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Warszawa

Praca jest przeglądem badań prowadzonych w Zakładzie Badawczo-Wdro- 
żeniowym i Inżynierii Genetycznej w Sieradzu przy współpracy Zakładu 
Chemii Bioorganicznej Centrum Badań Molekularnych i Makromolekularnych 

PAN w Łodzi i Zakładu Immunopatołogii Państwowego Zakładu Higieny 
w Warszawie nad otrzymaniem antygenów HIV niezbędnych do skonstruowa
nia testu diagnostycznego do wykrywania zakażenia wirusem.

1. Wstęp
Do chwili uzyskania szczepionki oraz skutecznego sposobu leczenia AIDS, 

działania profilaktyczne zapobiegające rozprzestrzenianiu się wirusa ludzkie
go niedoboru immunologicznego (HIV — Human Immunodejiciency Virus) 
będą z konieczności ograniczały się do wyeliminowania przenoszenia się wi
rusa w placówkach medycznych (transfuzje, przeszczepy, sztuczne zapłod
nienie, zabiegi stomatologiczne) oraz podnoszenia oświaty społecznej o spo
sobach zapobiegania zakażeniom HIV. Pozytywnym skutkiem podjętych dzia
łań jest zmniejszenie się dynamiki wzrostu zachorowań na AIDS zwłaszcza 
w krajach Europy Zachodniej i Stanach Zjednoczonych (1).

Powszechnie stosowane metody diagnozowania zakażenia HIV opierają się 
na wykrywaniu w surowicy swoistych przeciwciał przeciwko antygenom wi
rusa. Do badań przesiewowych najczęściej stosowane są testy immunoen- 
zymatyczne typu ELISA. Początkowo do ich produkcji (pierwszy komercyjny 
test został dopuszczony do użycia w USA w 1985 r.) uż3Avano antygeny 
wirusowe izolowane z lizatów hodowli komórkowych wirusa. Wadą białek 
otrzymanych z wirusa było zanieczyszczenie antygenami tkankowymi typu 
HLA, co obniżało specyficzność testu, a ponadto ich otrzymywanie wiązało
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I - sekwencje zmienne.

[C] - sekwencje konsenNatywne,

.......  - silne domeny antygenowe, najczęściej rozpoznawane przez przeciwciała osób zarażonycli,
- epitopy indukujące wylwarzanic przeciwciał neutrałizującycłi wirusa,
- epitopy indukujące wytwarzanie przeciwciał uczestniczących w ADCC,

I - epitopy przeciwko którym skierowana jest akty'^^■ność cylotoksyczna limfocytów CD8.

Rys. 1. Rozmieszczenie regionów zmiennych i konserwatywnych oraz domen antygenowych 
w sekwencji glikoproteiny gpl20 HIV-1 (BHIO) (5,7-10). Czcionką pogrubioną zaznaczono se
kwencję Ser4jg-Arg4gi, którą wybrano do ekspresji w E. coli.



Izolowanie i oczyszczanie antygenów wirusa ludzkiego niedoboru immunologicznego 129

10 15 20 25 30

I |>»ptyd lui>Jnt I

1 AVGIGALFLGFLGAAGSTMGAASMTLTVQA 

31 RQLLSGIVQQQNNLL RAIEAQQHLLQLTVW 

61 G I K j;! j. AJR j: J.

91 LICTTAVPWNASWSNKSLEQIWNNMTWMEW

121 D R E I N NYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL

151 ELDKWASLWNWFNITNWLWYIKLFIMIVGG

region prieibłonowy...............................................................|

181 LVGLRIVFAVLSVVNRVRQGYSPLSFQTHL 

211 P I P R G P DR PEG I E, L N

241 ^LALIWDDLRSLCLFSYHRLRDLLLIVTRI 

271 VELLGRRGWE ALKYWWNLLQYWSQELKNSA 

301 VSLLNATAIAVAEGTDRVIEVV O G A Y R A I R 

331 HIPRRIRQGLERILL

- silne domeny antygenowe.najczęściej rozpoznawane przez przeciwciała osób zarażonych,
- epitopy indukujące wytwarzanie przeciwciał neutralizujących wirusa,
- epitopy indukujące wytwarzanie przeciwciał ucz£stniczących w ADCC,
- epitopy przeciwko którym skierowana jest aktywność cytotoksyczna limfocytów CD8.

