista di notevole portata
scientifica.

Per ottenere l'espressione delle proteine, il sistecellulare d’elezionee
rappresentato d&. coli, in cui & possibile ottenere grandi quantita ditgina. In
alcuni casi, sopratutto per I'espressione di pnateeterologhe di membrana,
guesto potrebbe dare dei problemi causati dalkiditéé delle proteine eterologhe
per il batterio e dal fatto che le proteine di meama non sono solubili e quindi si
accumulano in corpi di inclusione nei batteri. tn®| poiché&. colinon € in grado

di glicosilare le proteine che produce potrebbeerssun problema di tipo
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funzionale legato alla mancanza della parte gldioai delle proteine di
membrana plasmatica eterologhe. Ma, com’ e notda dafteratura, la N-
glicosilazione per molte proteine non e indispeiigaper lattivita in genere,
influenza esclusivamente la migrazione verso la brama plasmatica (Diop et al
2005; Straumann et al 2005; Tanaka et al 2004; $tay al 2005). In pochissimi
casi, la parte glicosidica e importante anche fagtiVita;, comunque, in questi
casi, l'attivita di trasporto non viene totalmeatenullata dalla mancanza della
parte glicosidica, ma soltanto ridotta (Asano e€1@91; Nunez et al 1994; Cai et
al 2005; Li et al 2004).

Pertanto, nel caso in cui si vogliano esprimereggime per le quali non si conosce
il ruolo dei residui glucidici, e preferibile utiizare come primo approccia coli
che fornisce rispetto ai sistemi cellulari eucaciotquantita di proteina
sensibilmente superiori e, solo nel caso in cyprateina over-espressa non sia
attiva, realizzare I'espressione in organismi sigper

Questo approccio consente di condurre studi di gamesi sito diretta, in quanto
permette l'espressione di proteine il cui cDNA atestvariato per ottenere
mutazioni di amminoacidi e permetterebbe di vakifamportanza e la funzione
di specifici residui amminoacidici nel processdrdsporto o la loro collocazione
nella struttura tridimensionale della proteina.

A causa della loro localizzazione sulla superfidedle cellule, le proteine di
membrana giocano un ruolo cruciale in diverse pgiele costituiscono piu della
meta di tutti i target farmacologici conosciuti (pkins et al. 2002). Le proteine di
membrana non sono molto concentrate a livello tadsurispetto alle proteine
totali, quindi la loro estrazione non permette dér@ quantita necessarie per gli
studi strutturali. Per questo motivo, molte progeisono state overespresse in

Escherichia coli utilizzando un tipo di espressione basata sillfabd dellRNA
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del fago T7. Tuttavia la resa dell’espressioneregdmente molto bassa e spesso
vengono a crearsi all'interno del batterio, i cadpinclusione (inclusion bodies),
che costituiscono un problema. Inoltre, 'overespiene di proteine estranee puo

provocare tossicita nella cellula ospite, causaadorthe la morte.

1.8 Cellule ospiti per I'over-espressione.

L’'overespressione di proteine pud essere ottemutdiviersi sistemi e in diversi
ospiti. L'espressione batterica, in particolare Brcoli, permette di avere una
crescita cellulare molto rapida e permette di @tergrandi quantita di prodotto
over-espresso. Anche l'overespressione in alcwevitli come Saccharomyces
cerevisiaeo in Pichia pastorisé relativamente facile da ottenere ma, la spessa
parete cellulare di questi organismi, rende ladalulare piu difficile. Tuttavia,
essendo questi organismi eucarioti, € possibilenete modificazioni post-
trasduzionali, anche se non corrispondenti alle ifltadioni dei mammiferi.
D’altro canto, utilizzare cellule di mammifero p&overespressione € molto
costoso e inoltre i protocolli sperimentali sono pomplessi. Recentemente, sono
stati messi a punto protocolli di espressione fte#- (Jermutus et al. 1998), che
prevedono I'utilizzo di lisati cellulari contenenttti i precursori della sintesi
proteica batterica. Tuttavia questa tecnica ¢ sitltazata soltanto in pochi casi.
Tra tutti gli organismi elencatiE.coli € quello che meglio si presta per
I'overespressione di proteine ricombinanti e perdstdi genomica strutturale
(Graslund et al. 2008). Solitamente, le proteirm®mbinanti vengono espresse
utilizzando vettori di espressione aventi origine relplicazione derivante da
ColEl. L’ espressione dei plasmidi e il loro mait@nto sono resi stabili dall’

uso di marker per la resistenza agli antibiotiariByx et al. 1999).
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| ceppi batterici maggiormente utilizzati per I'oeepressione di proteine,
derivano dal ceppo BL21. Circa dieci anni fa sotati $solati due nuovi ceppi
cellulari chiamati C41(DE3) e C43(DE3) o anche GappNalker. Questi sono
stati isolati per la loro capacita di far frontdaatossicita dell’overespressione
(Miroux et al. 1996) e permettono inoltre, una naigt espressione di proteine di
membrana, dando un’alta stabilita ai plasmidi. Bigpalle comuni BL21, i ceppi
di Walker possono indurre una proliferazione detlambrana interna in modo
tale da poter contenere le grandi quantita di pretehe vengono overespresse

(Dumon-Seignovert et al. 2004).

1.9 | promotori.

In E.colii promotori sono localizzati 10-100 paia di basnante rispetto al sito di
legame dei ribosomi e solitamente sono sotto iltrotlo di proteine di
regolazione i cui geni sono contenuti nel cromosdraterico o nel plasmide
stesso. | promotori dt.coli, sono costituiti da due regioni: una composta ua d
sequenze esanucleotidiche di 35 paia di basi ecamgposta da 10 paia di basi a
monte del sito di inizio della trascrizione. Le degioni sono separate tra loro da
16-18 nucleotidi e possono essere integrati da elitmenti che aumentano la
trascrizione (Makrides et al. 1996). A valle debmotore, all’ interno del sito di
legame del ribosoma c’é un’ulteriore sequenza daguenza di Shine-Dalgarno,
complementare all’estremita 3’ dellrRNA 16S. Questequenza € posta 4-14
paia di basi a monte rispetto al codone di iniztadtraduzione (Ringquist et al.
1992). Un promotore utile per I'overespressioneedessere forte e regolabile,
deve avere un livello di espressione basale ma@ssd e deve essere facilmente
inducibile. Un’espressione basale puo compronmetiercrescita, la stabilita del

plasmide e la produzione della proteina stessdtréntinduzione puo essere sia
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chimica, mediante I'aggiunta di sostanze, o termu@iando la temperatura di
coltura (Makrides et al. 1996). Per l'overesprassialelle proteine sono stati
utilizzati molti tipi di promotori. | pit comuni s quelli che derivano da operoni
che utilizzano gli zuccheri, come quelli del lattgsarabinosio e ramnosio. Tutti
questi promotori sono soggetti a repressione dzbodti, pertanto la trascrizione
puo essere repressa mediante l'aggiunta di glucdsiassenza di questo
zucchero, determina I'aumento dei livelli di cCAMReclegato ai repressori, attiva
la trascrizione e stabilizza il complesso della Rp#\imerasi (Kolb et al. 1993).

Nel caso del promotore lac il legame dellallolatto o dell'analogo non

idrolizzabile IPTG al repressore, produce cambifa@onazionali nel repressore
che ne determinano il rilascio (Lewis et al. 1996promotore araBAD, invece, €
inducibile attraverso I'arabinosio e viene utilizzger avere una regolazione in
presenza di glucosio (Guzman et al. 1995). Tuttdyi@omotore araBAD non &

molto forte e I'utilizzo dell'arabinosio puo dare tenotipo di espressione “tutto o

nulla” (Siegele et al. 1997).

1.10 L’espressione basata sul T7.

L’espressione basata sulla RNA polimerasi T7 é plfapcio maggiormente
utilizzato per la produzione di proteine ricombiiaha T7RNAP riconosce una
sequenza del promotore molto lunga che normalmeoresi verifica inE.coli
(Studier et al. 1986). Le proteine ricombinanti aah solito espresse mediante i
vettori pET, in cui il cDNA é posizionato a valleeldpromotore T7lac e la
trascrizione e possibile mediante I'aggiunta di@(Dubendorff et al. 1991). Nel
ceppo cellularé.coli BL21(DE3) la T7TRNAP e espressa ddlisogeno DE3 e la
sua espressione € sotto il controllo del promotBrEG-inducibile (Jack et al.

1996; Wycuff et al. 2000). Utilizzando questo prdare, si pud andare incontro
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alla perdita del promotore stesso e della proteic@nmbinante, soprattutto nel
caso in cui la proteina risulta essere tossical ppatterio (Moffatt et al. 1987). In
questo caso, la co-espressione del T7Lys vieneaugatr consentire la
trasformazione delle cellule ospiti con il vettaadificante per la proteina tossica

in esame (Studier et al. 1991).

1.11 Ottimizzazione dell’'espressione.

E noto che una diminuzione della temperatura diessfone ha effetti benefici
sull’espressione di proteine ricombinanti, sul folg sulla solubilita e sulla
produzione delle proteine di membrana. A tempeeat@mprese fra 15° e 30°C,
infatti, il batterio compensa I'abbassamento dedtaperatura esterna inducendo
pathways metabolici diversi rispetto a quelli attiw condizioni normali; cio
determina un cambiamento nei costituenti cellulewme ad esempio il rapporto
tra acidi grassi saturi e acidi grassi non sateflanmembrana plasmatica, con
conseguente aumento della fluidita della membréssa (Zhang et al. 2008).
L’overespressione pud essere anche modulata varidendcomposizione del
mezzo di coltura, utilizzando brodi molto ricchgnae il Terrific, che permette
una crescita batterica ad alte densita. Tuttaviaéadetto che un aumento della
densita della coltura determini un aumento delladpzione della proteina.
Questo puo essere ottenuto, in alcuni casi, inteddo all'interno del mezzo di
coltura, un ligando della proteina espressa (Weftsal. 2002). Alcuni studi di
overespressione, sono stati condotti utilizzandoeatodo dell’autoinduzione, che
permette di effettuare una graduale induzione ekgfessione proteica, in modo
tale che la cellula batterica possa adattarsi ailleve esigenze metaboliche

(Studier et al. 2005).
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1.12 Carico metabolico.

Il mantenimento di un gran numero di copie del piae, determina all’interno
della cellula ospite, un grande stress (Hoffmanal.e2004). L'overespressione di
proteine target mediante il promotore T7 crea utevale aumento del carico
metabolico allinterno della cellula. E noto, irtffathe la T7RNAP trascrive il
DNA 8 volte piu velocemente rispetto al’lRNA pokmasi diE.coli (lost et al
1992). Per carico metabolico si intende la diffegera il tasso di crescita tra
cellule “esprimenti” e cellule “non esprimenti”, @ddefinito come la quantita di
risorse della cellula ospite per il mantenimentiespressione del DNA e delle
proteine straniere (Bentley et al. 1990). La sin@steica € un processo che
richiede molta energia e, per ottenere questo atorgrenergia, la cellula ospite
regola il proprio catabolismo e anabolismo, incretasdo la glicolisi e il ciclo
degli acidi tricarbossilici, regolando I'espressore [I'attivita degli enzimi
coinvolti in queste vie metaboliche (Weber et #02, Hoffmann et al. 2002).
Questo incremento delle vie che portano alla primhéz di energia, sono
accoppiate alla diminuzione dei precursori per damfazione della biomassa
(Weber et al. 2002). In condizioni normali, le canpnti per la produzione di
proteine, come per esempio i ribosomi, vengonoqitod seconda delle necessita
della cellula. Durante I'overespressione, invecesto equilibrio viene perturbato
e le componenti non sono sufficienti (Hoffmann ket2902). La produzione di
proteine ricombinanti, determina una diminuzionegldeamminoacidi e
un’induzione di una rapida risposta della cellulapite, mediante una
riprogrammazione dell'espressione dei geni, inddoenuna diminuzione
dell’espressione dei geni utili per la sintesi proa (Chang et al. 2002). Un altro

problema relativo all’espressione di proteine ribamanti mediante il promotore
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T7 e dato dalla sincronizzazione della trascrizierteaduzione. La T7RNAP non
accoppia questi due processi e cio determina uonado di RNA liberi che
possono essere facilmente degradati (lost et &)19uesto puo essere ovviato
utilizzando dei mutanti di polimerasi che trascriedre volte piu lentamente, ma
che permettono di ottenere una maggiore resa (eldeina ricombinante

(Makarova et al. 1995).

1.13 Inclusion bodies.

L’'overespressione di proteine determina una dimone dei meccanismi di
folding all'interno della cellula ospite. Cid pucetérminare un accumulo di
proteine nascenti sotto forma di corpi di incluga@un’induzione della sintesi di
proteine heat-shock. In particolare, le proteineagotiche sono inclini ad un non
corretto folding poiché possiedono delle struttuerziarie e quaternarie
complesse e richiedono la formazione di ponti disol e altre modificazioni

post-trasduzionali per arrivare alla loro conformmae nativa, biologicamente
attiva (Baneyx et al 2004). La formazione di cadpinclusione & correlata con
alcune caratteristiche della proteina nascentelj gaacarica elettrica media e i
residui amminoacidici di cui essa &€ composta (Wgkh et al. 1991). | corpi di
inclusione possono accumularsi sia nel citoplasima el periplasma e sono
composti da 80-95% di proteina aggregata, contanuiaaproteine di membrana
esterna, componenti dei ribosomi, fosfolipidi edaciucleici (Valax et al. 1993),
oltre che in minima parte da proteine chaperoneecBDmaK e GroEL (Allen et al.

1992, Carrio et al. 2002, Carrio et al. 2005). ipcali inclusione sono strutture
porose che appaiono amorfe se osservate al mi@iascelettronico.

Recentemente e stato visto che i corpi di inclusibanno proprieta simili alla

proteina amiloide con un alto numero di organizaazintermolecolari a foglietto
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B (Carrio et al. 2005)I corpi di inclusione sono molto resistenti all@igolisi e
contengono materiale relativamente puro; questo tp formazione viene
sfruttata nel caso in cui si voglia esprimere pridossiche per la cellula ospite,
instabili o che si ripiegano facilmente (Baneyxakt2004). E stato osservato che
i corpi di inclusione, possono contenere anchegpretcorrettamente foldate nella
loro conformazione nativa e biologicamente attiver(tura et al. 2006). E
possibile prevenire la formazione dei corpi di usibne utilizzando promotori
meno forti, basse concentrazione di induttori sskatemperature di espressione
(Baneyx et al. 2004). Un altro stratagemma per mizdare la formazione di tali
corpi € quello di ingegnerizzare le proteine targetar crescere le cellule in
presenza di osmoliti come il sorbitolo e la beta@iéerando il pH del mezzo di
coltura e utilizzando dei partner di fusione (Mdks et al. 1996). Per quanto
riguarda invece, il folding delle proteine neo-siitzate, € possibile tentare una
co-espressione con chaperone come GroEL e Dnake dimostrato da Wang e

colleghi (Chen et al. 2003).

1.14 Localizzazione cellulare.

Le proteine overespresse in batteri possono edgetee in cinque compartimenti

cellulari: il citoplasma, la membrana interna, driplasma, la parete cellulare e
nel mezzo di coltura. L'overespressione all'intede citoplasma non é adatta a
tutte le proteine ricombinanti. Infatti, alcune f@ine eucariotiche, necessitano
della formazione di ponti disolfuro, che non possessere formati nell’ambiente
riducente del citoplasma batterico. Questo problems essere superato
utilizzando ceppi batterici mutanti per la tiorede reduttasi (trxB) che creano
un ambiente piu ossidante all'interno del citoplagiiderma net al. 1993) oppure

veicolando la proteina nel periplasma, dove la Bione dei ponti disolfuro e
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maggiormente favorita. Le proteine ricombinanti gw® essere veicolate anche
nel mezzo di coltura; cio permette una purificagiomolto semplice e inoltre una
volta secrete, queste sono meno soggette allagtisdtd 0 svantaggio di questa

tecnica e dato dalla forte diluizione che la prdesubisce (Makrides et al. 1996).

1.15 Espressione di proteine di membrana.

Attualmente ci sono solo pochi esempi di overesgioes di proteine di

membrana in batteri (Kiefer et al. 2003; Bane et 2007). La difficolta

nell'overespressione di proteine di membrana, ndaide caratteristiche della loro
sequenza amminoacidica. Si possono, infatti, imeo@tmolte difficolta legate ad
esempio, alla grandezza della proteina, all'idrafiéd e al numero delle eliche
presenti nella struttura e all’'utilizzo di specifcodoni eucariotici da parte del
batterio (Daley et al. 2005). Per superare quiistio problema vengono
utilizzate due strategie: I'ottimizzazione dei coddella proteina target oppure

I'utilizzo di ceppi cellulari che coesprimono tRNAri per il batterio.

