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raca jest przeglagdem badan prowadzonych w Zaktadzie Badawczo-Wdro-
Pzeniowym i Inzynierii Genetycznej w Sieradzu przy wspotpracy Zaktadu
Chemii Bioorganicznej Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych
PAN w todzi i Zaktadu Immunopatotogii Panstwowego Zakitadu Higieny
w Warszawie nad otrzymaniem antygenow HIV niezbednych do skonstruowa-
nia testu diagnostycznego do wykrywania zakazenia wirusem.

1. Wstep

Do chwili uzyskania szczepionki oraz skutecznego sposobu leczenia AIDS,
dziatania profilaktyczne zapobiegajace rozprzestrzenianiu sie wirusa ludzkie-
go niedoboru immunologicznego (HIV — Human Immunodejiciency Virus)
bedg z koniecznosci ograniczaty sie do wyeliminowania przenoszenia sie wi-
rusa w placéwkach medycznych (transfuzje, przeszczepy, sztuczne zaptod-
nienie, zabiegi stomatologiczne) oraz podnoszenia oswiaty spotecznej o spo-
sobach zapobiegania zakazeniom HIV. Pozytywnym skutkiem podjetych dzia-
tan jest zmniejszenie sie dynamiki wzrostu zachorowan na AIDS zwiaszcza
w krajach Europy Zachodniej i Stanach Zjednoczonych (1).

Powszechnie stosowane metody diagnozowania zakazenia HIV opierajg sie
na wykrywaniu w surowicy swoistych przeciwcial przeciwko antygenom wi-
rusa. Do badan przesiewowych najczesciej stosowane sg testy immunoen-
zymatyczne typu ELISA. Poczatkowo do ich produkcji (pierwszy komercyjny
test zostat dopuszczony do uzycia w USA w 1985 r.) uz3Avano antygeny
wirusowe izolowane z lizatbw hodowli komdérkowych wirusa. Wadg biatek
otrzymanych z wirusa bylo zanieczyszczenie antygenami tkankowymi typu
HLA, co obnizato specyficznos¢ testu, a ponadto ich otrzymywanie wigzato
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| - sekwencje zmienne.
[C] - sekwencje konsenNatywne,
....... - silne domeny antygenowe, najczesciej rozpoznawane przez przeciwciata oséb zarazonycli,
- epitopy indukujace wylwarzanic przeciwciat neutratizujacycti wirusa,
- epitopy indukujace wytwarzanie przeciwciat uczestniczacych w ADCC,
| - epitopy przeciwko ktérym skierowana jest akty'mnos¢ cylotoksyczna limfocytéw CD8.

Rys. 1. Rozmieszczenie regionéw zmiennych i konserwatywnych oraz domen antygenowych
w sekwencji glikoproteiny gpl20 HIV-1 (BHIO) (5,7-10). Czcionkg pogrubiong zaznaczono se-
kwencje Serajg-Arg.gi, ktorg wybrano do ekspresji w E. coli.
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- silne domeny antygenowe.najczesciej rozpoznawane przez przeciwciata oséb zarazonych,

- epitopy indukujace wytwarzanie przeciwciat neutralizujacych wirusa,

epitopy indukujace wytwarzanie przeciwciat ucz£stniczacych w ADCC,
- epitopy przeciwko ktérym skierowana jest aktywnos¢ cytotoksyczna limfocytéow CD8.

Rys. 2. Rozmieszczenie domen antygenowych w obrebie sekwencji glikoproteiny gp4l HIV-1
(BHIO) (5,8,9,11-14). Czcionka pogrubiong ztiznaczono sekwencje ArgQg-Ttirgs, ktdrg wybrano do
ekspresji w E. coli.

sie z koniecznosciag pracy ze stezonymi preparatami wirusa. Obecnie w wie-
kszosci testow wykorzystywane sg fragmenty biatek strukturalnych wirusa
(regiony o silnych wiasciwosciach antygenowych), uzyskane metodg rekom-
binacji genetycznej lub syntezy chemicznej (2).

H1V charakteryzuje sie duza zmiennoscig genetyczna. Zmiennos$¢ ta moze
dotyczy¢ nawet wirusa izolowanego od tej samej zarazonej osoby w réznych
stadiach choroby (3). Epitopy biatek indukujace silng odpowiedZz immunolo-
giczng u ludzi i zwierzat laboratoryjnych pochodza zaréwno z regionéw
charakteryzujacych sie duzg zmiennoscig jak i konserwatywnych (4). Anty-
geny biatkowe HIV wywotuja u zarazonych organizméw odpowiedZz immu-
nologiczng zaréwno typu komoérkowego jak i humoralng. Zastosowanie pep-
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- regiony silnie konserwatywne dla p24 wirusa HIV-1 i p25 wirusa H1V-2 (pow. 80% homologii),
- silne domeny antygenowe, najczesciej rozpoznawane przez przeciwciata oséb zarazonych,

