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Summary

The human fibrinolytic system comprises an inactive proenzyme - 
plasminogen which can be converted to the active form - plasmin which, in turn, 
degrades fibrin clots into soluble fibrin degradation products. Tissue plasminogen 
activator (t-PA) has been identified as a main physiological factor responsible for 
plasminogen - plasmin conversion. The high fibrin specificity of t-PA, which al
lows efficient activation on the surface of fibrin clots, has stimulated great interest 
in its preparation to be used for thrombolytic therapy. Several approaches have 
been followed to further improve the thrombolytic properties of recombinant t-PA 
by protein engineering to enhance its plasminogen - activating potency as well as 
fibrin specificity, and to reduce its plasma clearance. One of the approaches in
volves the conjugation of its deletion variant, so-called K2L-tPA, to various bio
molecules. K2L-tPA is a 351-aminoacid C-terminal fragment of human t-PA. The pro
tein is composed of two major domains; Kringle-2 (K2), responsible for fibrin bind
ing, and so-called Light Chain domain (L), containing active centre of the enzyme. In 
this paper, we describe our efforts on expression of synthetic gene coding for 
K2L-tPA, and on renaturation and purification of recombinant protein.
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Konstrukcja syntetycznego genu K2L-tPA - delecyjnej odmiany tkankowego aktywatora plazminogenu

1. Wstęp

Zaburzenia w funkcjonowaniu układu krążenia krwi prowadzące do poważnych 
schorzeń, takich Jak: choroba niedokrwienna serca, zawał mięśnia sercowego, zato
ry płucne, udary mózgu, są częstą przyczyną przedwczesnych zgonów. Wciąż istnie
je duże zapotrzebowanie na nowe środki terapeutyczne, które mogłyby przywracać 
właściwy stan nieprawidłowo działających systemów krzepnięcia krwi i fibrynolizy. 
Fizjologiczna funkcja systemu fibrynolitycznego, polegająca na utrzymaniu płynno
ści krwi poprzez rozpuszczanie powstałych złogów, ulega czasami zaburzeniu. Nie
wielkie zakrzepy lub agregaty płytkowe, oderwane od ściany naczynia krwionośne
go mogą być przyczyną zatorów i uniemożliwić przepływ krwi przez to naczynie. 
Powstawaniu zakrzepów sprzyjają uszkodzenia naczyń krwionośnych, a w szczegól
ności zmiany miażdżycowe. Uaktywnienie procesu fibrynolizy powoduje rozpusz
czenie złogów poprzez degradację włóknika stanowiącego główny składnik zakrze
pów, a tym samym częściowe lub całkowite udrożnienie naczynia krwionośnego. 
Ma to szczególne znaczenie w miejscach takich jak naczynia wieńcowe, gdzie wys
tąpienie zatoru grozi ostrym zawałem mięśnia sercowego.

Centralnym enzymem układu fibrynolitycznego jest plazmina. Powstaje ona z nie
aktywnego białka prekursorowego, plazminogenu, w wyniku hydrolizy wiązania 
peptydowego Arg56]-Val552. Reakcję tę katalizują substancje określane jako aktywa
tory plazminogenu (rys. 1). Stosowanie w praktyce klinicznej aktywatorów plazmi
nogenu potwierdziło ich skuteczność jako leków trombolitycznych w terapii wielu 
chorób o podłożu zakrzepowym. Ujawniono jednak niekorzystne skutki uboczne to-
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Rys. 1. Schemat działania aktywatorów plazminogenu w procesie fibrynolizy. Aktywatory plazmino- 
genii wyższych generacji (t-PA, scu-PA, K2L-tPA) przekształcają selektywnie plazminogen do plazminy na 
powierzchni skrzepu. Aktywatory takie jak streptokinaza, stafylokinaza czy tcu-PA nie wykazują takiej 
specyficzności.
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warzyszące takiej terapii, np. ryzyko wystąpienia krwotoków. Zróżnicowana sku
teczność poszczególnych czynników trombolitycznych oraz możliwość wywoływa
nia przez nie niekorzystnych skutków ubocznych wynika głównie z ich różnych 
właściwości i odmiennych mechanizmów działania (1).