1.16 Cristallizzazione.

Le proteine, come molte molecole, possono formaistatli subendo una lenta
precipitazione da una soluzione acquosa e dispasendon un preciso

orientamento. |l reticolo di cristalli che si foane tenuto insieme da interazioni
non covalenti (Rhodes, 1993); cid & importante imrdo in questo modo é
possibile ottenere, mediante diffrazione dei raggia struttura tridimensionale

della proteina. Nel 1934, Bernal e Hodgkin scoprirache, proteine solvatate
davano una risposta di diffrazione migliore rispetlie proteine essiccate. Venne,
cosi, ottenuta la prima struttura tridimensionaleuda proteina globulare, la

pepsina, utilizzando una metodica che prevedevaisiema idratato (Tulinsky,
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1999). Quando nel 1971 venne fondata la Proteia Banhk, solo sette cristalli di
proteine erano presenti (Berman, et al.,, 2000),quanto questa tecnica
presentava molti limiti esecutivi. Da allora, ilmaro delle strutture delle proteine
scoperte e cresciuto esponenzialmente, e attuansemio contenute oltre 65000
strutture.

Con la cristallizzazione si ottiene un cristallo nbeordinato privo di
contaminazioni e grande abbastanza per fornire agheito di diffrazione quando
viene colpito dai raggi X. Tuttavia, la cristallezone di una proteina e di per sé
difficile, a causa della natura fragile dei cribtatessi. Le proteine hanno una
superficie irregolare che puo portare alla formaeidi un largo canale durante la
fase di cristallizzazione, pertanto, i legami navalenti che tengono la proteina
adesa alla matrice vengono stabilizzati da divetsati di molecole solventi.
(Rhodes, 1993). Inoltre superata la fragilita imggca dei cristalli, la produzione
di questi dipende da una serie di fattori ambi@n@gni singola proteina, infatti,
necessita la messa a punto di uno specifico pribodo cristallizzazione. Tra i
fattori che possono compromettere la buona riustgtia cristallizzazione, oltre
alla purezza della proteina stessa, che di soktee dessere pari o superiore al
97%, anche il pH gioca un ruolo importante, in daaa diversi valori di pH la
proteina pud assumere orientamenti diversi. Alaigmetri importanti sono la
concentrazione della proteina in esame, la temperatle condizioni di
precipitazione e i composti che promuovono la giézione quali solfato di
ammonio e polietilenglicole. (Branden et al 1998pRes 1993).

Uno dei metodi piu usati nella cristallizzazioneyede la diffusione del vapore in
cui una goccia contenente la proteina purificatatampone e l'agente che
permette la precipitazione viene immessa in unprecte contenente gli stessi

tamponi ma a concentrazioni elevate di agenti elverfscono la precipitazione.
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In questo modo, l'acqua contenuta nella goccia enzgpe la proteina viene a
trovarsi in una soluzione ad alta concentrazionagtinti precipitanti (Rhodes,
1993; McRee, 1993). Poiché uno degli svantaggadwiktallizzazione é la messa
a punto del protocollo specifico per ogni proteiatipalmente sono presenti in
commercio numerosi kit contenenti sistemi preassatmiche permettono di

ottenere una cristallizzazione efficace. Inoltrepessibile utilizzare sistemi

informatizzati, che permettono di azzerare i tempiesecuzione del processo
lavorando in modo efficiente e preciso.

In questo modo e possibile fare numerosi tentativcristallizzazione a basso

costo ed in tempi molto piu veloci.
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2. Materiali e

Metodi



2.1 Matreiali

2.1.1 Brodo LB

5 grammi di estratto di lievito.

10 grammi di triptone.

5 grammi di NaCl.

Le sostanze vengono sciolte in circa 950 ml dOHlistillata, portate a pH
compreso tra 7.4 e 7.5 con una soluzione di NaQW) @ infine ad un volume

finale di 1 litro.

2.1.2 Brodo YT 2X

10 grammi di estratto di lievito.

16 grammi di triptone.

5 grammi di NaCl.

Le sostanze vengono sciolte in circa 950 ml dOHlistillata, portate a pH
compreso tra 7.4 e 7.5 con una soluzione di NaQW) @ infine ad un volume

finale di 1 litro.

2.1.3 TAE 50X

242 grammi di Tris.

18.6 grammi di EDTA sciolti in kD distillata, portati a pH 8 e ad un volume
finale di 200ml.

60 ml di Acido Acetico Glaciale.

La soluzione viene portata ad un volume finalel ditro e a pH 8 con Acido

Acetico.
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2.1.4TE.

Tris 10mM
EDTA 1 mM

Il pH finale della soluzione deve essere compresd@.b e 8.

2.1.51PTG

L’ IPTG (isopropil{3-D-tiogalattopiranoside) viene utilizzato ad wuna

concentrazione che varia da 0.1 mM a 1 mM.

2.2 Procedure Sperimentali.

2.2.1 Elettroforesi su gel di agarosio

| prodotti amplificati con le reazioni di PCR somstati analizzati mediante
elettroforesi su gel di agarosio. La concentraziotel'agarosio e stata
opportunamente scelta in base alla lunghezza deinfrenti di DNA sintetizzati
(0.8-1.5%).

Per la preparazione del gel e come tampone peorka elettroforetica, € stata
impiegata una soluzione di TAE 1X.

Per evidenziare le molecole di DNA e stato aggiuktdio Bromuro alla
concentrazione finale di 04/ml. L' Etidio Bromuro si intercala tra le copple

basi del DNA rendendolo fluorescente se espostolatie ultravioletta. Sul gel di
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agarosio viene caricata anche una miscela di frartirdeDNA aventi lunghezze
e concentrazioni note (markers): confrontando fla fmsizione sul gel, al termine
della corsa elettroforetica, con quella dei framin@nodotti mediante PCR, e
possibile conoscere la grandezza di questi ultgeheralmente espressa in bp

(paia di basi).

2.2.2 Purificazione dei frammenti di DNA da gel

d’agarosio

| frammenti di DNA separati mediante elettroforesigel di agarosio, sono stati
purificati tramite il"Wizard SV Gel and PCR Clean-Up Systaiefla Promega.
Questo sistema e basato sulla capacita del DNAghrsi a una membrana di
silice in presenza di sali caotropici.

Dopo la corsa elettroforetica in TAE buffer, é atahgliata una fetta di gel,
contenente il frammento da purificare, e statafgesaono stati aggiunti, 10 di
“Membrane Binding Solution™ (in dotazione del Kiper ogni 10 mg di
frammento di agarosio.

La miscela e stata incubata a 65°C per 10 minutistaldamento permette la
completa fusione dell'agarosio. Successivamentaitgela e stata trasferita su
una colonna costituita da una membrana di sili@@d’incubazione di 1 minuto
a temperatura ambiente, durante il quale il DNAriade alla resina la miscela e
stata centrifugata per 1 minuto a 16000 x g e Ssie@mente & stata lavata due
volte con una soluzione contenente etanolo. Infoee,permettere il distacco del
DNA dalla resina, sono stati aggiunti 30di acqua.

La “Membrane Binding Solutiontontiene:
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Guanidinio isotiocianato 4.5 M;

Acetato di potassio 0.5 M.

2.2.3 Purificazione dei frammenti di DNA dopo

digestione con enzimi di restrizione

Il cDNA di OCTNL1 e il vettore pET-28a(+) digeriton gli enzimi di restrizione
BamHI e Notlsono stati purificati con il kitJetquick Spin Column Technique”
della Genomed.

Questo sistema e basato sulla capacita del DNAghrsi a una membrana di
silice in presenza di sali caotropici.

Sono stati aggiunti 400l di soluzione H1 (in dotazione col kit) per ogni Ldali
prodotto di digestione e, la miscela e stata traafsu una colonna costituita da
una membrana di silice su cui aderira il DNA dueaihiminuto di incubazione. A
questo punto si centrifuga per 1 minuto a 16000exsgprocede a un lavaggio con
la soluzione H2 contenente etanolo. Si centrifuga blte per eliminare i residui
di etanolo e si eluisce con @0di acqua il cDNA di OCTNL1 e con 2@ di acqua

il vettore pET-28a(+) per permettere il distaccb@NA dalla resina.

La soluzione H1 contiene:

guanidinio idrocloruro;

EDTA;

Tris/HCI,

isopropanolo.

La soluzione H2 contiene:

Etanolo;
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NacCl;
EDTA;

Tris/HCI.

2.2.4 Determinazione ed analisi di sequenze
nucleotidiche secondo il metodo di Sanger

modificato

Con il metodo di Sanger modificato il filamento DNA da sequenziare, detto
filamento stampo, viene copiato utilizzando una Dp#limerasi che agisce
incorporando, nella catena di DNA in allungamerdegpssinucleotidi trifosfati

(ANTPS).

La sintesi del nuovo filamento di DNA comincia artpa da un primer
oligonucleotidico che riconosce in maniera speaifina determinata sequenza di
basi sullo stampo. La presenza in piccola quadtiten 2’, 3' —dideossinucleotide
5'— trifosfato (ddNTP) nella miscela dei quattracteotidi portera alla sua casuale

incorporazione nella catena di DNA in allungamento.

Una volta incorporato nella catena, il ddNTP pa@rteslla terminazione
I'estensione in quanto il filamento neosintetizzatultera privo dell’ossidrile in
3’ del dideossinucleotide, necessario alla forneeidel legame fosfodiestereo
con il successivo nucleotide. Inoltre, i dideosslaatidi utilizzati per |l
sequenziamento dei campioni di DNA, sono marcatifagrescenza.

Per ogni reazione e stata calcolata la concentraznttimale di DNA ed é stato

seguito il seguente protocollo:
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0.2-1 pg DNA;
3.2 picomoli primer;
4 ulbig dye solution *;

H,O fino ad un volume finale di 20 pl.

Big dye solution & una miscela di reazione costituita da :
Enzima Taq polimerasi ;
miscela di nucleotidi fluorescenti del “Big Dye Tanator v1.1 Cycle

Sequencing Kit " della Applied Biosystem.

Sono stati eseguifl5 cicli nelle seguenti condizioni:

Denaturation 96°C 10 setio
Annealing 50°C 5 secondi
Extension 72°C 4 minuti

2.2.5 Clonaggio del cDNA codificante per hOCTN1

L'RNA totale e stato isolato da fibroblasti umam icoltura e in seguito
retrotrascritto. Il cDNA codificante per hOCTN1 tima grandezza di circa 1656 bp
ed e stato amplificato usando i primer forwardvense sotto riportati:
5'-ATGCGGGACTACGACGAGGTGATCG-3'
5'-TCAGAATGCAGTTATTAGAACCTTG-3'

In seguito il cDNA e stato amplificato con altrirmers

5'-GCGGATCATGCGGGACTACGACGA-3
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5-AAATAAGAATGCGGCCGCTCAGAATGCAGTTATT-3'
contenente i siti di restrizione riconosciuti dagizimi BamHI e Notl, utilizzati per

clonare il cDNA all'interno del vettore di espresse pH6EX3.

2.2.6 Clonaggio della proteina hOCTN2

L'RNA totale e stato isolato da fibroblasti umam coltura e in seguito
retrotrascritto. Il cDNA codificante per hOCTN2 haa grandezza di circa 1674

bp ed é stato amplificato usando i primer forwartverse sotto riportati:
5- ATGCGGGACTACGACGAGGTGACCG-3'
5- TTAGAAGGCTGTGCTTTTAAGGATT-3'

La correttezza della sequenza é stata verificartdiazando il sequenziatore

automatico ABI 310 Applied Biosystem.

In seguito il cDNA é stato amplificato con altrimpers:

5'- GCGGATCCATGCGGGACTACGACGAG-3'
5-CCCAAGCTTTTAGAAGGCTGTGCTTTT-3'

contenenti i siti di restrizione riconosciuti darBidl e Hind Il1.

I cDNA é stato clonato nel vettore di espressi@i€r4la(+) all'interno dei
medesimi siti. Il vettore ricombinante chiamato glE#&(+)-hOCTN2 codifica per
una proteina di fusione corrispondente al traspaneahOCTN2 con tre sequenz
poste all’estremita N-terminale codificanti perpieoteina GST, una sequenza di 6
istidine e una sequenza S-tag.

Successivamente, il cDNA corrispondente alla pratéiOCTN2 € stato clonato nel
vettore di espressione pET2la(+)nei siti ricondsaagli enzimi di9 restrizione
Ndel Xhol, rimuovendo precedentemente il sito Ndweblla posizione 1159

mediante mutagenesi sito diretta. Sono stati métiz seguenti primers:



5'- TTGAAGTCCCAGCATACGTGTTGGCCT-3'

5'- AGGCCAACACGTATGCTGGGACTTCAA-3

che non comportano nessun cambiamento amminoacidico
In seguito il cDNA e stato amplificato utilizzandprimers:
5'-GGGAATTCCATATGAAAGACTACGACGAGGTG-3
5'-CCGCTCGAGAAGGCTGTGCTTTTAAGGAT-3

contenenti i siti riconosciuti dagli enzimi di regione.

2.2.7 Digestione del cDNA di OCTN1 con BamHI.

1 ug di cDNA
2 ul di Buffer di digestione BamHI
16 ul di H,O

1wl di BamHI (10 ugl)

2.2.8 Digestione del pET-28a(+) con BamHlI.

1 ul di pET-28a(+)
2ul di Buffer di digestione di BamHI
16ul di H,O

1ul di BamHI

Il buffer di digestione di Bam HIX contiene:
Tris/HCI 10 mM a pH 8;

MgCl, 5 mM;

KCI 100 mM;

2-mercaptoetanolo 1mM;
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Triton X-100 0.02%;
0.1 mg/ml di BSA (albumina di siero bovino).
Successivamente la miscela di reazione e statpssth alla temperatura di 70°C

per 30" allo scopo di inattivare gli enzimi di regsbne.

2.2.9 Digestione del cDNA di OCTN1 con Not |

Dopo la digestione con I' enzima Bam HI e statoifmato e digerito con

I'enzima Not I.

1ug di cDNA
2ul di buffer O
16ul di H,O

1l di Not I (10uful)

2.2.10 Digestione del pET-28a(+) con Not |

1 ul di pET-28a(+)
2ul di Buffer O
16ul di H,O

1yl di Not I (10uful)

Il buffer Outilizzato per la digestione con Not | € compa#do
Tris-HCI 50mM (pH 7,5)

MgCI2 10mM

NaCl 100mM

BSA 0.1 mg/ml
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2.2.11 Digestione del cDNA di OCTNL1 .

Il cDNA purificato é stato bi-digerito seguend®éguente protocollo:

0.6 ug di DNA purificato;

3 ul di buffer di digestione Tango 2X
2 ul di acqua;

1 ul di Eco RI (10ugl);

1 ul di Xhol (10uful);

per 5 ore e 30 minuti a 37°C;

2.2.12 Digestione del pH6EXS.

1 ul di pHEEX3

3 ul di buffer di digestione Tango 2X
2 ul di acqua;

1 pl di Eco RI (10udl);

1l di Xhol (10ufd);

Il buffer di digestione Tango 2X contiene:
Tris Acetato 66 mM a pH 7.9;

Magnesio Acetato 20 mM;

Potassio Acetato 132 mM;

0.2 mg/ml di BSA (albumina di siero bovino).
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2.2.13 Digestione del cDNA di OCTN2.

Il cDNA purificato é stato bi-digerito seguend®éguente protocollo:
0.6 ug di DNA purificato;

3 ul di buffer di digestione di Bam HI* 10x;

2 ul di acqua;

1 ul di Bam HI (10ufu);

1 pl di Hind 11 (20uful);

per 5 ore e 30 minuti a 37°C;

2.2.14 Digestione del pET-41a(+)

Per digerire il vettore e stato seguito il segugmegocollo:
1 ug di DNA di pET-41a(+);

2 ul di buffer di digestione di Bam HI* 10x;

15ul di acqua;

1 pl di Bam HI,

1wl di Hind I11;

5 ore e 30 minuti a 37°C;

*II buffer di digestione di Bam HI 1X contiene:
Tris/HCI 10 mM a pH 8;
MgCI2 5 mM;

KCI 100 mM;



2-mercaptoetanolo 1mM;
Triton X-100 0.02%;

0.1 mg/ml di BSA (albumina di siero bovino).