- epitopy przeciwko ktérym skierowana jest aktywno$¢ cytotoksyczna limfocytéw CD4,

Rys. 3. Rozmieszczenie regionéw konserwatywnych oraz domen antygenowych w sekwencji
proteiny p24 HIV-1 (BHIO) (8-10,15-18). Czcionka pogrubiong zaznaczono sekwencje Metg-
Alaiyy, ktdrg wybrano do ekspresji w E. coli.
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- silne domeny antygenowe, najczesciej rozpoznawane przez przeciwciata oséb zarazonych,
- epitopy indukujace wytwarzanie przeciwciat neutralizujacych wirusa,
- epitopy przeciwko ktorym skierowana jest aktywno$¢ cytotoksyczna limfocytéw CD8,

Rys. 4. Rozmieszczenie domen antygenowych w obrebie sekwencji proteiny pl7 H1V-1 (BHIO)
(5,8,19-21). Czcionka pogrubiong zaznaczono sekwencje ArgA-Thrgi, ktdrg wybrano do ekspresji
w £. coli.
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tydow syntetycznych i przeciwciat monoklonalnych umozliwito okreslenie,
ktore regiony biatek wirusowych indukuja poszczegdlne rodzaje odpowiedzi
immunologicznej. W puli przeciwciat anty-HIV indukowanych u os6b zara-
zonych wirusem przewazajg przeciwciata skierowane przeciwko epitopom bia-
tek strukturalnych wirusa: glikoproteinie powierzchniowej gpl20, glikopro-
teinie transbtonowej gp41, biatku wewnetrznego kapsydu p24 i zewnetrznego
kapsydu pl7. Wirusowe biatka enzymatyczne i regulatorowe z uwagi na nie-
wielkg liczbe kopii w czgsteczce wirusa indukuja znacznie stabszg odpowiedz
immunologiczng (5).

Fragmenty biatek strukturalnych wirusa stosowane do konstrukcji testow
diagnostycznych musza pochodzi¢ z konserwatywnych rejondéw sekwencji
biatek, charakteryzujgcych sie silnymi wiasciwosciami antygenowymi (indu-
kujg powstawanie przeciwcial u wiekszosci zarazonych oséb), co jest warun-
kiem wysokiej czutosci i specyficznosci testu.

Na rysunkach 1-4 przedstawiono sekwencje biatek strukturalnych HIV-1
(izolat BHIO) (6): gpl20, gp4l, p24, pl7 w ktérych na podstawie danych
literaturowych (5,7-21) zaznaczono epitopy indukujace poszczegdlne typy od-
powiedzi immunologicznej na zakazenie wirusem, a takze regiony wazne fun-
kcjonalnie oraz konsei*wat}wne i zmienne.

Wyniki eksperymentalne dotyczace otrzymi3rwania antygenéw HfV-l przed-
stawiono w odniesieniu do fragmentu glikoproteiny gpl20. Pozostale anty-
geny wirusowe zostaty otrzymane analogicznie.

2. Konstrukcja plazmidow ekspresyjnych

Sekwencje DNA kodujace wybrane epitopy biatek strukturalnych HIV
otrzymano poprzez tigacje syntetycznych otigonukleotydéw, analogicznie jak
w pracy Hrabec i wsp. (22). Fragmenty DNA zostaty zsyntetyzowane w Za-
ktadzie Chemii Bioorganicznej, Centmm Badan Molekularnych i Makromole-
kularnych PAN w todzi. Geny wirusowe wklonowano w wektor ekspresyjny
pWR450, kodujacy N-koncowy fragnrent p-galaktozydazy E. coli (23). Produ-
ktem ekspresji powstatych plazmidow byly biatka fu!rjne skladajgce sie
z fragmentu p-galaktozydazy i peptydéw wirusowych (rys. 5).

Otrzymano wektory plazmidowe:

1. pW120 — koduje biatko fuzyjne sktadajace sie z 529 aminokwasow,
zawierajgce fragment SerAig-Argagi glikoproteiny gpl20 HIV-1 (BHIO) (24).

2. pWw4l1 — koduje biatko fuzyjne skladajgce sie z 488 aminokwasow,
zawierajgce fragment Arggg-ThrgA glikoproteiny gp41l HIV-1 (BHIO) (25).

3. pWw24 — koduje biatko fuzyjne skladajace sie z 531 aminokwaséw,
zawierajgce fragment Meteg-Alauj proteiny p24 HIV-1 (BHIO) (25).

4., pW17 — koduje biatko fuzyjne skiadajgce sie z 549 aminokwaséw,
zawierajgce fragment ArgA-Thrgi proteiny pl7 HIV-1 (BHIO) (25).