Rys. 2. Rozmieszczenie domen antygenowych w obrębie sekwencji glikoproteiny gp41 HIV-1 
(BHIO) (5,8,9,11-14). Czcionką pogrubioną ztiznaczono sekwencję ArgQg-Ttirg4, którą wybrano do 
ekspresji w E. coli.

się z koniecznością pracy ze stężonymi preparatami wirusa. Obecnie w wię
kszości testów wykorzystywane są fragmenty białek strukturalnych wirusa 
(regiony o silnych właściwościach antygenowych), uzyskane metodą rekom
binacji genetycznej lub syntezy chemicznej (2).

H1V charakteryzuje się dużą zmiennością genetyczną. Zmienność ta może 
dotyczyć nawet wirusa izolowanego od tej samej zarażonej osoby w różnych 
stadiach choroby (3). Epitopy białek indukujące silną odpowiedź immunolo
giczną u ludzi i zwierząt laboratoryjnych pochodzą zarówno z regionów 
charakteryzujących się dużą zmiennością jak i konserwatywnych (4). Anty
geny białkowe HIV wywołują u zarażonych organizmów odpowiedź immu
nologiczną zarówno typu komórkowego jak i humoralną. 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, najczęściej rozpoznawane przez przeciwciała osób zarażonych,

- epitopy przeciwko którym skierowana jest aktywność cytotoksyczna limfocytów CD4,

Rys. 3. Rozmieszczenie regionów konserwatywnych oraz domen antygenowych w sekwencji 
proteiny p24 HIV-1 (BHIO) (8-10,15-18). Czcionką pogrubioną zaznaczono sekwencję Met^g- 
Alaiyy, którą wybrano do ekspresji w E. coli.

10 15 20 25 30

kwas mirystytMm^'

1 m

31 IVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQI

61 LGQLQPSLQTGSEELRSLYNTVATLYC

91 RIEIKDTKEALDKIEEEONKS KKKAQQA.,AA 

121

- silne domeny antygenowe, najczęściej rozpoznawane przez przeciwciała osób zarażonych,
- epitopy indukujące wytwarzanie przeciwciał neutralizujących wirusa,
- epitopy przeciwko którym skierowana jest aktywność cytotoksyczna limfocytów CD8,

Rys. 4. Rozmieszczenie domen antygenowych w obrębie sekwencji proteiny pl7 H1V-1 (BHIO) 
(5,8,19-21). Czcionką pogrubioną zaznaczono sekwencję ArgĄ-Thrgi, którą wybrano do ekspresji 
w £. coli.
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tydów syntetycznych i przeciwciał monoklonalnych umożliwiło określenie, 
które regiony białek wirusowych indukują poszczególne rodzaje odpowiedzi 
immunologicznej. W puli przeciwciał anty-HlV indukowanych u osób zara
żonych wirusem przeważają przeciwciała skierowane przeciwko epitopom bia
łek strukturalnych wirusa: glikoproteinie powierzchniowej gpl20, glikopro- 
teinie transbłonowej gp41, białku wewnętrznego kapsydu p24 i zewnętrznego 
kapsydu pl7. Wirusowe białka enzymatyczne i regulatorowe z uwagi na nie
wielką liczbę kopii w cząsteczce wirusa indukują znacznie słabszą odpowiedź 
immunologiczną (5).

Fragmenty białek strukturalnych wirusa stosowane do konstrukcji testów 
diagnostycznych muszą pochodzić z konserwatywnych rejonów sekwencji 
białek, charakteryzujących się silnymi właściwościami antygenowymi (indu
kują powstawanie przeciwciał u większości zarażonych osób), co jest warun
kiem wysokiej czułości i specyficzności testu.

Na rysunkach 1-4 przedstawiono sekwencje białek strukturalnych HIV-1 
(izolat BHIO) (6): gpl20, gp41, p24, pl7 w których na podstawie danych 
literaturowych (5,7-21) zaznaczono epitopy indukujące poszczególne typy od
powiedzi immunologicznej na zakażenie wirusem, a także regiony ważne fun
kcjonalnie oraz konsei*wat}wne i zmienne.

Wyniki eksperymentalne dotyczące otrzym3rwania antygenów HfV-l przed
stawiono w odniesieniu do fragmentu glikoproteiny gpl20. Pozostałe anty
geny wirusowe zostały otrzymane analogicznie.

2. Konstrukcja plazmidów ekspresyjnych
Sekwencje DNA kodujące wybrane epitopy białek strukturalnych HIV 

otrzymano poprzez łigację syntetycznych ołigonukleotydów, analogicznie jak 
w pracy Hrabec i wsp. (22). Fragmenty DNA zostały zsyntetyzowane w Za
kładzie Chemii Bioorganicznej, Centmm Badań Molekularnych i Makromole
kularnych PAN w Łodzi. Geny wirusowe wklonowano w wektor ekspresyjny 
pWR450, kodujący N-końcowy fragnrent p-galaktozydazy E. coli (23). Produ
ktem ekspresji powstałych plazmidów były białka fu2^jne składające się 
z fragmentu p-galaktozydazy i peptydów wirusowych (rys. 5).