2.2.15 Digestione del cDNA di OCTN2.

Il cDNA purificato é stato digerito seguendo il segte protocollo:
0.5ug di DNA purificato;

2 ul di buffer di digestione di NEB4,

1 pl di Nde | (10ufl);

5.5ul di H,0;

Per 5 ore a 37°C;

Dopo purificazione, il cDNA é stato poi mono-digerisecondo il seguente
protocollo:

0.45ug di DNA purificato;

2 ul di buffer di digestione R;

1 pl di Xho 1(10uful);

6.5ul di H,O;

Per 5 ore a 37°C

Il buffer di digestione NEB4 contiene

Acetato di potassio 50 mM

Tris-acetato 20 mM

Magnesio acetato 10 mM

Ditiotreitolo 1 mM

pH 7.9

Il buffer di digestione R contiene:
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Tris/HCI 10 mM pH 8.5
MgCl, 10 mM
KCI 100 mM

BSA 0.1 mg/ml

2.2.16 Digestione del vettore pET 21a(+)

Il vettore di espressione é stato digerito seguérgguente protocollo:
1 ug di DNA pET 21a(+);

2 ul di buffer di digestione di NEB4,

1 ul di Nde | (10ufl);

6 ul di HX0;

Per 5 ore a 37°C;

Dopo purificazione, il cDNA é stato poi mono-digerisecondo il seguente
protocollo:

1 ug di DNA pET 21 a(+) purificato;

2 ul di buffer di digestione R;

1 pl di Xho I(10uful);

6 ul di HX0;

Per 5 ore a 37°C

Il buffer di digestione NEB4 contiene

Acetato di potassio 50 mM

Tris-acetato 20 mM

Magnesio acetato 10 mM

Ditiotreitolo 1 mM

pH 7.9

Il buffer di digestione R contiene:
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Tris/HCI 10 mM pH 8.5
MgCl, 10 mM
KCI 100 mM

BSA 0.1 mg/ml

2.2.17 Trattamento del vettore con Fosfatasi Alcai

Il vettore €& sottoposto, dopo digestione, al tra#ato con la fosfatasi per
catalizzare nel DNA l'idrolisi dei residui 5’-fodfa

Per fare il trattamento con la “Calf Intestine Alka Phosphatase’della
Fermentas é stato seguito il seguente protocollo:

20 ul di DNA di vettore digerito

3 ul di buffer CIAP?;

6 ul di HX0;

1 ul di CIAP.

La miscela di reazione si lascia incubare a 379C3& e si blocca lasciandola a

85°C per 15’

*|| buffer CIAPcontiene:

Tris-HCI 0.1 M a pH 7.5;

MgCl, 0.1 M.
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2.2.18 Ligation

Con guesta tecnica e possibile inserire il frammehtDNA digerito nel vettore
di espressione grazie alle estremita coesive cdslte digestione con gli stessi
enzimi di restrizione. Per facilitare la reazioneligation € necessario che |l
rapporto tra vettore e frammento da clonare alistgwno sia 1:3, 1:4. |l vettore e
il frammento vengono incubati per cinque minutmperatura ambiente:

150 ng di DNA digerito

50 ng di plasmide digerito e trattato con fosfatdsalina;

7.3 ul di HO;

1 pl di T4 ligasi (0,2 U);

10 ul di buffer per la ligation*.

*II bufferper la ligation contiene:

Tris HCI 50 mM ;

MgCl, 10 mM;

DTT (ditiotreitolo) 10 mM,;

ATP 1 mM,;

BSA 25ug/ml.

Al termine dell'incubazione cellule dE. Coli TG1, precedentemente rese

competenti, vengono trasformate con la misceladtibn.
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2.2.19 Cellule competenti

Abbiamo reso competenti le cellule Hi Coli del ceppo TG1 utilizzando una
variazione del metodo di Cohen (Genetic transfoiomatf Escherichia colby R-
factor DNA, 1972). La procedura € efficace per laggior parte dei ceppi di.
Coli.

E’ stata prelevata una singola colonia da una @asintenente colonie cresciute
per 16-20 ore a 37°C e trasferita in 50 ml di bra&o La coltura viene incubata
per tre ore a 37°C sotto vigorosa agitazione (30M/rainuto in un incubatore
orbitante). Per un'efficiente trasformazione € ezs¢e che il numero di cellule
vive non ecceda fOcellule per ml. La crescita cellulare & stata nuratia
misurando la D.O. a 600 nm, e a un valore comptr@s0.4 — 0.6 le cellule sono
state trasferite in un tubo di polipropilene seeda 50 ml e conservate in ghiaccio
per 30 minuti.

In seguito sono state sedimentate mediante cegddfane a 3600 x g per 10
minuti a 4°C. Il sovranatante € stato decantatdl eellet risospeso in 5 ml di
CaCh 50 mM e conservato in ghiaccio per 30'. Le cellsieno poi state
nuovamente sedimentate mediante centrifugaziongrese in 2 ml di CaGI50

mM freddo.
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2.2.20 Trasformazione

La trasformazione € un processo in cui vengonaithsei plasmidi all'interno di
cellule batteriche, precedentemente rese compgetahdi scopo di far produrre
loro un’elevata quantita del DNA inserito. Normahte il volume di DNA
inserito non deve superare il 5% di quello delldute 5 pul (ca. 50 ng) della
miscela di ligation sono stati incubati in ghiacger 30" con 10Qul di cellule
competenti, quindi sottoposti ad uno shock termpew 90 secondi a 42°C.
Successivamente alla miscela di reazione sonoajgtunti 100ul di brodo LB
ed il tutto e stato incubato a 37°C per 1 ora. €kute che ospitano il plasmide
sono state infine selezionate su piastre conteh8ntagar 1.5% e ampicillina 100

mg/ml.

2.2.21 Estrazione del DNA mediante il kit QlAprep

Spin Miniprep

La coltura, contenente la colonia cresciuta pefl@2re a 37°C in 5 ml di brodo
LB, viene centrifugata e il pellet & risospeso @59 ul di buffer P1 (contenente
RNasi A). A questo vengono aggiunti 28l0di buffer P2, contenente idrossido di
sodio (NaOH) che denatura il DNA cromosomico, iteedo per 4-6 volte fin
guando la soluzione non diviene limpida.

Si aggiungono successivamente 35@i buffer N3 che contiene acido acetico e

guanidinio idrocloruro; immediatamente si inverter gl-6 volte fin quando la
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soluzione non diventa viscosa. Dopo centrifugazijperel0’ a 16000 x g, si forma
un pellet bianco e compatto; il sovranatante sférdsce su una QIAprep Spin
Column e si centrifuga nuovamente a 16000peig60”.

Si procede col lavaggio della QIAprep Spin Coluntiizzando 500ul di buffer
PB (contenente isopropanolo e guanidinio idrocloyusi centrifuga pe60” e si
aggiungono 75@l di buffer PE, che contiene etanolo. Si centrifngavamente a
16000 x gper 60” e, successivamente, per 1’ per eliminare tuttouifdn di
lavaggio.

Si pone la QlAprep Column in una eppendorf da 1l%nper eluire il DNA, si
aggiungono 5Qul di buffer EB (10 mM Tris-HCI, pH 8.5) o di @ direttamente

al centro della colonnina. Dopo 1’ a temperaturdiante, si centrifuga per 1'.

2.2.22 Trasformazione di cellule E.coli Rosetta DE3
con i plasmidi ricombinante

Le cellule diE. coli ceppoRosetta DE3pLys® le cellule diE. coli ceppo
RosettaGami2 DE3pLysSono state rese competenti con Ga&dmM, e in
seguito trasformate con il plasmide contenente DINA precedentemente

sequenziato.
2.2.23 Espressione della proteina ricombinante

hOCTN1

Il plasmide risultante pET28a(+)-hOCTNL1, codificar una proteina di fusione

corrispondente alla proteina umana OCTN1 con uneriote sequenza posta



all'estremita N-terminale della proteina di integes

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRGS.

Per ottenere I'espressione di hOCTNL1 il ceppo tmkuE.coli Rosetta(DE3)
pLysS € stato trasformato con il costrutto pET28&@CTN1, mediante il
metodo del cloruro di calcio. Per selezionare lome trasformate sono state
utilizzate piastre di LB agar contenenti 0§¢/mL di ampicillina e 34ug/mL di
cloramfenicolo. Le cellule contenenti il plasmidme state in seguito inoculate in
100 ml di brodo LB contenenti 10Qg/mL di ampicillina e 34ug/mL di
cloramfenicolo e fatte crescere per tutta la nat&7°C in un incubatore rotante.
Successivamente 50 mL di coltura cellulare sontd diaiti in 0.5 L di brodo LB
fresco contenente gli antibiotici e, a meta deHaef logaritmica della crescita
batterica, e stata indotta la sintesi della praeteiocombinante mediante I'aggiunta

di IPTG 0.4 mM.

Nel caso in cui e stato utilizzato il ceppo celtal&.coli RosettaGami2 (DE3)
pLysS, sia nelle piastre che nelle colture e stggiunta tetraciclina alla

concentrazione di 12 5g/mL.
2.2.24 Espressione della proteina ricombinante

hOCTN2-GST

Per ottenere I'espressione di hOCTN2-GST il cemlareE.coli Rosetta(DE3)
pLysS é stato trasformato con il costrutto pET4}:a@CTN2, mediante il

metodo del cloruro di calcio.

Per selezionare le colonie trasformate sono sthliezate piastre di LB agar
contenenti 30ug/mL di kanamicina e 34ug/mL di cloramfenicolo. Le cellule

contenenti il plasmide sono state in seguito inaeuln 100 ml di brodo 2X TY
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contenenti 3qQug/mL di kanamicina e 3gg/mL di cloramfenicolo e fatte crescere
per tutta la notte a 37°C in un incubatore rotafeccessivamente 50 mL di
coltura cellulare sono stati diluiti in 0.5 L didato 2X TY fresco contenente gli
antibiotici e, a meta della fase logaritmica delescita batterica, e stata indotta la
sintesi della proteina ricombinante mediante l'agtp di IPTG 0.4 mM e la

temperatura e stata portata 28°C.

2.2.25 Espressione della proteina ricombinante

hOCTN2(R2K)

Per ottenere I'espressione di hOCTNL1 il ceppo t@kuE.coli Rosetta(DE3)
pLysS é stato trasformato con il costrutto pET2}&@CTN2, mediante il
metodo del cloruro di calcio. Per selezionare lbme trasformate sono state
utilizzate piastre di LB agar contenenti 1a§¢/mL di ampicillina e 34ug/mL di
cloramfenicolo. Le cellule contenenti il plasmidme state in seguito inoculate in
100 ml di brodo 2x TY contenenti 10@g/mL di ampicillina e 34ug/mL di
cloramfenicolo e fatte crescere per tutta la nat&7°C in un incubatore rotante.
Successivamente 50 mL di coltura cellulare soni diaiti in 0.5 L di brodo 2X
TY fresco contenente gli antibiotici e, a meta ad#lse logaritmica della crescita
batterica, e stata indotta la sintesi della pretgiocombinante mediante I'aggiunta

di IPTG 0.1 mM e la temperatura € stata portat&€28°
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2.3 Metodologie Biochimiche.

2.3.1 Elettroforesi di proteine su gel di

poliacrilammide in SDS

La separazione delle proteine e effettuata mediatettroforesi su gel di

poliacrilammide in SDS (dodecilsolfato di sodio).

E’ usato un sistema di mini gel le cui dimensiomma 8 x 10 cm e lo spessore e

0.75mm.
La soluzione per la preparazione del gel di sejpamaz costituita da:

« 3 ml di acrilammide/bisacrilammide (acrilammide 3086 bisacrilammide
0.2%);

e mldi Tris (triidrossimetilamminoetano)/HCI 1.8 Mpdd 8.8;

*  mldi H0;

* 0.05mldi SDS al 10%.

La soluzione per la preparazione del gel di comegidne e costituita da:

0.2 ml di acrilammide/bisacrilammide (acrilammid@%3 e bisacrilammide

0.2%);

0.12 ml di Tris/HCI 0.6 M a pH 6.8;

0.85 ml di HO;

0.012 ml di SDS al 10%.



TEMED (tetrametiletilendiammina) (@l per il gel di separazione eu3 per il gel

di concentrazione) ed ammonio persolfato al 10%u{3%er il gel di separazione
e 25 ul per il gel di concentrazione) sono utilizzati ansatalizzatori nella
reazione di polimerizzazione.

| campioni proteici sono solubilizzati con un tampocontenente Tris 10 mM,
SDS 3.5%, glicerolo al 1098-mercaptoetanolo o 1.4-ditioeritritolo 100 mM e
blu di bromofenolo allo 0.01% a pH 6.8.

Il tampone di corsa contiene Tris 25 mM, glicind%, SDS allo 0.1% a pH 8.3.
La colorazione dei gel di poliacrilammide vieneediffiata con il metodo del blu di

Coomassie.

2.3.2 Western blotting ed immunodecorazione

Questa tecnica consente di trasferire le proteparste su gel di poliacrilammide
in dodecilsolfato di sodio, ad una membrana dios#flulosa e successivamente
evidenziare la proteina di interesse utilizzandmesonda anticorpi diretti contro
la proteina stessa. Il primo passaggio consistéragfierire le proteine separate sul
gel, su un foglio di nitrocellulosa. Per fare qoestgel viene posto nel buffer di
trasferimento e, dopo 15 minuti di incubazione, insmergono nel medesimo
buffer, la membrana di nitrocellulosa e la camafittro. Trascorsi 15 minuti, Si
assembla un sandwich, costituito da carta da filmembrana di nitrocellulosa,
gel, carta da filtro e si pone nell’elettroblottinger 20 minuti a 15 V.
Successivamente la membrana e posta per un’ora ibutfer di incubazione,
dove vengono aggiunti 2 ml di albumina al 3% eti@rpo primario, che si lega
alla proteina contro cui € diretto. Si procedenduia 3-4 lavaggi di 10 minuti

con il tampone di lavaggio per eliminare I'anticorghe non si € legato.
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Effettuati i lavaggi, la membrana di nitrocellulosa pone, per un’ora, nel
tampone di incubazione, contenente 2 ml di albumaid%, in cui viene
aggiunto I'anticorpo secondario che riconosce @nfmento Fc dell’anticorpo
primario e porta legata la perossidasi. Succes@ménsi effettuano altri 3-4
lavaggi con il tampone di lavaggio. Nell'ultimo gaggio si pone la membrana
nella soluzione di sviluppo: la perossidasi, coatagall’anticorpo secondario,
reagisce con il perossido d’idrogeno,(), presente in soluzione, liberandg O
che provoca l'ossidazione del DAB (diaminobenzidlind quale, ossidato,
produce un precipitato rosso scuro in corrispondetetle bande di interesse.

La reazione viene bloccata con 'aggiunta di aadjgtllata.

Tampone di trasferimeni{o900 ml di HO + 100 ml di metanolo ) :
Glicina 1.44%;

Tris 0.3%;

SDS 0.01 %.

Tampone di lavaggio (1L:)

Tris 50 mM;

NaCl 150 mM;

Questa soluzione viene portata a pH 7 con I'aggidntHCI 6 N.
Tampone di incubazione :

50 ml di tampone di lavaggio;

TWEEN 20 0.5%.

Soluzione di sviluppo :
20 ml Tris 50 mM pH 7.5;

DAB punta di spatola;
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20ul H20, 40 %.

2.3.3 Purificazione della proteina ricombinante

hOCTN1

La frazione insolubile del lisato cellulare indgotéostata lavata due volte con un
tampone contenente 50 mM di Tris/HCI pH 7.5, 3% tion X100 e centrifugata
per 10 minuti a 12000 x g a 4°C; il pellet e stasospeso con 100 mM Tris/HCI
pH 8 e centrifugato per 10 minuti a 12000 x g a.4df@ellet risultante e stato
risospeso con un tampone contenente 3M urea, O0i&#rkbsyl, 200 mM NacCl,
10 mM Tris/HCI pH 8.0 e centrifugato a 12000 x 4°€. Il sovranatante (1ml) é
stato caricato su una colonna precedentemente iteecgn resina His-select Ni-
chelating affinity gel (0.5 cm di diametro, 3 cmatiezza), pre-equilibrata con un
tampone contenente 0.1 % sarkosyl, 200 mM NaCImM Tris/HCI pH 8.0.
L’eluizione €& stata ottenuta in seguito all aggas di 25 mLdi tampone
contenente 0.1 % Triton X-100, 200 mM NaCl, 10 mMs/HCI pH 8.0 e in
seguito 6 ml dello stesso tampone contenente 10imilazolo e poi 6 ml dello
stesso tampone contenente 50 mM imidazolo. Sorte s&@colte 48 frazioni
cromatografiche e la proteina purificata é stdevaita nelle frazioni 43-45.

In seguito e stata messa a punto una cromatoggafide a quella precedente,
utilizzando nei tamponi anziché il Triton X100, Dlodecilmaltoside (DDM),

detergente consigliato per gli studi cristallografi

2.3.4 Purificazione della proteina ricombinante

hOCTN2-GST

La frazione insolubile del lisato cellulare indgtto stata incubata per 15 minuti

con una soluzione di DTE 100 mM e in seguito sdizgata con un tampone
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contenente 3M urea, 0.8% di sarkosyl, 200 mM NaGImM Tris/HCI pH 8.4 e
centrifugato a 12000 x g a 4°C. Il sovranatantel(lénstato caricato su una
colonna precedentemente riempita con resina PipfIMAC Ni-charged (0.5
cm di diametro, 2.5 cm di altezza), pre-equilibreda un tampone contenente 0.1
% sarkosyl, 200 mM NaCl, 10 mM Tris/HCI pH 8.4. liizione é stata ottenuta
in seqguito all’ aggiunta di 3 mL di tampone contaiee0.1 % Triton X-100, 200
mM NaCl, 5 mM DTE, 10 mM Tris/HCI pH 8.4 e in setgui3 ml dello stesso
tampone contenente 50 mM imidazolo. Sono state oli@ccl2 frazioni

cromatografiche e la proteina purificata e stdevaita nella frazione 10.