Wymienionymi plazmidami transformowano bakterie Escherichia coli K12
(26). Najlepsza wydajnos¢ ekspresji uzyskano stosujac linie MM294 (27).
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Rys. 5. Konstrukcja wektora pw120.

3. Warunki hodowli bakterii

Bakterie E. coli K12 MM294, zawierajace wektory ekspresyjne, hodowano
w pozywce wg Tartofa i Hobbsa (28) zawierajgcej ampicyline w stezeniu
100 pg/mL. Hodowle przeprowadzano w kolbach stozkowych o pojemnosci
1 L zawierajgcych 200 mL pozywki. Do zaszczepienia hodowli stosowano po
0,2 mL inoculum na kolbe. Namnazanie bakterii prowadzono na wstrzasarce
rotacyjnej w 37°C w ciggu 12-14 godzin.

Wydajnos¢ hodowli bakterii zawierajagcych plazmidy pwW120, pw41, pw24
i pW17, mierzona na poczatku fazy stacjonarnej, byta podobna i wynosita
ok. 12 g wilgotnej masy bakterii z 1 L hodowli.

Na podstawie pomiaru stezenia biatka catkowitego w lizatach bakteryj-
nych (srednio 2 mg/mL) i procentowej zawartosci biatek fuzyjnych w lizatach
bakteryjnych (ocenione na podstawie densytogramoéw rozdziatéw SDS-PAGE
wynosity Srednio 15% biatka catkowitego) oszacowano wydajnos¢ ekspresji
biatek fuzyjnych na ok. 400 mg z ! L hodowli.

4. 1zolowanie i oczyszczanie biatek fuzyjnych

(3-galaktozydaza:: fragment biatka HfV-l (rys. 6).

Biatka fuzyjne ztozone z (3-galaktozydazy i fragmentéw wirusowych pro-
dukowane w E. coli odktadajg sie w cytoplazmie bakterii w postaci nierozpu-
szczalnych ziarnistosci zwanych ciatkami inkluzyjnymi (ang. inclusion body)
(29,30). Tworza sie one w wyniku agregacji biatka, ktére w czasie syntezy
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10.

Zawiesina bakterii w pozywce Tartofa-Hobbsa

wirowanie 4000 x g, 10 min

. Osad zawiesi¢ w roztworze: 0,1 M CaClz, 5 mM Tris-HCI, pH 8,0

inkubacja 10 min, O'C
wirowanie 4000 x g, 10 min

. Osad zawiesi¢ w roztworze jw.

inkubacja 40 min, O‘C
wirowanie Jw.

. Osad zawiesi¢ w roztworze: 0,1 M bufor fosforanowy, 10 mM glicerol, 5 mg% lizozym, pH 6,2

inkubacja 10 min, temp. pokojowa

. Zawiesine schtodzi¢ do temp. 0°C i doda¢ EDTA do stez. 1 mM

wirowanie Jw.

. Osad zawisi¢ w roztworze: 0,02 M Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0

wirowanie 4000 x g, 20 min

. Osad zawiesi¢ w roztworze: 0,05 M Tris-HCI, 10 mM EDTA, 10 mM 2-merkaptoetanol, 0,05%

Triton X-100, 1| mM PMSF, pH 8,0

sonikacja 5 x 30 s, OC
wirowanie 35 000 x g, 15 min

. Osad zawie$i¢ w niwielkiej objetosci H20 i nawarstwi¢ na 20% roztwdr sacharozy

wirowanie 18 000 x g, 15 min
(rotor horyzontalny)

. Usuna¢ warstwe wodng i sacharozowa a osad rozpusci¢ w roztworze: 20 mM Tris-HCI, 6 M

mocznik, pH 8,0

i dializa 12 godz. wobec H-0, temp. +4'C

Wytracony osad biatka fuzyjnego odwirowaé przy 4000 x g przez 5 min

Rys. 6. Procedura izolacji i oczyszczania biatek fuzyjnych: (5-galaktozydaza:: Polipeptyd HfV-I.

w E. coli przyjmuje niestabilng, zdenaturowanag konformacje (29). Poza re-
kombinowanym biatkiem, ktére moze stanowi¢ nawet 95% masy, w ciatkach

inkluzyjnych wykryto obecnos¢ kwaséw nukleinowych (16S i 26S rRNA, pla-

zmidowe DNA), biatek bakteryjnych (potimeraze RNA, biatka btony c)dopta-
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zmatycznej: OmpA, OmpC, OmpF) oraz fosfolipidow (29,31,32). Zanieczysz-
czenia te mogg zarowno wbudowywac sie w strukture ciatek inkluzyjnych
w trakcie ich powstawania, jak réwniez biernie absorbowaé sie na powierz-
chni ciatek w trakcie izolowania z komoérek bakterii (32). Sposob izolowania
ciatek inkluzyjnych z komérek E. coli ma zatem znaczny wplyw na poziom
wstepnego zanieczyszczenia otrzymywanego biatka (33).