Tradycyjnie w literaturze wyróżnia się kilka generacji leków trombolitycznych. 
Pierwszą generację stanowią naturalne substancje: białko pochodzenia bakteryjne
go - streptokinaza (Streptase®) (2), oraz białko izolowane z ludzkiego moczu - 
urokinaza (3-6). Działanie tych substancji jest jednak mało specyficzne. Aktywacja 
plazminogenu w krążącej krwi ma charakter systemiczny i wywołuje zaburzenia 
funkcjonowania systemu krzepnięcia poprzez m.in. degradację fibrynogenu oraz 
czynników V i V111, co zwiększa ryzyko wystąpienia niepożądanych krwawień. Po
nadto, w przypadku streptokinazy pojawia się problem immunogenności białka.

Do leków trombolitycznych drugiej generacji zaliczany jest rekombinowany tkan
kowy aktywator plazminogenu - rt-PA (Activase, Alteplase, Actilyse) (7), jednołań- 
cuchowy aktywator typu urokinazowego - scu-PA (8) oraz acylowany kompleks 
plazminogen-streptokinaza - APSAC {Anisoylated Plasminogen-Streptokinase Activator 
Complex, Antistreptase, Eminase) (9). Posiadają one znacznie korzystniejsze właś
ciwości trombolityczne. Nie powodują aktywacji systemowej, a ich działanie nastę
puje na powierzchni zakrzepu.

Zastosowanie technik inżynierii genetycznej dało możliwość skonstruowania no
wych cząsteczek białkowych o udoskonalonych właściwościach trombolitycznych, 
charakteryzujących się np. zwiększonym powinowactwem do włóknika, wydłużo
nym czasem półtrwania w osoczu, czy zwiększonej specyficzności i selektywności 
działania. Poszukiwania nowych aktywatorów plazminogenu prowadzone są po
przez zastosowanie mutacji punktowych, mutacji delecyjnych, oraz konstrukcje hy
bryd białkowych (np. połączenie znanych aktywatorów plazminogenu z plazminoge- 
nem czy też z przeciwciałami monoklonalnymi) (10-12). Kilkanaście nowych prepa
ratów uzyskanych metodami biotechnologicznymi, określanych jako leki tromboli
tyczne trzeciej generacji, znajduje się aktualnie w różnych fazach procesu rejestra
cyjnego (13,14). Oprócz substancji opartych na elementach struktury t-PA oraz u-PA 
są wśród nich preparaty wywodzące się z białka C (CTC-111), białek śliny nietoperza 
(ZK-152387), czy polipeptydu wytwarzanego przez szczepy Staphylococcus (stafyloki- 
naza).

1.1. Tkankowy aktywator plazminogenu (t-PA) i jego odmiany

126

Ludzki tkankowy aktywator plazminogenu, t-PA (tissue plasminogen activator) jest 
najważniejszym obok aktywatora typu urokinazowego, naturalnie występującym 
białkiem o charakterze enzymu proteolitycznego, katalizującym przejście nieaktyw
nego plazminogenu do aktywnej proteazy serynowej - plazminy. jest on jednołań- 
cuchową glikoproteiną o masie cząsteczkowej około 70 kDa, składającą się

PRACE EKSPERYMENTALNE

I



Konstrukcja syntetycznego genu K2L-tPA - delecyjnej odmiany tkankowego aktywatora plazminogenu

Z 527 aminokwasów, wśród których znajduje się 35 reszt cysteinowych tworzących 
17 wiązań disulfidowych; N-końcowym aminokwasem jest seryna (15). Gen kodujący 
t-PA jest zlokalizowany w chromosomie 8 (8pl2) i jest podzielony na 14 eksonów 
(16). Część kodująca genu t-PA zawiera 2530 pz; kodon start (ATG) znajduje się 
w pozycji 85, natomiast sekwencja terminująca transkrypcję (TGA) znajduje się 
w pozycji 1771 (15). Łańcuch polipeptydowy t-PA tworzy pięć domen strukturalnych 
spełniających różne funkcje (rys. 2) (15,17,18). Są to: N-końcowa domena F - po
dobna do segmentów występujących w fibronektynie (aminokwasy 1-50), domena E 
- o budowie podobnej do epidermalnego czynnika wzrostu EGF (aminokwasy

fS)