2.3.5 Purificazione della proteina ricombinante

hOCTN2(R2K)

La frazione insolubile del lisato cellulare indgtto stata incubata per 15 minuti
con una soluzione di DTE 100 mM e in seguito sdizdata con un tampone
contenente 3M urea, 0.8% di sarkosyl, 200 mM NaGImM Tris/HCI pH 8.0 e
centrifugato a 12000 x g a 4°C. Il sovranatantel(lénstato caricato su una
colonna precedentemente riempita con resina Hess@li-chelating affinity gel
(0.5 cm di diametro, 2.5 cm di altezza), pre-eQuiia con un tampone
contenente 0.1 % sarkosyl, 200 mM NaCl, 10 mM H@&/pH 8.0. L’eluizione &
stata ottenuta in seguito all’ aggiunta di 3 mltaadhpone contenente 0.1 % Triton
X-100, 200 mM NaCl, 5 mM DTE, 10 mM Tris/HCI pH 8éin seguito 3 ml
dello stesso tampone contenente 50 mM imidazoloo State raccolte 15 frazioni

cromatografiche e la proteina purificata é stdevaita nella frazione 14.
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3. Risultati



3.1 Over-espressione in E.coli del trasportatore

hOCTNL.

Il cDNA, relativo alla proteina hOCTN1 di 1656bpstato amplificato dall’ RNA
di fibrobalsti cutanei umani utilizzando primer trogi secondo la sequenza di
hOCTNL1 contenuta in banca dati. Il cDNA ottenuteisbile su gel di agarosio
come una banda avente un peso molecolare di ci@ lp, valore molto vicino
al peso molecolare teorico. In seguito al sequemziio del cDNA non sono
state riscontrate mutazioni del gene. Il cDNA gpandente ad hOCNTL1 é stato
amplificato con primer forward e reverse contengesiti riconosciuti dagli enzimi
di restrizione Bam HI e Not I, al fine di perme#diinserimento nel vettore di
espressione pET-28a(+) (Lian et al 2008). Il vettdr espressione risultante Pet-
28a(+)-hOCTN1, codificante per una proteina didagi contenente una sequenza
di 6 istidine, e stato utilizzato per trasformamdiude di E.coli ceppo Rosetta
(DE3) pLysS. L'espressione in queste cellule éastdtimizzata variando sia il
tempo di espressione sia la temperatura di coltuliaato cellulare, ottenuto nelle
varie condizioni, & stato suddiviso in frazioneukile e frazione insolubile
mediante centrifugazione. La frazione insolubilerrispondente ai corpi di
inclusione, é stata analizzata mediante SDS Pagprdsenza su gel di una banda
non omogenea, relativa alla proteina di interesseha spinti a cambiare le
condizioni sperimentali. Il cDNA corrispondente ®@@TN1, pertanto, & stato
clonato nel vettore di espressione pHG6EX3 il qupérmette l'inserimento,
all'estremita N-terminale della proteina di intesesdi una coda di 6 istidine. I
cDNA é stato amplificato utilizzando i primer formdae reverse contenenti i siti
riconosciuti dagli enzimi di restrizione Eco RI &Xl. Il plasmide di espressione

risultante pH6EX3-hOCTNL1, codificante per la proteihOCTN1 alla quale é
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stata fusa una coda di 21 amminoacidi, & statzzdtio per trasformare cellule di
E.coli RosetteGami2 (DE3) pLysS. Il tempo e la tempegatlirinduzione sono
stati variati, anche in questo caso, per aumentaresa della proteina espressa.
La frazione insolubile del lisato cellulare, copamdente ai corpi di inclusione, e
stata analizzata attraverso SDS Page. Come e maostrdigura 1, nel lisato
cellulare indotto € presente una banda proteica e viene riscontrata
allinterno del lisato cellulare non indotto. E tstaosservato, inoltre, che la
migliore temperatura di espressione e 28°C. Utlimo i markers molecolari
presenti su gel, e stata calcolata la massa malecdklla proteina hOCTN1, che
risulta essere 58 KDa, leggermente inferiore risp@ita massa molecolare teorica
calcolata sulla base della sequenza amminoacidicteruta in banca dati, che é
pari a 64.505 KDa. Sono state testate diverse otrazone di induttore,
variando I'lPTG da 0.1 a 1 mM, al fine di ottim&e la resa della proteina over-
espressa. L’ espressione migliore e stata ottertiltzzando come concentrazione

finale di IPTG pari a 0.4 mM.
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Figura 1: Espressione del costrutto ricombinant8EpkB-OCTNL1 inE.coli Rosetta (DE3). Le proteine sono state separate
mediante SDS-Page e colorate come descritto inrMAte metodi. Linea M, markers molecolgBigalattosidasi
(116kDa), ovoalbumina (66kDa), lattato deidrogerfadSkDa), endonucleasi di restrizione Bsp 98| (P& linee 1,2 e 3,
pellet della frazione insolubile del lisato celidg30pug), dopo 2,4 e 6 ore di induzione rispettivameittenoiti a 37°C;
linea 4, pellet della frazione insolubile del lisaellulare non indotto (3g) ottenuto a 37°C; linee 5, 6 e 7 pellet della
frazione insolubile del lisato cellulare (8@), dopo 2,4 e 6 ore di induzione rispettivamerttenuiti a 28°C; linea 8, pellet
della frazione insolubile del lisato cellulare rindotto (30pg) ottenuto a 28°C. la proteina overespressa eataldalla
freccia.
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Successivamente, per incrementare la resa deltaipap sono state trasformate
cellule diE.coli RosettaGami2 (DE3) con il costrutto pH6EX3-hOCTMNa.resa
proteica di questo ultimo ceppo cellulare, cometrats in figura 2, € piu alta
rispetto al primo. La migliore espressione, anchguesto caso, € stata ottenuta
alla temperatura di 28°C ed aumenta con il passelreempo. Il miglior tempo di
espressione si ha dopo sei ore dall’aggiunta &8I3. Mediante densiometria é
stato calcolato che la proteina di interesse ragmta circa il 40% delle proteine
totali. La massa molecolare del trasportatore egpresso, calcolata in base
all'SDS Page, risulta essere piu bassa rispetigeagteorica, calcolata sulla base

della sequenza amminoacidica.
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Figura 2. Espressione del costrutto pH6EX3-hOCTiNE. coli RosettaGami2(DE3). Le proteine sono state separate
mediante SDS-Page e colorate come descritto inrMhte metodi. Linea M, markers molecolari comectéti in figura
1; linee 1, 2, 3 e 4 pellet della frazione insdlloiel riusato cellulare indotto (30-p@) dopo 1, 2, 4 e 6 ore dopo
l'induzione della sintesi proteica rispettivamergttenute a 28°C; linea 5, pellet della frazioreoiobile del lisato
cellulare non indotto (5Qg) ottenuto a 28°C. La proteina over-espressaieatalda una freccia.

64



3.2 Solubilizzazione e purificazione del traspddee

over-espresso hOCTNI1.

Nello studio delle proteine di membrana uno debpmi da affrontare riguarda
la loro scarsa solubilita in soluzioni acquose.sbtubilita di hOCTN1, espresso
in batteri, & stata testata utilizzando detergemi diverse proprieta. La frazione
insolubile del lisato cellulare indotto e statdtata con detergenti quali: Triton X-
100, GoEg dodecilmaltoside, deossicolato, Sarkosyl, e SD&ti T detergenti
sopra elencati sono stati utilizzati ad una conmegiine del 3% (Figura 3).
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Figura 3 Solubilizzazione del trasportatore ovgrresso hOCTNL. ). Le proteine sono state separadiéamte SDS-Page e
colorate come descritto in Materiali e metodi. laié, markers molecolari come descritti in figurdidea 1-8 proteina
(20-50pg) corrispondente alla linea 4 della figura 2, bdimzata con Triton X-100, C12E8, n-dodeib-maltoside,
deossicolato, Sarkosyl, SDS al 3%, SDS allo 0.584k&Syl,

La sospensione, ottenuta dopo il trattamento coni atptergente, € stata
centrifugata ed in seguito analizzata mediante 8B&e. La figura 3 mostra che,
tra tutti i detergenti utilizzati, solo il Sarkosy I'SDS solubilizzano il

trasportatore. Tali detergenti sono stati utilizzanche, a concentrazioni piu
basse ed in seguito a cio e stato visto che il&gtlallo 0.8% e I' SDS allo 0.5%
solubilizzavano la proteina. Una purificazione paez della proteina é stata

oftenuta trattando con Triton X100 al 3% la fragdnsolubile del lisato cellulare
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indotto. La sospensione e stata centrifugata pdlliét trattato con deossicolato al
3%. Cio ha portato ad una arricchimento nella nagiproteica del trasportatore
hOCTNL, rispetto alle proteine totali, come mostnag¢lla linea 2 di figura 4. La
purificazione totale del trasportatore si € avuai@nte cromatografia per affinita
utilizzando una resina contenente Nichel. La fragiansolubile, contenente la
proteina di interesse arricchita, € stata trattata un tampone contenente Urea
3M e Sarkosyl allo 0.8%. La proteina cosi solubdia € stata caricata su una
colonna cromatografia contenente la resina al NicRer rimuovere tutte le
proteine di origine batterica e stato effettuato lamaggio con un tampone
contenente Tris/Cl 20 mM pH 8, Triton X-100 0.1 B@Cl 200 mM. La proteina
hOCTNL1 é stata, quindi, eluita con un tampone cwrite Imidazolo 50 mM.

Come mostrato in figura 4(A) la proteina purificaiaulta essere una banda

singola su gel di poliacrilammide.

A m 1 2 3 B 1 2 3
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Figura 4 Purificazione del trasportatore over-espphOCTNL. Le proteine sono state separate medsd$-Page e
colorate come descritto in Materiali e metodi. (49ea M, markers molecolari come descritti in figdr, linea 1, proteina
solubilizzata (4Qug) corrispondente alla proteina della linea 4 diéjjara 2; linea 2, proteina della linea 1 dopcaiggio
con Triton X-100 al 3% e deossicolato al 3% \@f; linea 3, frazione numero 44 derivante dalla@tografia di affinita
dopo precipitazione in acetone ({1§). (B) Immunodecorazione DAB utilizzando un antmmanti-His (1:1000) su
membrana PVDF dopo western blotting dello stess@ge

| tamponi, utilizzati nei diversi passaggi dellarificazione, contengono 2-

mercaptoetanolo alla concentrazione di 50 mM. Les@nza di questo agente
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riducente € giustificata dalla precedente osseowazi della non corretta
migrazione su gel di poliacrilammide del traspanmat over-espresso. Cio &
probabilmente dovuto alla presenza, all'interndadséquenza amminoacidica, di

residui di cisteina nello stato ossidato.
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Figura 5. Influenza del 2-mercaptoetanolo sulisaelettroforetica della proteina hOCTN1 purifecdt sample buffer
non contiene DTE. La proteina purificata hOCTNL1 (i € stato caricato su gel in assenza (lineaih)peesenza di
mercaptoetanolo 1 mM (linea 2) 10 mM (linea 3) 5@ ffinea 4) 100 mM (linea 5) e 1M (linea 6). Il gebktato colorato

come descritto in Materiali e metodi. Linea M, merkmolecolari come descritto in figura 1.

Come mostrato in figura 5, in presenza di baseacentrazioni di 2-
mercaptoetanolo la massa molecolare di hOCTN1ipatif € di circa 40 kDa. La
colorazione della proteina, inoltre, € molto debote presenza di basse
concentrazioni di mercaptoetanolo o in totale assenido € dovuto al fatto che,
probabilmente in seguito alla formazione di ponsiotfuro, si vengono a creare
aggregati molecolari molto grandi che non entrdiimtgrno delle maglie del gel
di poliacrilammide. In presenza di 2-mercaptoetantd massa molecolare
apparente di hOCTNL1 e uguale a quella osservaafigare 1, 2 e 3. Utilizzando
alte concentrazioni di 2-mercaptoetanolo, inveae, nhassa molecolare del
trasportatore risulta essere circa 61.7 kDa, vdleggermente piu basso rispetto

alla massa molecolare teorica della proteina. @uasggerisce che, in condizioni
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riducenti deboli, la proteina pud formare pontiatfisgro che influenzano la

mobilita elettroforetica, nonostante la presenBS1eS (Figura 6).
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Figura 6 Modello topologico di OCTN1, con 12 elidhensmembrana. Il modello & stato costruito usanstftware di
predizione TM-PRED (output format: min 21, max 23hodificato considerando criteri stabiliti perctarustruzione di
modelli di proteine trasmembrana. (Lee 2003). Isteime sono indicate dai cerchi.

Per confermare che la proteina purificata € il goakatore hOCTN1, é stato
utilizzata la tecnica del Western Blotting, facen@agire un anticorpo diretto
contro la coda di poli-istidina inserita dal vetali espressione. Come &€ mostrato
in figura 4B l'anticorpo riconosce sia una bandat@ica corrispondente alla
proteina overespressa nella frazione insolubilelidato cellulare indotto, sia la
proteina parzialmente purificata, nonche la pr@ejurificata. La proteina
hOCTNL1, dopo purificazione, risulta essere arrizci3i.3 volte in piu rispetto al

lisato cellulare e la sua resa e di 2.5-4 mg digina purificata per litro di coltura.
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Come detto in precedenza, l'over-epressione irebgiermette di ottenere grandi
quantita di proteina utile per studi di tipo stanitle. Per questo motivo e stato
messo a punto un protocollo di purificazione sgdascala utilizzando detergenti
non ionici particolarmente indicati per gli studristallografici di proteine.
Attualmente sono stati ottenuti 2 mg di proteina pairezza superiore al 97 %,
che é stata inviata al Biochemie-Zentrum dell’ ensita di Heidelberg con il

quale siamo in collaborazione per gli studi stmatiiu
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3.3 Over-espressione in E.coli del costrutto GST-

hOCTNZ2.

Il cDNA relativo alla proteina hOCTN2 di 1674bpstato isolato dal’RNA totale
di fibroblasti cutanei umani e, quindi, amplificatoediante PCR utilizzando
primer costruiti secondo la sequenza di hOCTN2eaaurth in banca dati.

Dopo averne verificato la correttezza della seqagemzcDNA isolato € stato
clonato all’interno di diversi vettori di espress® quali il pET-28 a(+), il
PMWTY7, il pHEEX3 e il pET-22b(+). | vettori ricombanti elencati sono stati
utilizzati per trasformare diversi ceppi dE. coli come il ceppo
Rosetta(DE3)pLysS, il ceppo RosettaGami2(DE3)pLys8eppo C41(DE3), il
ceppo C43(DE3) ed il ceppo BL21(DE3). E stato, niefi utilizzato anche il
vettore di espressione pGEX-4T1, che permettediingento a monte del gene di
interesse della Glutatione-S-Transferasi (GST)p atopo di aumentare la
solubilita della proteina over- espressa e di esgglizzato nella purificazione in
condizioni non denaturanti usando come resina tzga glutatione.

Il costrutto € stato utilizzato per trasformarefatiénti ceppi diE. coliin diverse
condizioni di espressione. La proteina over-espresisttavia, € stata sempre
identificata nella frazione insolubile del lisatellalare. Tale risultato ha impedito
I'utilizzo di detergenti non denaturanti nella dalizzazione della proteina di
interesse rendendo impossibile la purificazioneleaesina agarosio- glutatione.
Per questo motivo, il cDNA codificante per la pineehOCTNZ2, e stato clonato
all'interno del vettore di espressione pET-4la(lkg permette I'inserimento di
una coda di poli-istidina, tra la proteina di itese e GST, utile alla purificazione

del trasportatore over-espresso in condizioni deaati. |l costrutto pET41a(+)-
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hOCTN2, e stato, dunque, utilizzato per trasformdreceppo batterico
Rosetta(DE3)pLysS.

Per ottimizzare I'espressione della proteina deresse, sono state variate sia la
temperatura che il tempo di induzione, ottenendonimliore espressione
mantenendo le cellule in coltura a 28°C, inducebespressione con IPTG 0.4
mM ed addizionando il mezzo di coltura con sorbitéM e betaina 2.5 mM.
Questa strategia ha permesso di creare uno shoubtios alla cellula ospite con

conseguente over- espressione del trasportatord NOGST (Figura 7).