Otrzymano wektory plazmidowe:
1. pW120 — koduje białko fuzyjne składające się z 529 aminokwasów, 

zawierające fragment SerĄig-Argągi glikoproteiny gpl20 HIV-1 (BHIO) (24).
2. pW41 — koduje białko fuzyjne składające się z 488 aminokwasów, 

zawierające fragment Arggg-ThrgĄ glikoproteiny gp41 HIV-1 (BHIO) (25).
3. pW24 — koduje białko fuzyjne składające się z 531 aminokwasów, 

zawierające fragment Meteg-Alauj proteiny p24 HIV-1 (BHIO) (25).
4. pW17 — koduje białko fuzyjne składające się z 549 aminokwasów, 

zawierające fragment ArgĄ-Thrgi proteiny pl7 HIV-1 (BHIO) (25).
Wymienionymi plazmidami transformowano bakterie Escherichia coli K12 

(26). Najlepszą wydajność ekspresji uzyskano stosując linię MM294 (27).
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Rys. 5. Konstrukcja wektora pW120.

3. Warunki hodowli bakterii
Bakterie E. coli K12 MM294, zawierające wektory ekspresyjne, hodowano 

w pożywce wg Tartofa i Hobbsa (28) zawierającej ampicylinę w stężeniu 
100 pg/mL. Hodowlę przeprowadzano w kolbach stożkowych o pojemności 
1 L zawierających 200 mL pożywki. Do zaszczepienia hodowli stosowano po 
0,2 mL inoculum na kolbę. Namnażanie bakterii prowadzono na wstrząsarce 
rotacyjnej w 37°C w ciągu 12-14 godzin.

Wydajność hodowli bakterii zawierających plazmidy pW120, pW41, pW24 
i pW17, mierzona na początku fazy stacjonarnej, była podobna i wynosiła 
ok. 12 g wilgotnej masy bakterii z 1 L hodowli.

Na podstawie pomiaru stężenia białka całkowitego w lizatach bakteryj
nych (średnio 2 mg/mL) i procentowej zawartości białek fuzyjnych w lizatach 
bakteryjnych (ocenione na podstawie densytogramów rozdziałów SDS-PAGE 
wynosiły średnio 15% białka całkowitego) oszacowano wydajność ekspresji 
białek fuzyjnych na ok. 400 mg z 1 L hodowli.

4. Izolowanie i oczyszczanie białek fuzyjnych
(3-galaktozydaza:: fragment białka HfV-l (rys. 6).
Białka fuzyjne złożone z (3-galaktozydazy i fragmentów wirusowych pro

dukowane w E. coli odkładają się w cytoplazmie bakterii w postaci nierozpu
szczalnych ziarnistości zwanych ciałkami inkluzyjnymi (ang. inclusion body) 
(29,30). Tworzą się one w wyniku agregacji białka, które w czasie syntezy



1. Zawiesina bakterii w pożywce Tartofa-Hobbsa

wirowanie 4000 x g, 10 min

2. Osad zawiesić w roztworze: 0,1 M CaCl2, 5 mM Tris-HCl, pH 8,0
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3. Osad zawiesić w roztworze jw.

inkubacja 10 min, 0’C 
wirowanie 4000 x g, 10 min

inkubacja 40 min, 0‘C 
wirowanie Jw.

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

inkubacja 10 min, temp. pokojowa

5. Zawiesinę schłodzić do temp. 0°C i dodać EDTA do stęż. 1 mM

wirowanie Jw.

6. Osad zawisić w roztworze: 0,02 M Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8,0

wirowanie 4000 x g, 20 min

7. Osad zawiesić w roztworze: 0,05 M Tris-HCl, 10 mM EDTA, 10 mM 2-merkaptoetanol, 0,05% 
Triton X-100, 1 mM PMSF, pH 8,0

sonikacja 5 x 30 s, 0’C 
wirowanie 35 000 x g, 15 min

8. Osad zawieśić w niwielkiej objętości H20 i nawarstwić na 20% roztwór sacharozy

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

9. Usunąć warstwę wodną i sacharozową a osad rozpuścić w roztworze: 20 mM Tris-HCl, 6 M 
mocznik, pH 8,0

I
i
I dializa 12 godz. wobec H2O, temp. +4'C

10. Wytrącony osad białka fuzyjnego odwirować przy 4000 x g przez 5 min

Rys. 6. Procedura izolacji i oczyszczania białek fuzyjnych: (5-galaktozydaza:: Polipeptyd HfV-l.