Metody izotowania ciatek inkluzyjnych z komérek E. coli polegajg na fi-
zycznej (za pomoca prasy francuskiej, prasy Hughesa, sonikacji, wielokrot-
nego zamrazania i rozmrazania) lub chemicznej (rozpuszczanie roztworami
mocznika, chlorowodorku guanidyny, silnych detergentéw) dezintegracji $cia-
ny komoérkowej bakterii (30,33-35). W wyniku wirowania bakterii poddanych
lizie wiekszo$¢ zanieczyszczen cytoplazmatycznych zostaje usunieta z super-
natantem, ale osad ciatek inkluzyjnych ulega zanieczyszczeniu nierozpusz-
czalnymi elementami sciany komorkowej. Niedogodnos$¢ te mozna wyelimi-
nowa¢ pozbawiajgc bakterie najpierw Sciany komorkowej poprzez otrzymanie
sferoplastow z komoérek E. coli, ktére tatwo ulegaja lizie w roztworach za-
wierajacych niskie stezenie detergentu niejonowego. Wraz ze $ciang komor-
kowa ulegajg usunieciu zwigzane z nig biatka (tipoproteidy, fosfotipaza A,
glikoproteinowe receptory dia bakteriofagéw i inne), a takze zanieczyszczenia
obecne w periplazmie, w tym enzymy proteotityczne (29,36). Catkowita
aktywnos$¢ proteotityczna lizatu sferoptastow jest przez to znacznie nizsza
w poréwnaniu z lizatem catych bakterii, co zmniejsza degradacje enzymaty-
czna otrzymywanego biatka (22,33,37,38).

4.1. Otrzymywanie sferoplastow z komorek E. coli

Sferoptasty bakterii E. coli K12 tinii MM294, zawierajgcych plazmidy eks-
presyjne, otrzymywano modid'ikujac metode wg Marvina i Witholda (39).
W metodzie tej poprzez inkubacje bakterii w roztworze chlorku wapnia
rozluznia sie struktura S$ciany komérkowej bakterii. Utatwiona penetracja
dodanego lizozymu w gtab Sciany komorkowej powoduje, ze nadtrawienie
warstwy muraminowej nastepuje juz przy bardzo niskich stezeniach tizozymu
(ok. 50 |ig/mL). Lizozym stosowany w wysokich stezeniach (150-400 gag/mL)
staje sie dodatkowym, trudnym do usuniecia zanieczyszczeniem izolowanego
biatka. W roztworze zawierajagcym czynnik chelatujacy (EDTA) komorki ba-
kterii tracg wiekszo$¢ Sciany komoérkowej przyjmujgc posta¢ sferoplastow.
Po wirowaniu zawiesiny sferoplastow, z supernatantem usuniete zostajg frag-
menty Sciany komorkowej oraz biatka obecne w przestrzeni periplazmatycz-
nej (w tym proteazy), bez strat izolowanego biatka (rys. 7).

4.2. lzolowanie i oczyszczanie ciatek inkluzyjnych

Ciatka inktuzyjne uwalniano w wyniku lizy sferoplastéw poprzez tagodng
sonikacje w hipotonicznym roztworze detergentu niejonowego (rys. 6)
(22,33,37). Po wirowaniu bakterii poddanych tizie wiekszo$¢ biatkowych za-
nieclyszczen cytoplazmatycznych pozostaje w supematancie (rys. 7). Wyizo-
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biatko fuzyjne
(61 kDa)

lizozym
(14,4 kDa)

1) lizat bakterii E. coli MM294,

2) lizat bakterii E. coli MM294 zawierajgcy plazmid p W120,

3) supernatant po inkubowaniu bakterii w buforze zawierajgcym lizozym,

4) supernatant po inkubowaniu bakterii w buforze zwierajgcym EDTA,

5) supernatant po odwirowaniu lizatu sferaplastow,

6) nie oczyszczone ciatka inkluzyjne,

7) osad zatrzymujacy sie na warstwie sacharozowej po odwirowaniu ciatek inkluzyjnych,
8) osad po odwirowaniu roztworu mocznikowego biatka fuzyjnego,

9) supernatant po odwirowaniu biatka fuzyjnego wytraconego po dializie wobec wody,

0)

10) oczyszczone biatko fuzyjne zawierajgce fragment gpl20 wirusa HIV-1.