200

t-PA F E Ki K2 L

f<2L-tPA K2 L

Rys. 2. Schemat struktury tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA). Zaznaczono domeny struk
turalne białka (F, E, K,, K2, L), mostki dwusulfidowe (wężyki) miejsca glikozylacji (gwiazdki), oraz miejsce 
proteolizy (strzałka). Odmiana delecyjna K2L-tPA rozpoczyna się od Asn 177.
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51-87), dwie domeny kringlowe K| i K2 (aminokwasy 88-175 i 176-263), oraz C-koń- 
cowa domena L (aminokwasy 264-527). Miejsca wiązania włóknika znajdują się 
w domenach F i K2, domeny F i E odpowiadają za szybkie usuwanie aktywatora 
z krążenia, natomiast w domenie L jest zlokalizowana aktywność katalityczna enzy
mu. Tkankowy aktywator plazminogenu należy do rodziny proteaz serynowych, do 
której należą również m.in. trypsyna, chymotrypsyna i elastyna. W domenie L wystę
puje typowa triada katalityczna ASP371, His322- Ser47g, która jest charakterystyczna 
dla innych proteaz serynowych. Enzymy te są syntetyzowane jako jednołańcuchowe, 
nieaktywne zymogeny, wymagające aktywacji przez przecięcie łańcucha polipepty- 
dowego i utworzenie cząsteczki dwułańcuchowej. W takiej postaci ich aktywność 
wzrasta 10^-10^ razy (19). T-PA jest nietypową proteazą serynową, ponieważ jego 
forma jednołańcuchowa (sct-PA) jest również aktywna. Flydroliza wiązania peptydo- 
wego pomiędzy aminokwasami Arg275-lle276 przez plazminę powoduje przejście 
z formy jednotańcuchowej do dwułańcuchowej, co podwyższa tylko kilkakrotnie ak
tywność t-PA (19). Wewnątrz cząsteczki t-PA znajdują się trzy miejsca glikozylacji na 
resztach asparaginowych Asni]7, Asnig4 i Asn44g. Aktywacja plazminogenu do pla- 
zminy przez t-PA odbywa się na powierzchni zakrzepu, przy czym efektywność kata
lityczna aktywatora po związaniu z wlóknikiem wzrasta od 200 do 400 razy (20,21). 
Ta selektywność działania w stosunku do plazminogenu zaadsorbowanego na 
powierzchni włóknika wynika z obecności w cząsteczce t-PA miejsc wiążących 
włóknik.

Znajomość funkcji poszczególnych domen t-PA (16-18) skłoniła liczne ośrodki 
naukowe oraz firmy biotechnologiczne do podjęcia prac nad otrzymaniem odmian 
(mutein) tego białka o korzystniejszych właściwościach terapeutycznych. Stosując 
techniki inżynierii genetycznej i białkowej uzyskano setki nowych odmian t-PA, 
będących muteinami punktowymi, delecyjnymi, bądź hybrydami (koniugatami) z in
nymi cząsteczkami (22-24). Celem poszukiwań było znalezienie czynnika tromboli- 
tycznego o wyższej aktywności proteolitycznej, zwiększonym powinowactwie do 
włóknika oraz przedłużonym okresie półtrwania w osoczu. Zwracano też uwagę na 
koszty wytwarzania leku, próbując uzyskać aktywne białko w systemach ekspresyj
nych tańszych niż stosowane zazwyczaj hodowle komórek ssaczych (25). Do wytwa
rzania leków trombolitycznych zastosowano m.in. bakterie (26), drożdże (27), ko
mórki owadzie (28), oraz zwierzęta transgeniczne (29).

1.2. Odmiana delecyjna K2L-tPA

Jednym z najbardziej owocnych kierunków poszukiwań aktywnych mutein t-PA 
była konstrukcja odmiany delecyjnej K2L-tPA, w której z cząsteczki tkankowego akty
watora plazminogenu metodami inżynierii genetycznej usunięto trzy N-końcowe do
meny: F, E i K] (rys. 2). Na początku lat dziewięćdziesiątych XX w. w literaturze opisa
no trzy procedury otrzymywania białka K2L-tPA w bakteriach E. coli poprzez ekspresję:
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- syntetycznego genu zaopatrzonego w sekwencję liderową, z sekrecją białka 
do periplazmy (30);

- genu fuzyjnego, z sekrecją białka do podłoża i chemicznym odcięciem K2L-tPA 
od białka nośnikowego (31);