M 1 2 3 4

Figura 7 Espressione del costrutto pET41a(+)-hOCIiNR coli Rosetta (DE3). Le proteine sono state separatéanted

SDS-Page e colorate come descritto in Materialegodi. Linea M, markers molecolari come descrittigura 1; linea 1

lisato cellulare non indotto (3@y); linee 2-4, pellet della frazione insolubile dshto cellulare (3qug) dopo 2, 4 e 6 ore
dall'induzione rispettivamente.

3.4 Purificazione della proteina over-espressa GST-

hOCTNZ2

La proteina over-espressa GST-hOCTN2 e stata diakzdih, come nel caso del

trasportatore  hOCTN1, con il detergente denaturarBarkosyl, alla
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concentrazione 0.8%, poiché non solubile in detargen ionici come Triton X-
100 e GEs.

Il lisato cellulare (Figura 7 linea 1) é stato, dua, trattato con un tampone
contenente Urea 3 M, 0.8% Sarkosyl, 8 mM DTE. lgu#e a centrifugazione per
5 minuti a 6000 g, la proteina presente nella fiagisolubile & stata caricata sulla
colonna cromatografia al Nichel. Ques’ultima éataticcessivamente, lavata con
10 ml di un tampone contenente Tris/HCI 20 mM pH8&&ton X-100 0.1%,
NaCl 200 mM e DTE 5mM e poi altri 5 ml dello stesampone addizionato di
Imidazolo 10 mM per rimuovere le proteine battegidventualmente legate in
maniera aspecifica alla colonna.

L’eluizione della proteina GST-hOCTN2 e stata aftencon lo stesso tampone di
quello usato in precedenza, in cui & stato aggiumiolazolo 50 mM. Come
mostrato in Figura 8 la proteina e stata completaen@urificata dal resto del

pattern proteico e risulta essere arricchita cl@aolte rispetto al lisato cellulare.

M 1 2 3 4 5
116~ -
60 s -
s

45w S——
35-'._

Figura 8 Purificazione e taglio mediante trombiehabstrutto GST-hOCTNZ2. Le proteine sono stataisgp mediante
SDS-Page e colorate come descritto in Materialetodi. Linea M, markers molecolari come descrittiigura 1; linea 1,
proteina di fusione purificata (1@); linee 2-4, protena corrispondente alla linekpo incubazione 1, 3 e 4 ore con
trombina, rispettivamente. Linea 5, InmunodeconmaiDAB utilizzando un anticorpo anti-His (1:1000)reembrana
PVDF dopo western blotting del campione della likea
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3.5 Trattamento con la trombina e separazione di

hOCTN2

La proteina purificata, & stata incubata con lanbima al fine di separare la
proteina di interesse, hOCTN2 dalla proteina didius GST, essendo presente
una sequenza riconosciuta da tale enzima tra lseljgenze proteiche.

E stato ottimizzato il tempo di reazione per ottenka completa separazione e,
come € possibile osservare nella figura 8, lat&rm dopo 4 ore di incubazione a
25°C con 0.1 U di trombina.

La frazione digerita con la trombina € stata, ssse@amente, sottoposta a
cromatografia per esclusione molecolare e, cometratos nella figura 9,
completamente separata da GST. Al termine dell@eglara di purificazione,

sono stati ottenuti 0.2 mg di proteina purificaga |itro di coltura cellulare.

M 1 2

116>

66 >

45 m
35,

25m

Figura 9 Purificazione della proteina over-esprég3&TN2. Le proteine sono state separate medideFage e colorate
come descritto in Materiali e metodi. Linea M, maskmolecolari come descritti in figura 1; lineaBQCTNZ2; linea 2,
GST.
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3.6 Over-espressione e purificazione di

hOCTN2(R2K)

Allo scopo di over- esprimere il trasportatore hOZ] senza la proteina di
fusione GST, é stata utilizzata un’altra stratelggesata sulla conoscenza della
frequenza di utilizzo di determinati codoni B coli rispetto a quello degli
organismi eucariotici. Nel caso specifico é stambiato il secondo codone del
cDNA codificante per hOCTN2 (il wild-type CGG coa tripletta AAA). Tale
cambiamento ha condotto ad una sostituzione coaipeavdell’ amminoacido
arginina in lisina; si tratta, infatti, di una mat@ne che non produce variazioni
nel rapporto struttura/ funzione.

Il cDNA di hOCTN2 é stato, successivamente, cloratinterno del vettore di
espressione pET-21a(+). Il plasmide ricombinantenotto € stato utilizzato per
trasformare cellule diE.coli Rosetta(DE3)pLysS, con conseguente over-
espressione della proteina di interesse. La miglmmdizione di espressione si
riscontra, come evidenziato in figura 10, dopo é dr induzione della sintesi

proteica, con IPTG 0.1 mM alla temperatura di 28°C.
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Figura 10 Espressione del costrutto ricombinanfB2d&(+)-hOCTNZ2 irE.coli Rosetta (DE3)pLysS. Le proteine sono
state separate mediante SDS-Page e colorate catrtiein Materiali e metodi. Linea M, markers moblari come
descritti in figura 1; linea 1, lisato cellularemimdotto (30ug), linee 2-4, pellet della frazione insolubile (3§) dopo 1, 2,
e 4 ore dopo l'induzione della sintesi proteicaettivamente.

Anche in questo caso, tuttavia, la proteina ovepressa € presente nella frazione
insolubile del lisato indotto. La strategia diificazione utilizzata nel caso di tale
trasportatore €, pressoché, identica a quella megamto per il costrutto GST-
hOCTN2. Le differenze sperimentali riguardano, @palmente, I'utilizzo di un
pH differente dei tamponi (pH 8.0 anziché pH 8.5yala concentrazione di
imidazolo nel tampone di eluizione (100 mM anzi&émM).

Come mostrato nella figura 11, la massa molecaaparente del trasportatore
purificato risulta essere 54 kDa, coincidente dgreso molecolare della proteina
ottenuta dal costrutto GST-hOCTN2, in seguito asligne enzimatica.

La presenza di hOCTN2 all'interno del lisato celhgl indotto & stata verificata
anche mediante immunodecorazione, utilizzando urtapo diretto contro la

coda di poli-istidina (figura 11).
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Figura 11 Purificazione della proteina hOCTN2(R2Kg proteine sono state separate mediante SDSePegjerate
come descritto in Materiali e metodi. (A) Linea Markers molecolari come descritti in figura 1; &rfe lisato cellulare
non indotto (3Qug); linea 2, pellet della frazione insolubile dsbko cellulare (3Qug) corrispondente la linea 4 della figura
10; linea 3, hOCTNZ2 purificata (). (B) Immunodecorazione DAB utilizzando un aotjmw anti-His (1:1000) su
membrana PVDF dopo western blotting dei campioltédieee 1-3.

La resa totale della proteina purificata in que&stso risulta essere 3.5 mg per litro

di coltura cellulare.
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4. Conclusioni



In questo lavoro di tesi sono state messe a puuatd tdcniche per I' over-
espressione in batteri di proteine umane di menabpéasmatica.

A partire dal cDNA di hOCTN1, isolato da fibroblasmani, sono stati costruiti
due diversi vettori di espressione ricombinantiaeptoteina codificata & stata
espressa in due diversi ceppi Bi coli. Il ceppo batterico Rosetta(DE3) é
particolarmente utile per I'espressione di proteumeane, in quanto contiene
tRNA specifici per codoni umani che sono normalregoiesenti a livelli molto
bassi IinE. coliwild-type. Il primo risultato, ottenuto con il costto PET-28a (+)-
hOCTNL1, non é stato soddisfacente. Cio puo essmreta, tra altri fattori, alla
eccessiva lunghezza della porzione N-terminaleadetbteina. Per questo motivo,
e stato utilizzato un diverso plasmide (pH6EX3) tleepermesso di ridurre la
lunghezza della porzione N-terminale, pur consetwala coda di poli-istidina
utile per la purificazione. Il pH6EX3-hOCTN1 ha persso di ottenere una
considerevole quantita di proteina espressa, lessini SDS-Page come una banda
netta. L'efficienza di over-espressione € aumentdtariormente, utilizzando un
diverso ceppo cellulare diE.coli, chiamato RosettaGami2(DE3)pLysS,
caratterizzato da una ridotta proteolisi intradidgmatica e particolarmente
consigliato per l'espressione di proteine che edbno la formazione di ponti
disolfuro per il corretto ripiegamento.

Questa caratteristica potrebbe essere utile peprissione ed il folding di
hOCTNL1, in quanto questo trasportatore contieresidlui di Cys, alcuni dei quali
possono essere coinvolti nella formazione di pdntilisolfuro. L' efficienza di
espressione cioe, la quantita di OCTN1 espresgetts alle proteine totali, €
risultata essere piu alta in cellule indotte a ddemperatura. La sintesi piu lenta
delle proteine, probabilmente, riduce la potenzitdssicita dell’espressione

eterologa di proteine idrofobiche all'interno deatteri. La massa molecolare
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apparente della proteina over-espressa € risuitsdéare leggermente inferiore
rispetto alla massa teorica molecolare della pnateicombinante, calcolata sulla
base della composizione amminoacidica. Questaegiaoza pud essere dovuta
alla elevata idrofobicita della proteina espressapetto alle proteine marker
molecolari, che ne influenza la migrazione. Indedtura sono presenti alcuni casi
di proteine di membrana espresse in batteri chadhamidenziato una migrazione
su gel piu veloce rispetto al normale (Tate etG3 Tate et al 1998, Wuu et al
2008, Keller et al 2008, Rath et al 2009). Inolteeproteina contiene tre residui
Cys in porzioni presumibilmente transmembrana, digiequali possono trovarsi
nelle immediate vicinanze sulla base del modellpokagico previsto per la
proteina in esame, ottenuto mediante l'analisi @ebfilo idropatico (Fig.
6). Questi residui di Cys sono abbastanza vicimi fpemare ponti disolfuro in
condizioni lievemente riducenti, contribuendo altaduzione della massa
molecolare apparente della proteina (Fig. 5). Qugato anche influenzare il
legame dell’ SDS alla proteina e, quindi, la sugraiione (Rath et al 2009). La
proteina over-espressa € stata ritrovata nellaiofmaz insolubile del lisato
cellulare, per cui e risultato molto importanteiroizzare la condizione di
solubilizzazione per eseguire le successive fapudficazione. Per solubilizzare
la proteina di membrana over-espressa, sono stditzzati diversi tipi di
detergenti, non-ionici e ionici forti. Purtroppogdeétergenti non ionici hanno dato
un'efficienza di solubilizzazione molto bassa peOCINL. Questo era
prevedibile, poiché i corpi di inclusione, in c@ proteina & contenuta, sono
spesso insolubili in detergenti non ionici (Baneak2007). Una condizione di
solubilizzazione é stata ottenuta utilizzando Ssyk®,8%, concentrazione che
puo essere tollerata dalla colonna cromatografi¢dichel. L'aggiunta di urea al

buffer di solubilizzazione, come precedentemenseidiko per le altre proteine di
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membrana (Rogl et al 1998), ha permesso di sahzibile in modo efficiente le
proteine da cromatografare sulla colonna al NicHefrasportatore hOCTN1 é
stato eluito in grande quantita con un tampone es@ite Triton X-100 e
imidazolo. E interessante notare che la proteieaante nel lisato cellulare non &
solubile in Triton X-100, mentre la proteina pwita diviene solubile in tale
detergente. Cio suggerisce la possibilita di uzipd ripiegamento della proteina
dopo denaturazione con urea e Sarkosyl e succdssitzadiluizione su colonna
degli agenti denaturanti. La purificazione di hOQTh una forma solubile
permettera in futuro di effettuare studi di tipouiurale. Inoltre, la disponibilita
del trasportatore hOCTNL1 in forma pura consentiractdarire le proprieta
funzionali dopo ricostituzione in liposomi. In ségusono stati ottenuti 2 mg di
proteina con purezza superiore al 97 %, inviatiBadchemie-Zentrum dell’
universita di Heidelberg con il quale siamo in abbrazione per gli studi
strutturali.

Per quanto riguarda il trasportatore hOCTN2, easititizzata la stessa procedura
ottimizzata per hOCTN1. Questa procedura, purtroppo ha portato a risultati.
Pertanto, sono stati utilizzati numerosi plasmidiieersi ceppi diE. coli per il
clonaggio e l'espressione di hOCTN2, ma senza alsunocesso. L’unica
condizione in cui il trasportatore € over-esprassisi ha inserendo la proteina di
fusione GST a monte della sequenza codificante E@CTN2. Il costrutto
proteico GST-nOCTN2 ottenuto si sarebbe potutozatite per la purificazione
con resina agarosio-glutatione, utilizzando un gmolio di purificazione in
condizioni native. Tuttavia, il costrutto GST-hOCZN stato recuperato nella
frazione insolubile del lisato cellulare solubibdile solo con detergenti ionici

denaturanti. La proteina ricombinante, pertanton poteva essere purificata
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mediante tale procedura, in quanto anche la ptifusione GST sarebbe stata
in forma denaturata e non avrebbe legato la colonna

Poiché l'introduzione della GST si e rivelata upkr I'espressione di hOCTN2, e
stato disegnato un secondo costrutto che, olteeG8BT, contiene anche una coda
di 6 His, utile per purificare la proteina in ustato denaturatdl costrutto over-
espresso € stato, in seguito, purificato anchemndizioni denaturanti usando una
resina cromatografia al Nichel. La proteina ovesressa € stata purificata con
successo e trattata con trombina per idrolizzaegame fra hOCTN2 e GST. Per
separare le due proteine € stata eseguita una twogm@aBa per esclusione
molecolare.

Il trasportatore over-espresso presente nel lisaltulare batterico, anche in
questo caso, e risultato essere insolubile in detér ionici ma, dopo
purificazione e diventato solubile in Triton X-10Qio e probabilmente dovuto al
ripiegamento della proteina, come descritto in @denza per la purificazione di
hOCTNL. La resa complessiva di questa procedutat& 8assa, probabilmente a
causa delle numerose fasi di purificazione necesgar ottenere hOCTN2. Una
strategia completamente diversa e stata utilizpataottimizzare |I' espressione
della proteina senza tag. E noto, statisticamecite, E. coli utilizza codoni
selezionati nella seconda posizione del DNA codifte (Niimura et al 2003).
Partendo da questa osservazione abbiamo progétamntazione del cDNA di
OCTN2 sostituendo il secondo codone CGG con umdetta, piu frequente in
seconda posizione nei geniHdi coli. Il codone scelto per questo scopo € stato
AAA, che porta ad una sostituzione conservativa sefondo aminoacido di
OCTN2 (Arg-Lys). Il cDNA mutato € stato over-esgesnE. coli Rosetta (DE3)
pLysS. La proteina ottenuta €& stata purificataiaztindo la stessa procedura

descritta per il costrutto GST-hOCTNZ2. Il rendin®nin questo caso, e stato



maggiore rispetto a quello ottenuto per il costruBST-hOCTN2 e hOCTN2

purificato e diventato solubile in Triton-X100.
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The hOCTN1 amplified from skin fibroblast RNA was cloned in pET-28a(+) or in pH6EX3 plasmid. The
encoded recombinant hOCTN1 resulted in a 6-His tagged fusion protein with a 34 or 21 amino acid extra
N-terminal sequence in the pET-28a(+)-hOCTN1 or in the pH6EX3-hOCTN1 constructs, respectively. Both
constructs were used to express the hOCTN1 in Escherichia coli Rosetta(DE3)pLysS. The best over-expres-
sion was obtained with the pH6EX3-hOCTN1 after 6 h of induction with IPTG at 28 °C. The expressed pro-

Keywords: tein with an apparent molecular mass of 54 kDa, was collected in the insoluble fraction of the cell lysate.
(EJ.C;IE.] Further improvement was obtained using the E. coli RosettaGami2(DE3)pLysS strain to express the pro-
Over-expression tein encoded by pH6EX3-hOCTN1. After 6 h of induction with IPTG at 28 °C, hOCTN1 accounted for 30% of
Purification the total protein in the insoluble pellet. This protein fraction was washed with Triton X-100 and deoxy-
cholate, solubilized with a buffer containing 0.8% Sarkosyl, 3 M urea and applied to a Ni?*-chelating chro-
matography column. The homogeneously purified hOCTN1 was eluted with a buffer containing 50 mM
imidazole, 0.1% Triton X-100 and 50 mM 2-mercaptoethanol. A yield of about 3 mg purified protein

per liter of cell culture was obtained.
© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
Introduction each other. The main functional properties of the OCTN1 trans-

Genes coding for membrane proteins represent about one
fourth of the protein coding regions of sequenced genomes [1].
Membrane transporters are included in this class of proteins since
all of them possess variable number of hydrophobic membrane
spanning domains. Transporters are involved in nutrient uptake,
elimination of metabolites and regulation of the homeostasis of
several compounds which are essential for the life of cells and of
whole organisms; thus, defects of the function of transporters are
involved in human pathologies [2-7]. The molecular studies of
transport systems are hampered by their insolubility in water
and are particularly difficult in the case of higher eukaryote trans-
porters which cannot be easily over-expressed in bacteria. These
problems limit both the studies of the functional properties of
transporters and the determination of the tertiary structures.
Among the transporters which share importance in the cell metab-
olism and involvement in human pathology there is OCTN1
(SLC22A4). Defects of this transporter are associated with the Cro-
hn disease [8]. This transporter belongs to the OCTN protein sub-
family which includes three members, namely OCTN1, OCTN2
and OCTN3 [9]. These proteins share more than 66% identity with

* Corresponding author. Fax: +39 0984 492911.
E-mail address: indiveri@unical.it (C. Indiveri).