W E. coli przyjmuje niestabilną, zdenaturowaną konformację (29). Poza re- 
kombinowanym białkiem, które może stanowić nawet 95% masy, w ciałkach 
inkluzyjnych wykryto obecność kwasów nukleinowych (16S i 26S rRNA, pla
zmidowe DNA), białek bakteryjnych (połimerazę RNA, białka błony c)dopła-
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zmatycznej: OmpA, OmpC, OmpF) oraz fosfolipidów (29,31,32). Zanieczysz
czenia te mogą zarówno wbudowywać się w strukturę ciałek inkluzyjnych 
w trakcie ich powstawania, jak również biernie absorbować się na powierz
chni ciałek w trakcie izolowania z komórek bakterii (32). Sposób izolowania 
ciałek inkluzyjnych z komórek E. coli ma zatem znaczny wpływ na poziom 
wstępnego zanieczyszczenia otrzymywanego białka (33).

Metody izołowania ciałek inkluzyjnych z komórek E. coli polegają na fi
zycznej (za pomocą prasy francuskiej, prasy Hughesa, sonikacji, wielokrot
nego zamrażania i rozmrażania) lub chemicznej (rozpuszczanie roztworami 
mocznika, chlorowodorku guanidyny, silnych detergentów) dezintegracji ścia
ny komórkowej bakterii (30,33-35). W wyniku wirowania bakterii poddanych 
lizie większość zanieczyszczeń cytoplazmatycznych zostaje usunięta z super- 
natantem, ale osad ciałek inkluzyjnych ulega zanieczyszczeniu nierozpusz
czalnymi elementami ściany komórkowej. Niedogodność tę można wyelimi
nować pozbawiając bakterie najpierw ściany komórkowej poprzez otrzymanie 
sferoplastów z komórek E. coli, które łatwo ulegają lizie w roztworach za
wierających niskie stężenie detergentu niejonowego. Wraz ze ścianą komór
kową ulegają usunięciu związane z nią białka (łipoproteidy, fosfołipaza A, 
glikoproteinowe receptory dła bakteriofagów i inne), a także zanieczyszczenia 
obecne w periplazmie, w tym enzymy proteołityczne (29,36). Całkowita 
aktywność proteołityczna lizatu sferopłastów jest przez to znacznie niższa 
w porównaniu z lizatem całych bakterii, co zmniejsza degradację enzymaty
czną otrzymywanego białka (22,33,37,38).

4.1. Otrzymywanie sferoplastów z komórek E. coli

Sferopłasty bakterii E. coli K12 łinii MM294, zawierających plazmidy eks
presyjne, otrzymywano mod3d'ikując metodę wg Marvina i Witholda (39). 
W metodzie tej poprzez inkubację bakterii w roztworze chlorku wapnia 
rozluźnia się struktura ściany komórkowej bakterii. Ułatwiona penetracja 
dodanego lizozymu w głąb ściany komórkowej powoduje, że nadtrawienie 
warstwy muraminowej następuje już przy bardzo niskich stężeniach łizozymu 
(ok. 50 |ig/mL). Lizozym stosowany w wysokich stężeniach (150-400 ąg/mL) 
staje się dodatkowym, trudnym do usunięcia zanieczyszczeniem izolowanego 
białka. W roztworze zawierającym czynnik chelatujący (EDTA) komórki ba
kterii tracą większość ściany komórkowej przyjmując postać sferoplastów. 
Po wirowaniu zawiesiny sferoplastów, z supernatantem usunięte zostają frag
menty ściany komórkowej oraz białka obecne w przestrzeni periplazmatycz- 
nej (w tym proteazy), bez strat izolowanego białka (rys. 7).

4.2. Izolowanie i oczyszczanie ciałek inkluzyjnych
Ciałka inkłuzyjne uwalniano w wyniku lizy sferoplastów poprzez łagodną 

sonikację w hipotonicznym roztworze detergentu niejonowego (rys. 6) 
(22,33,37). Po wirowaniu bakterii poddanych łizie większość białkowych za- 
niec2yszczeń cytoplazmatycznych pozostaje w supematancie (rys. 7). Wyizo-
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białko fuzyjne 
(61 kDa)

lizozym
(14,4 kDa)

1) lizat bakterii E. coli MM294,
2) lizat bakterii E. coli MM294 zawierający plazmid p W120,
3) supernatant po inkubowaniu bakterii w buforze zawierającym lizozym,
4) supernatant po inkubowaniu bakterii w buforze zwierającym EDTA,
5) supernatant po odwirowaniu lizatu sferaplastów,
6) nie oczyszczone ciałka inkluzyjne,
7) osad zatrzymujący się na warstwie sacharozowej po odwirowaniu ciałek inkluzyjnych,
8) osad po odwirowaniu roztworu mocznikowego białka fuzyjnego,
9) supernatant po odwirowaniu białka fuzyjnego wytrąconego po dializie wobec wody,

10) oczyszczone białko fuzyjne zawierające fragment gpl20 wirusa HIV-1.