Rys. 7. Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym w obecnosci SDS. Rozdzielono frakcje uzy-
skane w kolejnych etapach otrzymywania biatka fuzyjnego zawierajacego fragment gpl20 HIV-1.

lowane ciatka inkluzyjne oczyszczano z fragmentéw btony eytoplazmatycznej
i resztek Sciany komoérkowej za pomocg wirowania w skokowym gradiencie
saeharozy (rys. 6). Ciatka inkluzyjne o duzej gestosei ptawnej osadzaty sie
na dnie probéwki, podczas gdy zanieczyszczenia zatrz}rmywaty sie na granicy
warstwy wodnej i saeharozy. Oczyszczone ciatka inkluzyjne zawieraty ok.
95% biatka fuzyjnego (rys. 7).

4.3. Rozpuszczanie i oczyszczanie biatek fuzyjnych

Oczyszczone ciatka inkluzyjne rozpuszezano w 6 M roztworze mocznika.
Nierozpuszczalne zanieczyszczenia usuwano poprzez wirowanie. W wyniku
dializy supematantu wobec wody biatka fuzyjne ulegaty wytraceniu. Po wi-
rowaniu w supernataneie pozostawaty biatka zanieczyszezajgce (gtéwnie do-
dany lizozym) (rys. 7). Oezyszezone biatka fuzyjne byly prawie jednorodne
w elektroforezie w zelu poliakryloamidowym w obecnos$ci SDS.

Wydajnos¢ metody dla biatek fuzyjnych zawierajacych fragmenty gpl20,
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gp4l, p24 i pl7 HIV-1, byla podobna i wynosita ok. 300 mg z 1 L hodowli,
co stanowi 80% oszacowanej zawartosci biatek fuzyjnych w komoérkach E.
coli (rys. 7).

5. Oddzielenie i oczyszczenie peptyddéw wirusowych od frag-
mentu p-galaktozydazy

Aby mozliwe bylo oddzielenie peptydéw wirusowych od fragmentu (3-gata-
ktozydazy, na styku obu fragmentéw w pozycjach 462 i 463 wystepujg do-
datkowe aminokwasy: kwas asparaginowy i prolina, zaprogramowane na eta-
pie konstrukcji wektoréw ptazmidowyeh. Rozerwanie wigzania miedzy tymi
aminokwasami umozliwia odigczenie fragmentéw wirusowych od biatka nos-
nikowego. Drugie takie wigzanie (naturalne) wystepuje we fragmencie (3-gata-
ktozydaizy (rys. 8).

5.1. Hydroliza wigzan peptydowych: kwas asparaginowy-prolina

Wigzanie peptydowe pomiedzy kwasem asparaginowym a proting ulega
rozerwaniu w wyniku tagodnej hydrolizy kwasnej, podczas gdy inne wigzania
peptydowe sg w tych warunkach stabilne (40). Sposréd licznych sposobow
hydrolizy wigzah Asp-Pro (40-42) zastosowano hydrolize w 75% kwasie
mréwkowym w 37°C (43). W stosunku do innych zastosowanych warunkéw
hydrolizy wigzan Asp-Pro (15 mM HCI, 110°C i 40% kwas octowy, 42°C),
metoda ta eharakteryzowata sie najwiekszg specyfieznoscig w stosunku do
wigzan Asp-Pro przy niskim poziomie niespecyficznej hydrolizy innych wia-
zah peptydowych.

51
101
151
201
251
301
351.
401
451
501

10
|

M-MITDSLAY
QLRSLNGEWR
YTNVTYPITV
FHLWCNGRWV
QDMWRMSGIF
LRDYLRVTVS
LWSAEIPNLY
LIRGVNRHEH
TLCDRYGLYV
KRASSNSSSP
LYKYKWKIE

20
\

VLQRRDWENP
FAWFPAPEAV
NPPFVPTENP
GYGQDSRLPS
RDVSLLHKPT
LWQGETQVAS
RAWELHTAD
HPLHGQVMDE
VDEANIETHG
GASNITGL
PLGVAPTKAK

30

\
GVTQLNRLAA
PESWLECDLP
TGCYSLTFENV
EFDLSAFLRA
TQISDFHVAT
GTAPFGGEII
GTLIEAEACD
QTMVQDILLM

MVPMNRLTDD_

LLTRDGGNSN
RRWQREKR

40
\

HPPFASWRNS
EADTVWPSN
DESWLQEGQT
GENRLAVMVL
RFNDDFSRAV
DERGGYADRV
VGFREVRIEN
KQNNFNAVRC
_PRWLPAMSER
NESEIFRPGG

50

\
EEARTDRPSQ
WQMHGYDAPI
RIITFDGVNSA
RWSDGSYLED
LEAEVQMCGE
TLRLNVENPK
GLLLLNGKPL
SHYPNHPLWY
VTRMVQRDRN
GDMRDNWRSE

Rys. 8. Sekwencja aminokwasowa biatka fuzyjnego: (3-galaktozydaza::fragment Serajg-Argas
glikoproteiny gpl20 HIV-I. Aminokwasy (3-galaktozydazy 2-451 — czxionka normalna, amino-
kwasy fragmentu tacznikowego 452-463 — czcionka pochyta, aminokwasy fragmentu gpl20
464-529 — czcionka pogrubiona. Podkreslono sekwencje Asp-Pro: 430-431 i 462-463.
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A