1046-5928/$ - see front matter © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.pep.2009.06.015

porter have been studied in intact oocytes or HEK293 cell systems,
expressing the transporter in minute amount. In these systems it
was found that OCTN1 catalyzed a pH dependent transport of tet-
raethylammonium (TEA)!. The transport was electroneutral and
presumably driven by a counterflux of protons which balanced
the positive charge of TEA [10]. The transport activity of OCTN1
was inhibited by several pharmacological compounds like cimeti-
dine, quinine, verapamil and others [11]. More recently it was
found that the main physiological substrate of OCTN1 is ergothio-
neine, which is transported in a sodium dependent mode [12]. In
contrast, other authors showed that OCTN1 transported carnitine
and was localized in the inner mitochondrial membrane [13]. Thus,
some properties concerning the function and the biogenesis of this
transporter are still controversial. So far, no examples of strategies
of large scale over-expression and/or purification of the proteins
belonging to the OCTN subfamily have been reported. In this paper
the over-expression in Escherichia coli and the large scale purifica-
tion to homogeneity of the human OCTN1 protein are described.
This strategy represents the starting point for structural studies
and for further functional characterization of the transporter.

1 Abbreviation used: TEA, tetraethylammonium.
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Materials and methods
Materials

All chemicals and the Anti-His antibody (“Monoclonal Anti-
polyHistidine-Peroxidase antibody produced in mouse” A7058)
were from Sigma-Aldrich, if not otherwise specified. pET-28a(+)
plasmid, E. coli Rosetta(DE3) and RosettaGami2(DE3)pLysS strains
were purchased from Novagen. Restriction endonucleases, other
cloning reagents and prestained molecular mass standard proteins
were purchased from Fermentas. pH6EX3 was kindly provided by
Prof. M. Barile.

Cloning of cDNA coding for hOCTN1

Total RNA was isolated from primary human fibroblasts and re-
verse-transcribed. The 1656 bp cDNA corresponding to the encod-
ing sequence for hOCTN1 (GenBank NM_003059) was amplified
using the forward and reverse primers 5-ATGCGGGACTACGAC-
GAGGTGATCG-3' and 5-TCAGAATGCAGTTATTAGAACCTTG-3/,
respectively. The amplified cDNA sequence was verified. Sequenc-
ing was performed three times by ABI 310 automated sequencer
Applied Biosystems.

The full length cDNA coding for hOCTN1 was amplified using
the forward and reverse primers 5-GCGGATCCATGCGGGACTAC-
GACGA-3' and 5'-AAATAAGAATGCGGCCGCTCAGAATGCAGTTATT-
3/, containing the BamHI and Notl sites, respectively and cloned
in the BamHI/Notl sites of the pET-28a(+) expression vector. The
resulting recombinant plasmid, defined as pET-28a(+)-hOCTN1,
encoded a fusion protein corresponding to the hOCTN1 carrying
the extra N-terminal sequence MGSSHHHHHHSSGLVPRGS
HMASMTGGQQMGRGS. Alternatively, the full length cDNA coding
for hOCTN1 was amplified using the forward and reverse primers
5'- CCGGAATTCCATGCGGGACTACGACGAGGT-3' and 5'-CCGCTC-
GAGTCAGAATGCAGTTATTAGAAC-3' containing the EcoRI and Xhol
sites, respectively and cloned in the EcoRI/Xhol sites of the pH6EX3
expression vector. The resulting recombinant plasmid, defined as
pH6EX3-hOCTN1, encodes a fusion protein corresponding to the
hOCTN1 carrying the extra N-terminal sequence MSPIHH
HHHHLVPRGSEASNS.

Expression of recombinant hOCTN1 protein in E. coli

To obtain the recombinant hOCTN1 protein, the expression host
E. coli Rosetta(DE3) pLysS was transformed with the pET-28a(+)-
hOCTNT1 plasmid by calcium chloride treatment. Selection of trans-
formed colonies was performed on LB-agar plates containing
30 pg/mL kanamycin and 34 pg/mL chloramphenicol. Cells carry-
ing the recombinant plasmid were inoculated in 100 mL of LB med-
ium (1% Bacto peptone, 0.5% Bacto yeast extract, 1% NaCl, pH 7.0)
supplemented with 30 pg/mL kanamycin and 34 pg/mL chloram-
phenicol, and cultured overnight at 37 °C with rotary shaking
(~200 rpm). Fifty milliliters portion of the cell culture was trans-
ferred to 0.5 L of fresh LB medium supplemented with 30 pg/mL
kanamycin and 34 pg/mL chloramphenicol and in the middle of
the logarithmic phase (0.5-0.7 O.D. at 600 nm wavelength),
0.4 mM IPTG (except when differently specified) was added to in-
duce the expression of the recombinant protein. Alternatively, the
expression host E. coli Rosetta(DE3) pLysS or E. coli RosettaGam-
i2(DE3) pLysS was transformed with the pH6EX3-hOCTN1 plasmid
by calcium chloride treatment. Selection of transformed colonies
was performed on LB-agar plates containing 100 pg/mL ampicillin
and 34 pg/mL chloramphenicol and, only in the case of E. coli
RosettaGami2(DE3) pLysS, 12.5 ng/mL tetracycline. Cells carrying
the recombinant plasmid were inoculated in 100 mL of LB medium

(1% Bacto peptone, 0.5% Bacto yeast extract, 1% NaCl, pH 7.0) sup-
plemented with 100 pg/mL ampicillin and 34 pg/mL chloramphen-
icol (and, in the case of E. coli RosettaGami2(DE3)pLysS, 12.5 pg/mL
tetracycline), and cultured overnight at 37 °C with rotary shaking
(~200 rpm). Fifty milliliters portion of the cell culture was trans-
ferred to 0.5 L of fresh LB medium supplemented with 100 pg/mL
ampicillin and 34 pg/mL chloramphenicol (and, in the case of
E. coli Rosettagami2(DE3) pLysS, 12.5 pg/mL tetracycline) and, in
the middle of the logarithmic phase, 0.4 mM IPTG (except when
differently specified) was added to induce the expression of the re-
combinant protein. In all the cases, after the induction two por-
tions of 0.25L each of cells were grown at 28 and 37 °C,
respectively. Every 2 h, fractions of 50 mL were harvested by cen-
trifugation at 3000g for 10 min at 4 °C and the pellet stored at
—20 °C. The bacterial pellet (about 0.4 g wet weight) was thawed
on ice for 15 min and resuspended in 5 mL 50 mM Hepes/Tris pH
7.5 supplemented with 20 puL of protease inhibitor cocktail
(P8849, Sigma-Aldrich) and 0.5 mM PMSF. Cells were disrupted
by mild sonication at 4 °C (10 min in pulses of 1 s sonication, 1s
intermission). The soluble and the insoluble cell fractions were
separated by centrifugation of the cell lysate at 12,000g for
30 min at 4 °C. The protein patterns of the cell lysate fractions were
analyzed by SDS-PAGE.

Purification of recombinant hOCTN1

The insoluble fraction obtained as described above, was washed
twice with 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 3% Triton X-100 and centrifuged
at 12,000g for 10 min at 4 °C; the pellet was resuspended with
50 mM Tris/HCI pH 7.5, 3% deoxycholate and centrifuged again at
12,000g for 10 min at 4 °C. The resulting pellet was washed with
100 mM Tris/HCl pH 8.0 and centrifuged at 12,000g for 10 min at
4 °C. The resulting pellet was solubilized with a buffer containing
3 M urea, 0.8% Sarkosyl, 200 mM NacCl, 10 mM Tris/HCI pH 8.0 for
5 min at 25 °C and centrifuged at 12,000g for 10 min at 4 °C. One
milliliters of the supernatant was applied onto a column filled with
His-select Ni-Chelating affinity gel (0.5 cm diameter, 3 cm height)
pre-conditioned with 10 mL of a buffer containing 0.1% Sarkosyl,
200 mM NacCl, 10 mM Tris/HCI pH 8.0. The elution was performed
with 25 mL of a buffer containing 0.1% Triton X-100, 200 mM Na(l,
10 mM Tris/HCI pH 8.0, 50 mM 2-mercaptoethanol and then 6 mL
of the same buffer containing 10 mM imidazole and then 6 mL of
the same buffer containing 50 mM imidazole. Forty eight fractions
of 1 mL were collected. The purified protein was eluted in the frac-
tions 43-45.

Other methods

Protein concentration was measured by the method of Lowry,
modified for the presence of detergents [14]. Proteins were sepa-
rated by SDS-PAGE on 12% polyacrylamide gels performed accord-
ing to Laemmli [15], using the Hoefer SE260 mini-vertical unit and
stained by Coomassie-brilliant blue.

Quantitative evaluation of Coomassie-stained protein bands
was carried out using the Chemidoc imaging system equipped with
Quantity One software (Bio-Rad). The theoretical molecular mass
of protein was determined by the pl/pMW tool at the web site
http://www.expasy.org.

Results

The 1656 bp hOCTN1 cDNA was amplified from total human
skin fibroblast RNA using forward and reverse primers constructed
on the 5’ and 3’ ends of the hOCTN1 cDNA (GenBank NM_003059).
The amplified cDNA showed an electrophoretic mobility on aga-
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rose gel corresponding to about 1700 bp, very close to its theoret-
ical size. Upon sequencing, no mutations were found in the cDNA
as compared to the deposited hOCTN1 sequence (not shown). To
determine whether hOCTN1 could be expressed in E. coli, different
vectors and host bacterial strains were used and the experimental
conditions were varied. The isolated cDNA was amplified with for-
ward and reverse primers containing the restriction sites Bam HI at
5" and Not I at 3’ (see Materials and methods) for inserting it in the
pET-28a(+) vector which has been previously used for the expres-
sion of membrane proteins [16]. The recombinant pET-28a(+)-
hOCTN1 plasmid, encoding hOCTN1 fused with the 34 amino acid
extra N-terminal sequence MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMAS
MTGGQQMGRGS, containing a 6-His tag, was used for heterolo-
gous expression of the protein in the E. coli Rosetta(DE3)pLysS
strain. To optimize the expression of hOCTN1, the time after induc-
tion by IPTG and the growth temperature were varied. The cell ly-
sates obtained under the different conditions were separated in the
soluble and the insoluble fractions by centrifugation. The insoluble
fractions (inclusion bodies) were analyzed by SDS-PAGE. The pres-
ence of a diffused spot was observed in the fraction collected from
the IPTG induced cells which was absent in the uninduced cell ly-
sates (not shown). The presence of a non homogeneous protein
spot suggested us to change the experimental conditions. Thus,
hOCTN1 was cloned in the pH6EX3 vector which carries the coding
sequence for a 6-His tag at the N-terminal end of the protein. The
cDNA was amplified using forward and reverse primers carrying
the restriction sites Eco RI and Xho I, respectively (see Materials
and methods). The recombinant pH6EX3-hOCTN1 plasmid en-
coded hOCTN1 fused with the extra N-terminal 21 amino acid se-
quence MSPIHHHHHHLVPRGSEASNS. This construct was used for
heterologous expression of the protein in the E. coli Rosetta(DE3)-
pLysS strain. Also in this case the time and temperature depen-
dence was investigated in the attempt to improve the protein
expression. The insoluble inclusion body fractions of cell lysates
were analyzed by SDS-PAGE. As shown by Fig. 1, the presence of
a heavily stained protein band was observed after induction by
IPTG, which was absent in the uninduced control, without IPTG
induction. The amount of protein increased with the time up to
6 h of induction at both the temperatures of growth. After this time
no further increase of expression was observed (not shown). The
best enrichment of the expressed protein with respect to the
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Fig. 1. Expression of recombinant pH6EX3-hOCTN1 in E. coli Rosetta(DE3). Proteins
were separated by SDS-PAGE and stained as described in Materials and methods.
Lane M: molecular mass markers: B-galactosidase (116 kDa), BSA (66 kDa),
ovalbumin (45 kDa), lactate dehydrogenase (35 kDa), restriction endonuclease Bsp
98I (25 kDa); lanes 1, 2 and 3: pellets of the insoluble fraction of cell lysate (30 ng),
after 2, 4 and 6 h of IPTG-induction, respectively obtained at 37 °C; lane 4: pellet of
the insoluble fraction of uninduced cell lysate (30 pg) obtained at 37 °C; lanes 5, 6
and 7: pellets of insoluble fraction of cell lysate (30 pg), after 2, 4 and 6 h of IPTG-
induction, respectively obtained at 28 °C; lane 8: pellet of the insoluble fraction of
uninduced cell lysate (30 pug) obtained at 28 °C. The over-expressed protein is
indicated by the arrow.

bacterial ones was obtained at 28 °C. The apparent molecular mass
was determined on the basis of the molecular mass of marker pro-
teins (Fig. 1 lane M). Its value was 54 kDa, lower than the molecu-
lar mass of hOCTN1, 64.505 kDa calculated on the basis of the
amino acid composition (see Materials and methods). The over-ex-
pressed protein could be identified as hOCTN1 (see Fig. 4). To opti-
mize the expression of hOCTN1 in E. coli Rosetta (DE3)pLysS
transfected with the pH6EX3-hOCTN1 construct, the IPTG concen-
tration was varied from 0.1 to 1 mM. The best level of expression
was obtained at 0.4 mM. At 1 mM a reduction of expressed protein
amount with respect to the bacterial proteins was observed; no
improvement of expression was obtained by decreasing the
growth temperature (not shown). To further improve the expres-
sion of the hOCTN1 protein, the E. coli RosettaGami2(DE3)pLysS
strain was transformed with the pH6EX3-hOCTN1 recombinant
plasmid. As shown by Fig. 2, the amount of expressed protein
was higher than in the preparation obtained with E. coli Rosetta
(DE3)pLysS. The expression as in the other cases was better at
28 °C than at 37 °C (not shown). The expressed protein after 6 h
induction accounted for about 30% of the total proteins, as deter-
mined by densitometry (see Table 1). The apparent molecular mass
calculated from the SDS-PAGE was the same of that calculated in
the case of expression in E. coli Rosetta (DE3)pLysS strain.

Solubilization and purification of the expressed hOCTN1

A main challenge of the membrane protein handling is their
very low solubility in aqueous solutions. The solubility of the ex-
pressed hOCTN1 has been tested using detergents with different
properties. The insoluble cell fractions from lysates were treated
with Triton X-100, C1,Eg dodecylmaltoside, deoxycholate, Sarko-
syl, and SDS. All the detergents were used at a concentration of
3%. The suspensions obtained after treatment of the expressed pro-
tein (insoluble fraction from the cell lysates) with each of the
detergents were centrifuged and the protein patterns of the super-
natants analyzed by SDS-PAGE. Fig. 3 shows that, among the deter-
gent tested, only Sarkosyl and SDS (Fig. 3, lanes 5 and 6) were
effective in solubilizing the expressed protein, which was present
in the lanes 5 and 6 at the apparent molecular mass of 54 kDa.
These detergents were also tested at lower concentrations. It was
found that the minimal concentrations of Sarkosyl and SDS which
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Fig. 2. Expression of recombinant pH6EX3-hOCTN1 in E. coli RosettaGami2(DE3).
Proteins were separated by SDS-PAGE and stained as described in Materials and
methods. Lane M: molecular mass markers as in Fig. 1; lanes 1, 2, 3 and 4: pellets of
the insoluble fraction of cell lysate (30-50 pg), after 1, 2, 4 and 6 h of IPTG-
induction, respectively obtained at 28 °C; lane 5: pellet of the insoluble fraction of
uninduced cell lysate (50 pg) obtained at 28 °C. The over-expressed protein is
indicated by the arrow.
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Table 1

Purification of the OCTN1 protein. The specific concentration of OCTN1 in the various
fractions was determined by quantitative evaluation of the Coomassie-stained
protein bands using the Chemidoc imaging system equipped with Quantity One
software (Bio-Rad). The indicated fractions corresponded to the cell lysate, the cell
lysate after treatment with Triton X-100 and deoxycholate and the fraction 44 of the
purification procedure (see also Fig. 4).