Rys. 7. Elektroforeza w żelu poliakryloamidowym w obecności SDS. Rozdzielono frakcje uzy
skane w kolejnych etapach otrzymywania białka fuzyjnego zawierającego fragment gpl20 HIV-1.

lowane ciałka inkluzyjne oczyszczano z fragmentów błony eytoplazmatycznej 
i resztek ściany komórkowej za pomocą wirowania w skokowym gradiencie 
saeharozy (rys. 6). Ciałka inkluzyjne o dużej gęstośei pławnej osadzały się 
na dnie probówki, podczas gdy zanieczyszczenia zatrz}rmywały się na granicy 
warstwy wodnej i saeharozy. Oczyszczone ciałka inkluzyjne zawierały ok. 
95% białka fuzyjnego (rys. 7).

4.3. Rozpuszczanie i oczyszczanie białek fuzyjnych
Oczyszczone ciałka inkluzyjne rozpuszezano w 6 M roztworze mocznika. 

Nierozpuszczalne zanieczyszczenia usuwano poprzez wirowanie. W wyniku 
dializy supematantu wobec wody białka fuzyjne ulegały wytrąceniu. Po wi
rowaniu w supernataneie pozostawały białka zanieczyszezające (głównie do
dany lizozym) (rys. 7). Oezyszezone białka fuzyjne były prawie jednorodne 
w elektroforezie w żelu poliakryloamidowym w obecności SDS.

Wydajność metody dla białek fuzyjnych zawierających fragmenty gpl20,
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gp41, p24 i pl7 HIV-1, była podobna i wynosiła ok. 300 mg z 1 L hodowli, 
co stanowi 80% oszacowanej zawartości białek fuzyjnych w komórkach E. 
coli (rys. 7).

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

Aby możliwe było oddzielenie peptydów wirusowych od fragmentu (3-gała- 
ktozydazy, na styku obu fragmentów w pozycjach 462 i 463 występują do
datkowe aminokwasy: kwas asparaginowy i prolina, zaprogramowane na eta
pie konstrukcji wektorów płazmidowyeh. Rozerwanie wiązania między tymi 
aminokwasami umożliwia odłączenie fragmentów wirusowych od białka noś
nikowego. Drugie takie wiązanie (naturalne) występuje we fragmencie (3-gała- 
ktozydaizy (rys. 8).

5.1. Hydroliza wiązań peptydowych: kwas asparaginowy-prolina
Wiązanie peptydowe pomiędzy kwasem asparaginowym a prołiną ulega 

rozerwaniu w wyniku łagodnej hydrolizy kwaśnej, podczas gdy inne wiązania 
peptydowe są w tych warunkach stabilne (40). Spośród licznych sposobów 
hydrolizy wiązań Asp-Pro (40-42) zastosowano hydrolizę w 75% kwasie 
mrówkowym w 37°C (43). W stosunku do innych zastosowanych warunków 
hydrolizy wiązań Asp-Pro (15 mM HCl, 110°C i 40% kwas octowy, 42°C), 
metoda ta eharakteryzowała się największą specyfieznością w stosunku do 
wiązań Asp-Pro przy niskim poziomie niespecyficznej hydrolizy innych wią
zań peptydowych.

10
I

1 M-MITDSLAY 
51 QLRSLNGEWR 

101 YTNVTYPITV 
151 FHLWCNGRWV 
201 QDMWRMSGIF 
251 LRDYLRVTVS 
301 LWSAEIPNLY 
351. LIRGVNRHEH 
401 TLCDRYGLYV 
451 KRASSNSSSP 
501 LYKYKWKIE