1 2
H,N 1 1 COOH
' A B C '
biatko fuzyjne (A+B+C) - 529 aminokwasow, 61 kDa 1- pierwsze wigzanie Asp-Pro

) o 2 -dmgie wigzanie Asp-Pro
Fragmenty powstajace po hydrolizie wigzar Asp-Pro:
- fragm, A+B - 462 aminokwasy, 53,3 kDa
- fragm. A - 430 aminokwasow, 49,6 kDa
- fragm. B+C - 99 aminokwaséw, 11,4 kDa

- fragm. C - 67 aminokwaséw, 7,7 kDa
- fragm. B - 32 aminokwasy, 3,7 kDa
B.
61 kDa (b. fuzyjne)
53~ kDa
49,6 kDa

1) biatko fuzyjne,

2) produkty hydrolizy biatka fuzyjnego,

3) osad wytragcony po zobojetnieniu hydrolizatu do pH 6,5,

4) supernatant po odwirowaniu osadu wytrgconego w pH 6,5.

Rys. 9. A. Schemat czasteczki biatka fuzyjnego zawierajacego fragment glikoproteiny gpl20
HIV-1.

B. Elektroforeza w Zelu poliakryloamidowym w obecnosci SDS. Rozdzielono frakcje uzyskane
w wyniku hydrolizy kwasnej biatka fuzyjnego zawierajgcego fragment glikoproteiny gpl20 HIV-1.

Podatnos$¢ wigzan Asp-Pro na tagodnag hydrolize kwasng zalezy od rodzaju
aminokwasOw wystepujgcych w otoczeniu wigzania, jak rowniez od diugosci
tancucha polipeptydowego, w ktérinn to wiazanie wystepuje (im diuzszy tan-
cuch tym wieksza podatnos¢ wiazan Asp-Pro na hydrotize) (44). Z tego po-
wodu, po hydrolizie pierwszego wigzania Asp-Pro w czasteczkach biatek fu-
zyjnych, datsza hydroliza odigczonych polipeptydéw (fragment wirusowy po-
taczony wigzaniem Asp-Pro z 32-aminokwasow}nn fragmentem P-galaktozy-
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dazy) w celu rozerwania drugiego wigzania Asp-Pro zachodzi bardzo wolno.
Zbyt diuga hydroliza powoduje wzrost zawartosci frakcji zanieczyszczajgcych
w wyniku niespecyficznej hydrolizy innych wigzan peptydowych. Optymalny
czas hydrolizy biatek fuzyjnych (w elektroforezie na zelu poliakiyloamidowym
prawie catkowity zanik pasma biatka fuzyjnego) wynosit 36 godzin. Stezenie
biatka w hydrolizacie nie przekraczato 2 mg/mL. W obrazie elektroforetycz-
nym poza gtéwnymi frakcjami biatkowymi o masach odpowiadajacych frag-
mentom, ktdre powstajg w wyniku hydrolizy wigzan Asp-Pro w biatku fu-
zyjnym, widoczne sg ilosciowo mate pasma bedace efektem niespecyficznej
hydrolizy innych wigzan peptydowych (lys. 9).

Kwas mréwkowy usuwano z hydrolizatu poprzez odparowanie pod zmniej-
szonym cisnieniem w wyparce rotacyjnej. Hydrolizat zageszezano 50 razy.
Pozostatos¢ rozciericzano wodg do poprzedniej objetosci i powtérnie odparo-
wywano. Proees powtarzano az do obnizenia stezenia kwasu mrowkowego
w preparacie do 10 mM. Po odparowaniu kwasu mrowkowego pH hydrolizatu
wynosito ok. 3,5.