Fraction Total protein Spec. OCTN1 Purification Total OCTN1 Yield (%)
(ng) amount (fold) amount (pg)
(% purity)
Lysate 400 30 1.0 120 100
Detergent 190 45 1.5 86 72
treat.
Ni?* chelating 52 100 33 52 43

Seventy milligrams of wet weight cells were used in this preparation.
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Fig. 3. Solubilization of the expressed hOCTN1. Proteins were separated by SDS-
PAGE and stained as described in Materials and methods. Lane M: molecular mass
markers as in Fig. 1; lanes 1-8: over-expressed hOCTN1, corresponding to the
protein of lane 4 of Fig. 2, solubilized with 3% of Triton X-100, C;,Eg, n-dodecyl-B-b-
maltoside, deoxycholate, Sarkosyl, SDS, 0.5% SDS, 0.8% Sarkosyl, respectively (20—
50 pg of total protein).

were still effective in solubilizing the expressed protein were 0.8%
and 0.5% respectively (Fig. 3, lanes 7 and 8). To purify the protein,
the different solubility of hOCTN1 in detergents have been
exploited to partially enrich the over-expressed protein. The insol-
uble cell fraction was treated with 3% Triton X-100. The suspension
was centrifuged and the pellet was treated with 3% deoxycholate.
In the resulting pellet (Fig. 4A, lane 2), the expressed hOCTN1
was enriched with respect to the pellet of the cell lysate (Fig. 4
A, lane 1), i.e,, several bacterial proteins were removed by the
pre-treatment with Triton X-100 and deoxycholate. The over-ex-
pressed protein accounted in the treated fraction (Fig. 4A, lane 2)
for about 45% of the total proteins (Table 1). The final purification
step was then performed using a Ni%*-chelating chromatography
column. The enriched protein pellet (Fig. 4A lane 2) was solubilized
with a buffer containing 0.8% Sarkosyl, 3 M urea (see Materials and
methods). The solubilized protein was loaded onto the column.
After washing with a buffer containing 20 mM Tris/Cl pH 8.0,
0.1%Triton X-100, 200 mM Nacl, virtually all the proteins of bacte-
rial origin were removed. Then the hOCTN1 was eluted with the
same buffer added with 50 mM imidazole; it resulted as a single
protein band on SDS-PAGE (Fig. 4, lane 3). All the buffers used in
the various purification passages contained 50 mM 2-mercap-
toethanol. The presence of SH reducing reagent was justified by
the observation that the migration of the protein, i.e., the apparent
molecular mass, was affected by the redox state of the Cys resi-
dues. As shown in Fig. 5, in the absence of 2-mercaptoethanol or
in the presence of low concentration, the apparent molecular mass
was about 40 kDa. The staining of the protein was weakened in the
absence or at very low concentration of 2-mercaptoethanol; this

may indicate that a fraction of the protein did not enter the gel
probably due to the formation of large molecular mass aggregates
caused by disulfide cross-linking. In the presence of 50 or 100 mM
2-mercaptoethanol, the apparent molecular mass was higher,
corresponding to that observed under the conditions of Figs. 1-3.
Indeed, similar results were obtained using, instead of 2-mercap-
toethanol, 50 or 100 mM DTE, which was present in the sample
buffers of the Figs. 1-4. At high 2-mercaptoethanol concentration
the apparent molecular mass of the OCTN1 was 61.7 kDa, slightly
lower with respect to the theoretical mass of the protein. This
strongly suggested that, under mild reducing conditions, the pro-
tein formed S-S bridge(s) which influenced the electrophoretic
mobility, also in the presence of SDS. To confirm that the purified
protein corresponded to the over-expressed hOCTN1, it was de-
tected using an anti-His antibody. As shown in Fig. 4 B, a specific
immunodetection of a protein band with the apparent molecular
mass corresponding to that of the over-expressed protein was
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Fig. 4. Purification of the expressed hOCTN1. Proteins were separated by SDS-PAGE
and stained as described in Materials and methods. (A) Lane M: molecular mass
markers as in Fig. 1. Lane 1: solubilized protein (40 ng), corresponding to the
protein of lane 4 of Fig. 2; lane 2: protein of lane 1 after washing with 3% Triton X-
100 and 3% deoxycolate (25 ng); lane 3: protein fraction 44 from the Ni-chelating
chromatography column after acetone precipitation (15 pg). (B) 3,3'-diaminobenzi-
dine immunodetection by anti-His antiserum (1:1000) of PVDF membrane after
Western blotting of the same gel of (A).
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Fig. 5. Influence of 2-mercaptoethanol on the migration of the OCTN1 protein on
SDS-PAGE. The sample buffer contained 2-mercaptoethanol rather than DTE. The
purified OCTN1 (10 pg) was applied on the gel, without heating, in absence (lane 1)
or in the presence of 1 mM (lane 2) 10 mM (lane 3) 50 mM (lane 4) 100 mM (lane 5)
and 1M (lane 6) 2-mercaptoethanol added to the sample buffer. The gel was
stained as described in Materials and methods. (A) Lane M: molecular mass markers
as in Fig. 1.
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observed in the insoluble cell lysate fraction, in the partially puri-
fied and in the homogeneously purified fraction. The hOCTN1 in
the purified fraction was enriched about 3.3 folds with respect to
the cell lysate (Table 1). The yield after this procedure was 2.5-
4 mg of purified protein per liter of cell culture (3.5 g of wet weight
cells) in the different preparations.

Discussion

This paper deals with the successful over-expression of the hu-
man OCTN1 transport protein in bacteria. Starting from the cDNA
of hOCTN1, which was isolated from human fibroblasts, two differ-
ent recombinant expression vectors have been constructed and the
encoded proteins were expressed in E. coli Rosetta(DE3). This bac-
terial strain is particularly useful for the expression of human pro-
teins since it contains plasmids encoding tRNAs specific for human
codons which are normally at very low level in wild-type E. coli.
The first result obtained using the pET-28a(+)-hOCTN1 plasmid
was not promising. This may be due, among other unknown fac-
tors, to the longer N-terminal extension of the protein. Thus, a dif-
ferent plasmid (pH6EX3) was used which allowed to reduce the
length of the N-terminal extension, still conserving the His tag
which would be useful for purification purpose. The pH6EX3-
hOCTN1, allowed to obtain a considerable amount of expressed
protein which appeared, this time, as a sharp band on SDS-PAGE.
The efficiency of over-expression was still increased using a differ-
ent cell strain, E. coli RosettaGami2(DE3)pLysS, which is character-
ized by a reduced proteolysis and is recommended for expression
of proteins which require disulfide bond formation for proper fold-
ing. This feature might be useful for hOCTN1, which contains 7 Cys,

219

some of which may be involved in disulfide formation. The
efficiency of expression, i.e., the fraction of OCTN1 with respect
to the total proteins was higher when cells were induced at lower
temperature. Probably, the slower protein synthesis at 28 °C re-
duced the potential toxicity of the heterologous and hydrophobic
protein towards the bacteria.

The apparent molecular mass of the over-expressed protein was
slightly lower than the theoretical molecular mass of the recombi-
nant protein calculated on the basis of the amino acid composition.
This discrepancy is due to the much higher hydrophobicity of the
expressed protein with respect to the marker proteins, which influ-
ence the migration of the protein. Indeed, faster migration was
found in the case of several over-expressed membrane proteins
[17-21]. In addition, the protein contains three Cys residues in
the membrane embedded moiety; two of these residues can come
in close vicinity, on the basis of the predicted topology model of
the protein obtained by the hydropathy analysis (Fig. 6). These
Cys residues are close enough to form disulfides under mild reduc-
ing conditions, contributing to the lowering of the apparent molec-
ular mass of the protein (Fig. 5). Under non-reducing conditions,
probably, more intramolecular disulfides are formed. This may also
influence the binding of the SDS to the protein and, hence, its
migration [21].

Since the protein was collected in the insoluble cell fraction, it
was very important to optimize the condition for solubilization
to perform the subsequent steps of purification. To solubilize
membrane proteins several types of detergents are normally used,
which range from non-ionic to strong ionic detergents. Unfortu-
nately, non-ionic detergents had very low efficiency in solubilizing
the hOCTN1. This was expected, since inclusion bodies are often
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Fig. 6. Topology of OCTN1 with 12 transmembrane o-helices. The model was constructed using the TM-PRED prediction software (output format: min 21, max 23) and
modified considering the established criteria for the construction of topology model of transmembrane proteins [24]. Cysteine residues are indicated by circles.
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insoluble in non-ionic detergents [22]. A milder solubilization con-
dition for further manipulation of the protein was obtained using
0.8% Sarkosyl which is better tolerated by the Ni%*-chelating sup-
ports than SDS. The addition of 3 M urea to the solubilization buf-
fer, as previously described for other membrane proteins [23],
allowed to efficiently bind the protein to Ni**-chelating column,
from which hOCTN1 was specifically eluted in large scale with Tri-
ton X-100 and imidazole. Interestingly, the protein which was not
soluble before the purification procedure, was then solubilized in
0.1% Triton X-100. This suggested the occurrence of refolding pro-
cess after the denaturation by urea and Sarkosyl and the subse-
quent slow dilution of the denaturing agents, on column. The
purification of hOCTN1 in a folded soluble form will allow struc-
tural studies. In addition, the availability of the purified hOCTN1
will also allow to define its functional properties, upon reconstitu-
tion in phospholipid bilayers.
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Abstract

The OCTN2 cDNA amplified from human skin fibroblast was cloned in pET-41a(+) carrying the
glutathione S-transferase (GST) gene. The construct pET-41a(+)-hOCTN2 was used to express the
GST-hOCTNZ2 fusion protein in E. coli Rosetta(DE3)pLysS. The best over-expression was obtained
after 6 h of induction with IPTG at 28°C. The GST-hOCTN2 polypeptide was collected in the
insoluble fraction of the cell lysate and showed an apparent molecular mass on SDS-PAGE of 85
kDa. After solubilization with a buffer containing 0.8 % Sarkosyl and 3 M urea the fusion protein
was applied onto a Ni**-chelating chromatography column. The purified GST-hOCTN2 was treated
with thrombin and the hOCTN2 was separated from the GST by size exclusion chromatography.
After the whole procedure a yield of about 0.2 mg purified protein per litre of cell culture was
obtained. To improve the protein yield, hOCTN2 cDNA was subjected to codon bias. The second
codon CGG was substituted with AAA; the substitution led to the mutation R2K in the hOCTN2
protein. hOCTN2(R2K) cDNA was cloned in pET-21a(+) carrying a C-terminal 6His tag. The
resulting protein was expressed in E. coli Rosetta(DE3)pLysS and purified by Ni**-chelating
chromatography. A yield of about 3.5 mg purified protein per litre of cell culture was obtained with
this procedure.

1. Introduction

Membrane proteins represent a significant fraction of proteomes of all organisms (1). Among the
membrane proteins, transporters play essential roles in living organisms since they are involved in
nutrient uptake, elimination of catabolites and regulation of the homeostasis of several cofactors and
metabolites. That transport systems are essential for life is demonstrated by the occurrence of severe
pathologies, which are caused by defects of transporter coding genes (2-7). The chemico-physical

properties of membrane proteins, like insolubility in water and propensity to aggregate, make them
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difficult to handle. These properties limit both functional and structural studies of transporters and,
in general, of membrane proteins. One of the main challenge of the study of membrane proteins
from mammals, is the difficulty in heterologous expression. This problem is more evident in
bacterial hosts which, indeed, are the most suitable to obtain large scale preparations of proteins for
structural studies (8). Recently, the over-expression in E. coli of the human OCTNL1 transporter was
obtained (9) with a yield of 3 mg purified protein per litre of cell culture. This transporter belongs to
a small protein subfamily whose members, OCTN1, OCTN2 and OCTN3 have been identified only
in higher mammals (10); OCTN3 has still not been identified in H. sapiens. The OCTN2 member of
the subfamily is the most widely characterized at the functional level. After studies in brush-border
vesicles (11), this transport system has been cloned and functionally characterized in intact cell
systems expressing the transport protein in minute amount (10, 12). It catalyses a sodium-dependent
carnitine transport which is inhibited by acylcarnitines, betaine, choline and tetraethylammonium.
The carnitine OCTNZ2 transporter extracted from rat kidney has also been studied in
proteoliposomes, in which the functional aspects found in cells have been confirmed and novel
properties have been revealed (13). Using SH specific chemical reagents in the reconstituted
system, it has been found that the OCTNZ2 transporter possesses extra cytoplasmic Cys residues.
One or more of these residues represent the target of omeprazole which inactivates the transporter;
this finding explains some of the side effects of the drug (14). OCTN2 is widely expressed in
several tissues and, hence, it is involved in the regulation of the homeostasis of carnitine in
mammals. Defects of the OCTN2 gene have been reported to be the cause of primary carnitine
deficiency, a syndrome characterized by several symptoms including cardiomyopathy, progressive
muscle weakness and non ketotic hypoglycemia (3). It is of great interest to obtain the over-
expression of the human orthologue of OCTN2 and its large scale purification to allow structural

studies and further functional analysis of the protein to define its role in metabolism and



relationships with pathologies. To express the transport protein in large scale, different strategies
were employed, which are described in this work.

2. Materials and Methods

2.1. Materials.

All chemicals, HIS-Select® Nickel Affinity Gel (P6611) and the Anti-His antibody (*Monoclonal
Anti-polyHistidine-Peroxidase antibody produced in mouse™ A7058) were from Sigma—Aldrich,
PET vectors, E. coli Rosetta(DE3) and RosettaGami2(DE3)pLysS and other strains from Novagen,
E. coli C41(DE3), C43(DE3), BL21(DE3) from Lucigen, restriction endonucleases, other cloning
reagents from Fermentas, Profinity IMAC resin Ni**charged resin from BioRad.

2.2. Cloning of cDNA coding for hOCTN2.

Total RNA was isolated from primary human fibroblasts and reverse-transcribed. The 1674 bp
cDNA corresponding to the encoding sequence for hOCTN2 (GenBank NM_003060) was
amplified using the forward and reverse primers 5'- ATGCGGGACTACGACGAGGTGACCG-3'
and 5- TTAGAAGGCTGTGCTTTTAAGGATT-3', respectively. The amplified cDNA sequence
was verified. Sequencing was performed three times by ABI 310 automated sequencer Applied
Biosystems. The full length cDNA coding for hOCTN2 was amplified using the forward and
reverse primers 5- GCGGATCCATGCGGGACTACGACGAG-3'and 5'-
CCCAAGCTTTTAGAAGGCTGTGCTTTT-3', containing the BamHI and Hindll1 sites,
respectively and cloned in the BamHI/HindlIl11 sites of the pET-41a(+) expression vector. The
resulting recombinant plasmid, defined as pET-41a(+)-hOCTN2, encoded a fusion protein
corresponding to the hOCTNZ2 carrying the extra N-terminal sequence containing the GST tag, 6His
tag and a S tag.

2.3. Expression of recombinant GST-hOCTN2 protein in E. coli and purification.



To obtain the recombinant hOCTNZ2 protein, the expression host E. coli Rosetta(DE3)pLysS was
transformed with the pET-41a(+)-hOCTN2 construct by calcium chloride treatment. Selection of
transformed colonies was performed on LB-agar plates containing 30 pg/mL kanamycin and 34
pg/mL chloramphenicol. Cells carrying the recombinant plasmid were inoculated in 100 mL of 2x
YT medium (1.6% Bacto peptone, 1% Bacto yeast extract, 0.5% NaCl, pH 7.0) supplemented with
30 pg/mL kanamycin and 34 pg/mL chloramphenicol, 1M sorbitol, 2.5 mM betaine and cultured
overnight at 37 °C with rotary shaking (~ 200 rpm). 50 mL aliquot of the cell culture was
transferred to 0.5 L of fresh 2x YT medium supplemented with 30 pg/mL kanamycin and 34 pg/mL
chloramphenicol, 1M sorbitol, 2.5 mM betaine and in the middle of the logarithmic phase (0.5-0.7
O.D. at 600 nm wavelenght), 0.4 mM IPTG was added to induce the expression of the recombinant
protein and the temperature was lowered to 28 °C. In all the cases, after the induction two aliquots
of 0.25 L each of cells were grown at 28 °C and 37 °C, respectively. Every two hours, fractions of
50 ml were harvested by centrifugation at 3,000g for 10 min at 4 °C and the pellet stored at -20 °C.
The bacterial pellet (about 0.4 g wet weight) was thawed on ice for 15 min and resuspended in 5 mL
20 mM Hepes/Tris pH 7.5 supplemented with 20 pL of protease inhibitor cocktail (P8849, Sigma—
Aldrich) and 0.5mM PMSF. Cells were disrupted by mild sonication at 4 °C (10 min in pulses of 1 s
sonication, 1 s intermission). The soluble and the insoluble cell fractions were separated by
centrifugation of the cell lysate at 12,0009 for 30 min at 4 °C. The protein patterns of the cell lysate
fractions were analyzed by SDS-PAGE. The insoluble fraction obtained as described above, was
incubated for 15 min at 20 °C and 1000 rpm in Eppendorf thermomixer in 100 mM DTE and then
solubilized with a buffer containing 3 M urea, 0.8 % Sarkosyl, 200 mM NaCl, 10% glycerol, 10
mM Tris/HCI pH 8.0 and centrifuged at 12,000 g for 10 min at 4 °C. The resulting supernatant was
applied onto a column filled with Profinity IMAC Ni?*charged resin (0.5 cm diameter, 2.5 cm

height) pre-conditioned with 5 ml of a buffer containing 0.1 % Sarkosyl, 200 mM NacCl, 10%



glycerol, 10 mM Tris/HCI pH 8.4. The elution was performed with 3 ml of a buffer containing 0.1
% Triton X-100, 200 mM NacCl, 10% glycerol, 5 mM DTE, 10 mM Tris/HCI pH 8.4 and then 3 ml
of the same buffer containing 50 mM imidazole. 12 fractions of 1 ml were collected. The purified
protein was eluted in the fraction 10. 1 ml of 10™ fraction containing about 120 pg of the purified
hOCTN2-GST protein was incubated with 0.1 U thrombin at 25°C for 4 h at 1000 rpm in
Eppendorf thermomixer.