20
I

VLQRRDWENP
FAWFPAPEAV
NPPFVPTENP
GYGQDSRLPS
RDVSLLHKPT
LWQGETQVAS
RAWELHTAD
HPLHGQVMDE
VDEANIETHG
G^SNITGL
PLGVAPTKAK

30
I

GVTQLNRLAA
PESWLECDLP
TGCYSLTFNV
EFDLSAFLRA
TQISDFHVAT
GTAPFGGEII
GTLIEAEACD
QTMVQDILLM
MVPMNRLTDD_
LLTRDGGNSN
RRWQREKR

40
I

HPPFASWRNS
EADTVWPSN
DESWLQEGQT
GENRLAVMVL
RFNDDFSRAV
DERGGYADRV
VGFREVRIEN
KQNNFNAVRC
_PRWLPAMSER
NESEIFRPGG

50
I

EEARTDRPSQ
WQMHGYDAPI
RIIFDGVNSA
RWSDGSYLED
LEAEVQMCGE
TLRLNVENPK
GLLLLNGKPL
SHYPNHPLWY
VTRMVQRDRN
GDMRDNWRSE

Rys. 8. Sekwencja aminokwasowa białka fuzyjnego: (3-gaIaktozydaza::fragment Ser4jg-Arg48j 
glikoproteiny gpl20 HIV-I. Aminokwasy (3-galaktozydazy 2-451 — czxionka normalna, amino
kwasy fragmentu łącznikowego 452-463 — czcionka pochyła, aminokwasy fragmentu gpl20 
464-529 — czcionka pogrubiona. Podkreślono sekwencje Asp-Pro: 430-431 i 462-463.
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A.
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H,N
1 2
1 1 COOH

' A B C '

białko fuzyjne (A+B+C) - 529 aminokwasów, 61 kDa 1- pierwsze wiązanie Asp-Pro

Fragmenty powstające po hydrolizie wiązań Asp-Pro:
- fragm, A+B - 462 aminokwasy, 53,3 kDa
- fragm. A - 430 aminokwasów, 49,6 kDa
- fragm. B+C - 99 aminokwasów, 11,4 kDa
- fragm. C - 67 aminokwasów, 7,7 kDa
- fragm. B - 32 aminokwasy, 3,7 kDa

2 -dmgie wiązanie Asp-Pro

B.

61 kDa (b. fuzyjne) 

53^ kDa 
49,6 kDa

1) białko fuzyjne,
2) produkty hydrolizy białka fuzyjnego,
3) osad wytrącony po zobojętnieniu hydrolizatu do pH 6,5,
4) supernatant po odwirowaniu osadu wytrąconego w pH 6,5.

Rys. 9. A. Schemat cząsteczki białka fuzyjnego zawierającego fragment głikoproteiny gpl20 
HIV-1.

B. Elektroforeza w żelu poliakryloamidowym w obecności SDS. Rozdzielono frakcje uzyskane 
w wyniku hydrolizy kwaśnej białka fuzyjnego zawierającego fragment głikoproteiny gpl20 HIV-1.

Podatność wiązań Asp-Pro na łagodną hydrolizę kwaśną zależy od rodzaju 
aminokwasów występujących w otoczeniu wiązania, jak również od długości 
łańcucha polipeptydowego, w któr3nn to wiązanie występuje (im dłuższy łań
cuch tym większa podatność wiązań Asp-Pro na hydrołizę) (44). Z tego po
wodu, po hydrolizie pierwszego wiązania Asp-Pro w cząsteczkach białek fu- 
zyjnych, dałsza hydroliza odłączonych polipeptydów (fragment wirusowy po
łączony wiązaniem Asp-Pro z 32-aminokwasow}nn fragmentem P-galaktozy-
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dazy) w celu rozerwania drugiego wiązania Asp-Pro zachodzi bardzo wolno. 
Zbyt długa hydroliza powoduje wzrost zawartości frakcji zanieczyszczających 
w wyniku niespecyficznej hydrolizy innych wiązań peptydowych. Optymalny 
czas hydrolizy białek fuzyjnych (w elektroforezie na żelu poliakiyloamidowym 
prawie całkowity zanik pasma białka fuzyjnego) wynosił 36 godzin. Stężenie 
białka w hydrolizacie nie przekraczało 2 mg/mL. W obrazie elektroforetycz- 
nym poza głównymi frakcjami białkowymi o masach odpowiadających frag
mentom, które powstają w wyniku hydrolizy wiązań Asp-Pro w białku fu- 
zyjnym, widoczne są ilościowo małe pasma będące efektem niespecyficznej 
hydrolizy innych wiązań peptydowych (lys. 9).

Kwas mrówkowy usuwano z hydrolizatu poprzez odparowanie pod zmniej
szonym ciśnieniem w wyparce rotacyjnej. Hydrolizat zagęszezano 50 razy. 
Pozostałość rozcieńczano wodą do poprzedniej objętości i powtórnie odparo
wywano. Proees powtarzano aż do obniżenia stężenia kwasu mrówkowego 
w preparacie do 10 mM. Po odparowaniu kwasu mrówkowego pH hydrolizatu 
wynosiło ok. 3,5.