5.2. Oczyszczenie polipeptydéw wirusowych

Otr/"ymywane biatka wirusowe sg bardziej zasadowe (punkty izoelektry-
czne wyliczone za pomocg programu CHARGPRO, PC/GENE IntelliGenetics
wynosity: gpl20-10,9; gp41-8,6; p24-6,1 i pl7-9,7) niz odciete fragmenty
(3-galaktozydazy (fragment 462 aminokwasowy-4,9 , fragment 430 amino-
kwasowy-4,6). Punkt izoelektryczny silnie zasadowego 32-aminokwasowego
fragmentu znajdujacego sie pomiedzy dwoma wigzaniami Asp-Pro 430-431
i 462-463 wynosit 12,2. Poprzez zobojetnienie hydrolizatéw 0,1 N NaOH do
wartosci pH 5,0-6,5 wytracano wiekszos$¢ zanieczyszczen biatkowych wyko-
rzystujac gorsza rozpuszczalnos¢ fragmentéw P-galaktozydazy niz oczyszcza-
nych peptydoéw wirusowych. Po usunieciu wytraconych biatek poprzez wiro-
wanie (3000 x g, 30 min, 4°C) supernatant zawierat gtéwnie peptydy wiru-
sowe. Stopien oczyszczenia preparatow na tym etapie byt ré6zny w zaleznosci
od tadunku i wiasciwosci hydrofilowo/hydrofobowych izolowanego peptydu
wirusowego. Najlepsze oczyszczenie uzyskano w przypadku zasadowego i hy-
drofilowego fragmentu gpl20. W supematancie po wirowaniu zobojetnhionego
hydrolizatu pozostaty tylko fragmenty wirusowe i peptyd laczacy wigzania
Asp-Pro (rys. 9). W prisypadku pozostatych fragmentow gp4l, p24 i pl7
znaczna cze$¢ otrzymywanego biatka pozostawata w osadzie.

Supernatanty zawierajgce fragmenty wirusowe poddawano chromatografii
jonowymiennej na karboksymetylocelutozie (CM-52 Whatman). Rozdziat pro-
wadzono w 50 mM buforze fosforanowym pH 6,5 stosujae liniowy gradient
NaCl 0,05-0,3 M formowany za pomocg systemu FPLC (Pharmacia). Frag-
menty wirusowe wymywaty sie przy stezeniu NaCl ok. 0,15 M (rys. 10).
W przypadku gp4l i pl7 stosowano rechromatografie w tych samych wa-
mnkach.

Frakcje zawierajace oczyszczone frggmenty biatek H1V-1 dializowano wo-
bec zbuforowanej soli fizjologicznej, sterylizowano poprzez mikrofiltraeje
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1 — preparat poddany rozdzialowi chromatograficznemu,
2,3,4 — frakcje z piku 1,
5,6,7,8 — frakcje z piku 2 (izolowany fragment gpl20 wirusa HIV-1),
9,10 — frakcje z piku 3.

Rys. 10. A. Oczyszczanie fragmentu Ser~i~-Arg”~gi glikoproteiny gpl20 metodg chromatografii
jonowymiennej na karboksymetylocelulozie (profil elucji). B. Elektroforetyczna (SDS-PAGE) iden-
tyfikacja materiatu wymywajacego sie w poszczegolnych szczytach chromatograficznych.

0,2 |im i przechowywano w -70°C. Preparat przechowywany przez okres 24
miesiecy, nastepnie rozdzielony w elektroforezie w zelu poliakryloamidowym
w obecnosci SDS, nie wykazywal cech degradacji.

Rozpuszczalnos$¢ otrzymywnego biatka miata decydujacy wpltyw na wydaj-
nos¢ metody. Charakteryzujgcy sie bardzo dobrg rozpuszczatnoscig (w sze-
rokim zakresie pH) fragment gpl20 otrzymywano z wydajnoscig ok. 20 mg
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z 1 L hodowli. Trudniej rozpuszczalne fragmenty gp4l i p24 otrzymywano
z wydajnoscig odpowiednio 7 mg i 15 mg, a najtrudniej rozpuszczalny frag-
ment pl7 z wydajnoscia 3 mg z | L hodowli, przy czym najwieksze straty
nastepowaty na etapie koncowych chromatografii.

Wedtug danych literaturowych wydajnos¢ metod izolowania biatek rekom-
binowanych z komoérek E. coli waha sie od 4 do 28 mg z 1 L hodowli ba-
kteryjnej (38).

5.3. Analiza sekwencji aminokwasowej peptydow wirusowych

W Zaktadzie Chemii Bioorganicznej Centrum Badan Motekularnych
i Makromolekularnych PAN w todzi oznaczono sekwencje aminokwasowa
otrzymanych polipeptydéw HIV-1 za pomoca automatycznego analizatora fir-
my Applied Biosystems. Potwierdzono zgodnos¢ sekwencji poczatkowych (N-
koricowych) aminokwasow dla:

— 34 aminokwaséw gpl20,

— 36 aminokwasow gp41,

— 31 aminokwaséw p24,

— 28 aminokwasow pl7.

Zanalizowanie sekwencji aminokwasowej jest posrednim dowodem jedno-
rodnosci otrzymanych polipeptydow, gdyz niemozliwa jest efektywna analiza
mieszaniny biatek.