2.4. Expression of recombinant hOCTN2(R2K) protein in E. coli and purification.

To clone the full length hOCTN2 cDNA in the Ndel/Xhol sites of the pET-21a(+) expression
vector, the Ndel restriction site of hOCTNZ2 at 1159 position we firstly removed by site-directed
mutagenesis using the following forward and reverse primers 5°-
TTGAAGTCCCAGCATACGTGTTGGCCT-3’, 5’- AGGCCAACACGTATGCTGGGACTTCAA-
3’, respectively which do not carry any amino acid mutation. Then, the cDNA was amplified with
the forward and reverse primers 5-GGGAATTCCATATGAAAGACTACGACGAGGTG-3'and 5'-
CCGCTCGAGGAAGGCTGTGCTTTTAAGGAT-3', containing the Ndel and Xhol respectively.
The resulting recombinant construct, pET-21a(+)-hOCTN2(R2K), encoded a fusion protein
corresponding to the hOCTNZ2 carrying the mutation R2K and the extra C-terminal sequence 6-His
tag. To obtain the recombinant hOCTN2 protein, the expression host E. coli Rosetta(DE3)pLysS
was transformed with the pET-21a(+)-hOCTN2(R2K) plasmid by calcium chloride treatment.
Selection of transformed colonies was performed on LB-agar plates containing 100 pg/mL
ampicillin and 34 pg/mL chloramphenicol. Cells carrying the recombinant plasmid were inoculated
in 100 mL of 2x YT medium (1.6% Bacto peptone, 1% Bacto yeast extract, 0.5% NaCl, pH 7.0)
supplemented with 100 pg/mL ampicillin and 34 pug/mL chloramphenicol, and cultured overnight at
37 °C with rotary shaking (~ 200 rpm). 50 mL aliquot of the cell culture was transferred to 0.5 L of

fresh 2x YT medium supplemented with 100 pg/mL ampicillin and 34 pg/mL chloramphenicol and
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in the middle of the logarithmic phase (0.5-0.7 O.D. at 600 nm wavelenght), 0.1 mM IPTG was
added to induce the expression of the recombinant protein and the temperature was lowered to
28°C. Every two hours, fractions of 50 ml were harvested by centrifugation at 3,000g for 10 min at
4°C and the pellet stored at -20 °C. The bacterial pellet (about 0.4 g wet weight) was thawed on ice
for 15 min and resuspended in 5 mL 20 mM Hepes/Tris pH 7.5 supplemented with 20 pL of
protease inhibitor cocktail (P8849, Sigma—Aldrich) and 0.5mM PMSF. Cells were disrupted by
mild sonication at 4 °C (10 min in pulses of 1 s sonication, 1 s intermission). The soluble and the
insoluble cell fractions were separated by centrifugation of the cell lysate at 12,000g for 30 min at 4
°C. The protein patterns of the cell lysate fractions were analyzed by SDS-PAGE. The insoluble
fraction obtained as described above, was incubated for 15 min at 20 °C and 1000 rpm in Eppendorf
thermomixer with 100 mM DTE and then solubilized with a buffer containing 3 M urea, 0.8 %
Sarkosyl, 200 mM NaCl, 10 % glycerol, 10 mM Tris/HCI pH 8.0. The sample was centrifuged at
12,000 g for 10 min at 4 °C. The resulting supernatant was applied onto a column filled with His-
select Ni**-chelating affinity gel (0.5 cm diameter, 2.5 cm height) pre-conditioned with 5 ml of a
buffer containing 0.1 % Sarkosyl, 200 mM NaCl, 10% glycerol, 10 mM Tris/HCI pH 8.0. The
elution was performed with 3 ml of a buffer containing 0.1 % Triton X-100, 200 mM NaCl, 10%
glycerol, 5 mM DTE, 10 mM Tris/HCI pH 8.0, then 3 ml containing 100 mM imidazole of the same
buffer. 15 fractions of 1 ml were collected. The purified protein was eluted in the fraction 14.

2.5. Other methods.

Protein concentration was measured by the method of Lowry, modified for the presence of
detergents (16). Proteins were separated by SDS-PAGE on 12% polyacrylamide gels performed
according to Laemmli (17), using the Hoefer SE260 mini-vertical unit and stained by Coomassie-
brilliant blue. Quantitative evaluation of Coomassie-stained protein bands was carried out using the

Chemidoc imaging system equipped with Quantity One software (Bio-Rad).



3. Results.

3.1. Expression of the GST-hOCTN2 construct.

The 1674 bp hOCTN2 cDNA was amplified from total human skin fibroblast RNA using forward
and reverse primers constructed on the 5' and 3' ends of the hOCTN2 cDNA (GenBank
NM_003060). The amplified cDNA showed an electrophoretic mobility on agarose gel
corresponding to about 1700 bp, very close to its theoretical size. Upon sequencing, no mutations
were found in the cDNA as compared to the deposited hOCTN2 sequence (not shown). To
determine whether hOCTNZ2 could be expressed in E. coli, different vectors and host bacterial
strains were used and the experimental conditions were varied. The isolated cDNA was amplified
and cloned in the vectors pET-28a(+), pMWT7, pH6EX3 and pET-22b(+). However, the
recombinant plasmids containing the hOCTNZ2 did not lead to any detectable expression of the
protein in the E. coli strains: Rosetta(DE3)pLysS, RosettaGami2(DE3)pLysS, C41(DE3),
C43(DE3) and BL21(DE3). Thus, a different strategy was employed. The hOCTN2 was inserted in
the pGEX-4T1 plasmid carrying the glutathione S-transferase (GST) gene to obtain a construct
GST-hOCTN2 with improved solubility which could be purified under native condition on
glutathione-agarose affinity resin. The recombinant plasmid was expressed in E. coli Rosetta(DE3).
The cell lysates obtained under different conditions were separated in the soluble and the insoluble
fractions by centrifugation. However, the presence of an expression product analyzed on SDS-
PAGE, was observed only in the insoluble fractions (not shown). The protein in the insoluble state
needed to be solubilized with denaturing detergents such as Sarkosyl or SDS which would denature
also the GST tag impeding the purification. Thus, a similar strategy was adopted using the pET-
41a(+) vector which allowed us to insert also a 6His tag between the GST and hOCTN2 to perform
the purification on Ni?*-chelating resin under denaturing conditions (9). The construct pET-41a(+)-

GST-hOCTN2 was used to transform Rosetta(DE3)pLysS strain. To optimize the expression of



GST-hOCTNZ2, the time after induction by IPTG and the growth temperature were varied. The cell
lysates obtained under the different conditions were separated in the soluble and the insoluble
fractions by centrifugation. On SDS-PAGE, A heavily stained protein band was observed after
induction by IPTG, in the insoluble fraction (inclusion bodies) which was absent in the uninduced
lysate (Fig. 1). The amount of protein increased with the time up to 6 h of induction. The best
enrichment of the expressed protein with respect to the bacterial ones was obtained at 28 °C and 0.4
mM IPTG after 6 h; no further increase of expression was observed at longer times of induction
(not shown). The apparent molecular mass was 85 kDa, lower than the theoretical molecular mass
of the construct GST-hOCTNZ2, 95043 Da calculated on the basis of the amino acid composition
(see section 2.5). The over-expressed protein was identified as GST-hOCTN2 (see Fig. 2 lane 5).
3.2. Purification of the expressed GST-hOCTNZ2.

The GST-hOCTNZ2 expressed protein was solubilized with Sarkosyl as previously done for
hOCTNL1 (9). The minimal concentration of Sarkosyl which was still effective in solubilizing the
expressed protein was 0.8 %. Whereas the protein was not soluble in non ionic detergents like
Triton X-100 and Cy,Eg (not shown). The protein pellet (Fig. 1 lane 4) was solubilized with a buffer
containing 0.8 % Sarkosyl, 3 M urea, 8 MM DTE (see Materials and Methods). The solubilized
protein was loaded onto a Ni**-chelating column. After washing with a buffer containing 20 mM
Tris/HCI pH 8.5, 0.1 %Triton X-100, 200 mM NaCl, 5 mM DTE virtually all the proteins of
bacterial origin were removed. Then the GST-hOCTN2 was eluted with the same buffer added with
50 mM imidazole; it resulted as a single protein band on SDS-PAGE (Fig. 2, lane 1), which was
identified by immunodecoration with anti-His antibody (Fig. 2, lane 5). The GST-hOCTN2 in the
purified fraction was enriched about 10 folds with respect to the cell lysate.

3.3. Thrombin treatment and separation of hOCTN2.



The purified GST-hOCTNZ2 fusion protein was subjected to thrombin treatment. The time of
digestion was optimized to obtain the complete cleavage of the fusion protein. As shown in Fig. 2,
after 3 h most of the OCTNZ2 had been cleaved and after 4 h the cleavage was complete (Fig. 2 lane
4). To separate the OCTN2 protein from the GSH polypeptide the cleaved fraction was applied on a
size exclusion chromatography resin. As shown in Fig. 3 the two proteins were separated by this
procedure. After the entire procedure the yield of purified OCTN2 was 0.2 mg per litre of cell

culture (3.5 g of wet weight cells).

3.4. Expression and purification of hOCTN2(R2K).

To express the hOCTN2 without GST tag, a different strategy was employed. It was known that the
codon usage of E. coli is different from eukaryotic organisms (18). In particular, we have optimized
the second codon of the OCTN2 cDNA according to the most frequently occurring in E. coli genes.
The best compromise between a second codon frequently used by E. coli and the consequent amino
acid mutation was the substitution of the second codon of WT hOCTNZ2, CGG with AAA. By this
substitution the second amino acid was conservatively changed from Arg to Lys, which should not
lead to structure/function variation of the protein. The 1674 bp hOCTN2(R2K) cDNA was
amplified and cloned in the vector pET-21a(+) which inserted a 6His tag at the C-terminus of the
protein. The recombinant plasmid was expressed in E. coli Rosetta(DE3)pLysS. The cell lysates
obtained under different conditions were separated in the soluble and the insoluble fractions by
centrifugation. An heavy stained protein band on SDS-PAGE, was observed in the insoluble
fractions from IPTG induced cells, which was not present in non induced cell lysate (Fig. 4). The
best condition for expression was obtained after 4 h induction with 0.1 mM IPTG at 28°C. The
increase of IPTG to 0.4 or 1 mM and the increase of temperature led to reduction of expression (not

shown). The protein was solubilized from the insoluble fraction with Sarkosyl and Urea essentially
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as previously done for the GST-hOCTNZ2 construct, with the exception that the pH of the buffers
was pH 8.0. The solubilized protein was then purified on Ni?*-chelating with a procedure similar to
that used for the GST-hOCTN2 construct, except that 100 mM imidazole was used instead of 50
mM to achieve the elution of the protein. As shown in Fig. 5 the apparent molecular mass of the
purified protein was 54 kDa i.e., coincident with that of the protein obtained with the GST-
hOCTN2 construct after thrombin digestion. The hOCTN2 was identified by immunodecoration
with anti-His antibody both in the insoluble cell lysate and in the purified fraction. The protein yield
after the purification procedure was about 3.5 mg per liter of cell culture (3.5 g of wet weight cells).
4. Discussion

The reported results represent, to our knowledge, the first report of over-expression of the human
OCTNZ2 transport protein in bacteria. To obtain this goal the procedure previously used for the over-
expression of hOCTN1 was firstly attempted. Unfortunately, this procedure revealed not suitable
for hHOCTNZ2, in spite of the high identity between the two proteins. Thus, several different plasmids
and E. coli strains for cloning and expressing the hOCTN2 were also checked, but without any
success. Only the introduction of a GST tag at the N-terminal end of the hOCTNZ2 led to expression
of the protein. The construct GST-hOCTN2 could potentially be purified using glutathione-agarose
resin. However, such procedure could be performed only with native GST. But, the over-expressed
GST-hOCTNZ2 was recovered in the insoluble cell fraction which was solubilized only by
denaturing detergents. Thus, the purification procedure with glutathione-agarose resin could not be
performed with denatured GST. However, since the introduction of GST had revealed useful for the
expression of hOCTNZ2 a second construct was assembled which, besides GST, contained also a
6His tag which would be useful to purify the protein construct starting from a denatured state. The
new construct, which was over-expressed as well, could be purified also in the denatured state using

a Ni**-chelating resin. Indeed the over-expressed GST-hOCTN2 was successfully purified and,
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then, the hOCTN2 was separated from the GST by thrombin treatment and size exclusion
chromatography. Interestingly, the hOCTNZ2, which could be solubilized only with ionic detergents
from the cell lysate, became soluble in 0.1 % Triton X-100 after purification. This was most
probably due to the refolding of the protein, as previously described for the over-expressed
hOCTNL. The overall yield of this procedure was, however, not very high. The scarce recovery was
due, among other things, to the several steps required to obtain the hOCTN2. A completely different
strategy employing codon optimization was used to obtain the over-expressed protein without any
N-terminus tags. It was known that E. coli statistically uses selected second codons (18). Starting
from this observation we designed the mutation of the hOCTN2 cDNA to substitute the second
codon CGG with a triplet which is more frequent at second position of E. coli genes. The triplet
chosen was AAA resulting in a conservative substitution of the second amino acid of
hOCTNZ2(R2K). The mutated cDNA was highly expressed by E. coli Rosetta(DE3)pLysS. The
protein was then purified using the same procedure described for the construct GST-hOCTN2. The
yield of this procedure was much higher than that obtained with the previous construct. Also in this
case the purified hOCTN2 became soluble in 0.1 % Triton X-100.
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Legends to Figures.

Fig. 1. Expression of recombinant pET-41a(+)-hOCTN2 in E. coli Rosetta(DE3). Proteins were
separated by SDS-PAGE and stained as described in Materials and Methods. Lane M: molecular
mass markers: B-galactosidase (116 kDa), BSA (66 kDa), ovalbumin (45 kDa), lactate
dehydrogenase (35 kDa), REase BSP98I (25 kDa); lane 1, uninduced cell lysate (80 ug), lanes 2-4:
pellets of the insoluble fraction of cell lysate (80 ug), after 2 h, 4 h.and 6 h of IPTG-induction,
respectively.

Fig. 2. Purification and cleavage of the GST-hOCTNZ2 fusion protein. Proteins were separated by
SDS-PAGE and stained as described in Materials and Methods. Lane M: molecular mass markers
as in Fig. 1. Lane 1: purified GST-hOCTNZ2 fusion protein (8 ug); lane 2-4: protein fractions of

lane 1 after incubation with thrombin for 1, 3 or 4 h, respectively. Lane 5 3,3'-diaminobenzidine
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immunodetection by anti-His antiserum (1:1000) of PVDF membrane after Western Blotting of the
same protein fraction of lane 1.

Fig. 3. Purification of the expressed hOCTN2. Proteins were separated by SDS-PAGE and stained
as described in Materials and Methods. Lane M: molecular mass markers as in Fig. 1. Lane 1:
hOCTN2 protein (10 ug); lane 2 GST protein.

Fig. 4. Expression of recombinant pET-21a(+)-hOCTN2(R2K) in E. coli. Rosetta (DE3)pLysS.
Proteins were separated by SDS-PAGE and stained as described in Materials and Methods. Lane M:
molecular mass markers as in Fig. 1; lane 1, uninduced cell lysate (80 ug), lanes 2-4: pellets of the
insoluble fraction of cell lysate (80 ug), after 1 h, 2 h and 4 h of IPTG-induction, respectively.

Fig. 5. Purification of the hOCTN2(R2K) protein. Proteins were separated by SDS-PAGE and
stained as described in Materials and Methods. (A) lane M: molecular mass markers: BSA (66
kDa), carbonic anhydrase (30 kDa); lane 1, uninduced cell lysate (80 ug), lanes 2: pellet of the
insoluble fraction of cell lysate (80 ug) corresponding to lane 4 of Fig. 4; lane 3, purified OCTN2 (8
MQ). (B) 3,3-diaminobenzidine immunodetection by anti-His antiserum (1:1000) of PVDF

membrane after Western Blotting of the same protein fractions of lanes 1-3.
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