5.2. Oczyszczenie polipeptydów wirusowych
Otr/^ymywane białka wirusowe są bardziej zasadowe (punkty izoelektry- 

czne wyliczone za pomocą programu CHARGPRO, PC/GENE IntelliGenetics 
wynosiły: gpl20-10,9; gp41-8,6; p24-6,1 i pl7-9,7) niż odcięte fragmenty 
(3-galaktozydazy (fragment 462 aminokwasowy-4,9 , fragment 430 amino- 
kwasowy-4,6). Punkt izoelektryczny silnie zasadowego 32-aminokwasowego 
fragmentu znajdującego się pomiędzy dwoma wiązaniami Asp-Pro 430-431 
i 462-463 wynosił 12,2. Poprzez zobojętnienie hydrolizatów 0,1 N NaOH do 
wartości pH 5,0-6,5 wytrącano większość zanieczyszczeń białkowych wyko
rzystując gorszą rozpuszczalność fragmentów P-galaktozydazy niż oczyszcza
nych peptydów wirusowych. Po usunięciu wytrąconych białek poprzez wiro
wanie (3000 X g, 30 min, 4°C) supernatant zawierał głównie peptydy wiru
sowe. Stopień oczyszczenia preparatów na tym etapie był różny w zależności 
od ładunku i właściwości hydrofilowo/hydrofobowych izolowanego peptydu 
wirusowego. Najlepsze oczyszczenie uzyskano w przypadku zasadowego i hy- 
drofilowego fragmentu gpl20. W supematancie po wirowaniu zobojętnionego 
hydrolizatu pozostały tylko fragmenty wirusowe i peptyd łączący wiązania 
Asp-Pro (rys. 9). W pr2sypadku pozostałych fragmentów gp41, p24 i pl7 
znaczna część otrzymywanego białka pozostawała w osadzie.

Supernatanty zawierające fragmenty wirusowe poddawano chromatografii 
jonowymiennej na karboksymetylocelułozie (CM-52 Whatman). Rozdział pro
wadzono w 50 mM buforze fosforanowym pH 6,5 stosująe liniowy gradient 
NaCl 0,05-0,3 M formowany za pomocą systemu FPLC (Pharmacia). Frag
menty wirusowe wymywały się przy stężeniu NaCl ok. 0,15 M (rys. 10). 
W przypadku gp41 i pl7 stosowano rechromatografię w tych samych wa- 
mnkach.

Frakcje zawierające oczyszczone frągmenty białek H1V-1 dializowano wo
bec zbuforowanej soli fizjologicznej, sterylizowano poprzez mikro filtra ej ę
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1 — preparat poddany rozdziałowi 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 metodą chromatografii 
jonowymiennej na karboksymetylocelulozie (profil elucji). B. Elektroforetyczna (SDS-PAGE) iden
tyfikacja materiału wymywającego się w poszczególnych szczytach chromatograficznych.

0,2 |im i przechowywano w -70°C. Preparat przechowywany przez okres 24 
miesięcy, następnie rozdzielony w elektroforezie w żelu poliakryloamidowym 
w obecności SDS, nie wykazywał cech degradacji.

Rozpuszczalność otrzymywnego białka miała decydujący wpływ na wydaj
ność metody. Charakteryzujący się bardzo dobrą rozpuszczałnością (w sze
rokim zakresie pH) fragment gpl20 otrzymywano z wydajnością ok. 20 mg
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Z 1 L hodowli. Trudniej rozpuszczalne fragmenty gp41 i p24 otrzymywano 
z wydajnością odpowiednio 7 mg i 15 mg, a najtrudniej rozpuszczalny frag
ment pl7 z wydajnością 3 mg z 1 L hodowli, przy czym największe straty 
następowały na etapie końcowych chromatografii.

Według danych literaturowych wydajność metod izolowania białek rekom- 
binowanych z komórek E. coli waha się od 4 do 28 mg z 1 L hodowli ba
kteryjnej (38).

5.3. Analiza sekwencji aminokwasowej pepłydów wirusowych
W Zakładzie Chemii Bioorganicznej Centrum Badań Mołekularnych 

i Makromolekularnych PAN w Łodzi oznaczono sekwencję aminokwasową 
otrzymanych polipeptydów HIV-1 za pomocą automatycznego analizatora fir
my Applied Biosystems. Potwierdzono zgodność sekwencji początkowych (N- 
końcowych) aminokwasów dla:

— 34 aminokwasów gpl20,
— 36 aminokwasów gp41,
— 31 aminokwasów p24,
— 28 aminokwasów pl7.
Zanalizowanie sekwencji aminokwasowej jest pośrednim dowodem jedno

rodności otrzymanych polipeptydów, gdyż niemożliwa jest efektywna analiza 
mieszaniny białek.