6. Ocena zawartosci antygenow E. coli
w otrzymanych fragmentach biatek HIV-1

Powaznym ograniczeniem dla wykorzystania bakterii E. coli jako komoérki
gospodarza do produkcji heterologicznych biatek jest obecno$é w komorce
bakteryjnej endotoksyny i innych silnych antygenéw. Oczyszczenie otrzymy-
wanego biatka z tych gtéwnie niebiatkowych zanieczyszczen jest bardzo trud-
ne. Jezeli uzyskane biatko wykorzystuje sie in vitro, np. do celéw diagnosty-
cznych, wplyw tych zanieczyszczen mozna wyeliminowaé wigzac przeciwciata
przeciw antygenom E. coli w badanej prébce poprzez inkubacje z lizatem
bakteryjnym (45). W przypadku gdy biatko ma by¢ stosowane jako lek (szcze-
pionka), podawane zwierzetom laboratoryjnym lub testowane na kulturach
komorkowych musi zosta¢ pozbawione endotoksyny (lipopolisacharydu). Juz
stezenie endotoksyny powyzej 1 ng/mL wywotuje u ssakéw wysokag gorgczke
prowadzacg do Smierci (34).

Otrzymane fragmenty biatek HIV-1 nie dawaly reakcji z kréliczymi prze-
ciwciatami przeciwko antygenom Escherichia coli K12 (Dakopatts) w tescie
typu western biot, przy silnej reakcji z lizatami bakterii zawierajacymi biatka
fuzyjne (46,47) (rys. 11). Najsilniejsza reakcje (liczne, silne pasma) uzyskano
z osadem zatrzymujgcym sie na granicy faz w trakcie wirowania lizatu sfe-
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1) lizat bakterii E. coli MM294 zawierajacy plazmid pW120,

2) supernatant po inkubowaniu bakterii jw. w buforze zawierajgcym EDTA,

3) supernatant po odwirowaniu lizatu sferoplastow,

4) osad zatrzymujacy sie na warstwie sacharozowej po odwirowaniu ciatek inkluzyjnych,
5) oczyszczony fragment gpl20 wirusa HIV-1.

Rys. 11. Ocena zawartosci antygenéw £. coli w preparatach uzyskanych na poszczeg6lnych
etapach otrzymywania fragmentu glikoproteiny gpl20 HIV-1.

A. Wynik elektroforezy w zelu poliakryloamidowym w obecnosci SDS (biatka z analogicznego
zelu przeniesiono na nitroceluloze metoda elektrotransferu).

B. Wynik otrzymany po przeniesieniu rozdzielonych biatek z zelu poliakiylamidowego na
nitroceluloze i wykonaniu testu typu western biot z uzyciem znakowanych przeciwciat przeciwko
antygenom E. coli KI2 (Dakopatts).

roplastow w gradiencie sacharozy (rys. 11). Zawiera on fragmenty btony pla-
zmatycznej i sciany komorkowej o niskiej gestosci ptawnej.

W Zaktadzie Chemii Bioorganicznej Centrum Badan Molekularnych
i Makromolekularnych PAN w todzi oznaczono stezenie endotoksyny w otrzy-
manych preparatach peptyddéw wirusowych, ktore wynosito ponizej 1 ng/mg
biatka (test: Coatest Endotoxin, CHROMOGENIX AB).

7. Potwierdzenie swoisto$ci immunologicznej
uzyskanych antygenéw HIV-1

w Zakladzie Immunopatologii Panstwowego Zaktadu Higieny w Warszawie
otrzymano przeciwciata chomicze przeciwko uzyskanym peptydom wiruso-
wym, ktdre reagowaly ze swoistymi biatkami HIV-1 (gpl20, gp4l, p24 i pl7)
w komercyjnym teScie diagnostycznym typu western biot Z kolei w teScie
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western biot wykonanym z otrzymanych antygenéw uzyskano reakcje z su-
rowicami pochodzacymi od seropozytywnych nosicieli wirusa, ktore zawieraty
przeciwciata o swoistosci anty-gpl20, anty-gp4t, anty-p24 i anty-pl7 (wczes-
niej wyselekcjonowane testem komercyjnym) (48).

Otrzymane potipeptydy moga by¢ wykorzystane do konstrukcji testow
diagnostycznych do wykrywania zakazenia H1V-1, a takze w pracach badaw-
czych i klinicznych (49,50).
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Isolation and purification of Human Immunodeficiency Virus (HIV) antigens
from Escherichia coii bacteria containing HIV genes

Summary

Fragments of HIV-1 structural proteins: gpl20, gp4l, p24, pl7 were expressed in E. coli as

fusion proteins with N-end fragment of jl-galactosidase. To extract the virus fragments from
fusion proteins with the use of acid hydrolise, acid-labile bonds Asp-Pro were added at the point
of junction.

An original method of isolation and purification of inclusion bodies from E. coli cells was

developed. The virus peptides obtained were homogeneous on SDS-PAGE. These peptides showed

no

reaction with anti-E. coli antibodies on Western blot test. The level of endotoxin was very
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low. The obtained virus peptides had strong, antigenic specifity, good enough to be used to
construct a diagnostic test for the detection of anti-HIV antibodies, that could be used in clinical

and scientific research.
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