6. Ocena zawartości antygenów E. coli 
w otrzymanych fragmentach białek HIV-1
Poważnym ograniczeniem dla wykorzystania bakterii E. coli jako komórki 

gospodarza do produkcji heterologicznych białek jest obecność w komórce 
bakteryjnej endotoksyny i innych silnych antygenów. Oczyszczenie otrzymy
wanego białka z tych głównie niebiałkowych zanieczyszczeń jest bardzo trud
ne. Jeżeli uzyskane białko wykorzystuje się in vitro, np. do celów diagnosty
cznych, wpływ tych zanieczyszczeń można wyeliminować wiążąc przeciwciała 
przeciw antygenom E. coli w badanej próbce poprzez inkubację z lizatem 
bakteryjnym (45). W przypadku gdy białko ma być stosowane jako lek (szcze
pionka), podawane zwierzętom laboratoryjnym lub testowane na kulturach 
komórkowych musi zostać pozbawione endotoksyny (lipopolisacharydu). Już 
stężenie endotoksyny powyżej 1 ng/mL wywołuje u ssaków wysoką gorączkę 
prowadzącą do śmierci (34).

Otrzymane fragmenty białek HIV-1 nie dawały reakcji z króliczymi prze
ciwciałami przeciwko antygenom Escherichia coli K12 (Dakopatts) w teście 
typu western biot, przy silnej reakcji z lizatami bakterii zawierającymi białka 
fuzyjne (46,47) (rys. 11). Najsilniejszą reakcję (liczne, silne pasma) uzyskano 
z osadem zatrzymującym się na granicy faz w trakcie wirowania lizatu sfe-
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1) lizat bakterii E. coli MM294 zawierający plazmid pW120,
2) supernatant po inkubowaniu bakterii jw. w buforze zawierającym EDTA,
3) supernatant po odwirowaniu lizatu sferoplastów,
4) osad zatrzymujący się na warstwie sacharozowej po odwirowaniu ciałek inkluzyjnych,
5) oczyszczony fragment gpl20 wirusa HIV-1.

Rys. 11. Ocena zawartości antygenów £. coli w preparatach uzyskanych na poszczególnych 
etapach otrzymywania fragmentu glikoproteiny gpl20 HIV-1.

A. Wynik elektroforezy w żelu poliakryloamidowym w obecności SDS (białka z analogicznego 
żelu przeniesiono na nitrocelulozę metodą elektrotransferu).

B. Wynik otrzymany po przeniesieniu rozdzielonych białek z żelu poliakiylamidowego na 
nitrocelulozę i wykonaniu testu typu western biot z użyciem znakowanych przeciwciał przeciwko 
antygenom E. coli KI2 (Dakopatts).

roplastów w gradiencie sacharozy (rys. 11). Zawiera on fragmenty błony pla- 
zmatycznej i ściany komórkowej o niskiej gęstości pławnej.

W Zakładzie Chemii Bioorganicznej Centrum Badań Molekularnych 
i Makromolekularnych PAN w Łodzi oznaczono stężenie endotoksyny w otrzy
manych preparatach peptydów wirusowych, które wynosiło poniżej 1 ng/mg 
białka (test: Coatest Endotoxin, CHROMOGENIX AB).

7. Potwierdzenie swoistości immunologicznej 
uzyskanych antygenów HIV-1
w Zakładzie Immunopatologii Państwowego Zakładu Higieny w Warszawie 

otrzymano przeciwciała chomicze przeciwko uzyskanym peptydom wiruso
wym, które reagowały ze swoistymi białkami HIV-1 (gpl20, gp41, p24 i pl7) 
w komercyjnym teście diagnostycznym typu western biot Z kolei w teście
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western biot wykonanym z otrzymanych antygenów uzyskano reakcje z su
rowicami pochodzącymi od seropozytywnych nosicieli wirusa, które zawierały 
przeciwciała o swoistości anty-gpl20, anty-gp4ł, anty-p24 i anty-pl7 (wcześ
niej wyselekcjonowane testem komercyjnym) (48).

Otrzymane połipeptydy mogą być wykorzystane do konstrukcji testów 
diagnostycznych do wykrywania zakażenia H1V-1, a także 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, gp41, 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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Iow. 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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