- rekombinowanego cDNA, izolowanie ciałek inkluzyjnych i ich renaturację (32).
We wszystkich trzech przypadkach uzyskano aktywne fibrynolitycznie białka

o masach cząsteczkowych zbliżonych do 38 kDa (ok. 350 aminokwasów), pozbawio
ne łańcuchów cukrowych, jednak poziom ekspresji białka w systemach sekrecyjnych 
był niezadowalający (30,31). Preparat uzyskany przez zespół z firmy Boehringer 
Mannheim poprzez renaturację ciałek inkluzyjnych (32), znany jako Reteplase lub 
BM 06.022, przeszedł wyczerpujące badania biologiczne oraz kliniczne (33) i w 1996 r. 
został dopuszczony przez amerykańską agencję PDA do stosowania w USA jako lek 
trombolityczny trzeciej generacji (Retavase™). Białko K2L-tPA (Reteplase) posiada 
wydłużony okres półtrwania w osoczu oraz preferencyjną aktywność w stosunku do 
plazminogenu związanego z włóknikiem, wykazując znaczną konkurencyjność 
w stosunku do macierzystego białka t-PA (Alteplase) (32). Sukces zespołu z firmy 
Boehringer Mannheim polegał na opanowaniu procesu renaturacji tworzonego z wy
soką wydajnością nieaktywnego, zdenaturowanego białka. Renaturacja jest w tym 
przypadku zadaniem szczególnie trudnym, ponieważ wiąże się z prawidłowym od
tworzeniem 9 mostków dwusulfidowych, obecnych w cząsteczce K2L-tPA. Złożo
ność technologii renaturacji białka znalazła zresztą odbicie w cenie leku Retava- 
se™, która jest porównywalna z ceną preparatu Alteplase wytwarzanego w komór
kach ssaczych.

W pracy przedstawiono wyniki badań autorów nad konstrukcją syntetycznego 
genu K2L-tPA, jego ekspresją w bakteriach E. coli oraz izolowaniem i renaturacją re
kombinowanego białka.

2. Materiały i metody

w badaniach wykorzystano: syntetyczne oligodeoksyrybonukleotydy, wytworzo
ne w Zakładzie Chemii Bioorganicznej CBMM PAN w Łodzi; enzymy: kinaza T4 PNK 
i ligaza T4 DNA (Amersham); nukleazy restrykcyjne Eco Rl, Nde 1, Barn HI, Sal 1, 
Kpn I, Pst I, Sph 1, Hind III (Amersham); plazmid do klonowania pUC 19 (New En
gland BioLabs); prokariotyczne wektory ekspresyjne: pKK 223-3 (Pharmacia), 
pDR540 (Pharmacia), pT7-7 (S. Tabor, Harward Medical School), pTTQ19 (Amers
ham), pT7TioHis (konstrukcja A. Płucienniczak, IBA, Warszawa), pTrxEus (Invitro- 
gen), pACMOD2-Arg (konstrukcja A. Płucienniczak IBA, Warszawa), pT7-7(ArgU); 
szczepy bakterii Escherichia coli: DH5a, JM105, 5346, BL21(DE3), GI724, GI698; prze
ciwciała poliklonalne anty-t-PA (PoIClone); IPTG (Serva); GSH, GSSG (Serva), chloro
wodorek guanidyny (Serva); złoża do oczyszczania białka: kolumna AQUAPORE 
RP-300, 220x4,6 mm (Perkin-Elmer), ETI-Sepharose - białko ETl (Erythrina trypsin in-
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hibitor, Boehringer Mannheim) immobilizowane na złożu CNBr-Sepharose (Pharma
cia); test aktywności Spectrolyse/Fibrin Assay (Biopool); białkowe wzorce masy (Sig- 

W pracy wykorzystano typowe procedury biołogii molekularnej opisanema
w podręczniku Molecular Cloning (34).

2.1. Konstrukcja syntetycznego genu R2L-tPA

Jako podstawę konstrukcji wybrano C-końcowy fragment białka t-PA o długości 
351 aminokwasów (od Asni77 do Pro527) (15). Sekwencja ta została przepisana na se
kwencję nukłeotydową obu komplementarnych nici genu w oparciu na kodonach 
zastosowanych w podobnej konstrukcji przez Bella i wsp. (35). Gen został następnie 
podzielony na 7 subfragmentów, o długościach od 33 do 224 par zasad (pz), zawie-

EB BS SB BK KP PS SH
1 1 \\\\\\\\\\\ 

1 WWWWWN
1 1 
1 1

33

EBS

192 197 86

,T
164 224

BKP ^ PSHT
166 pz

pz

1062 pz

Sekwencje początku i końca genu K2L-tPA;
Start Asn Ser Arg Pro Stop Stop

5’ AATT C AIG AAT AGC................................................. AGA CCA TAG TGA 3'
3’ G TAC TTA TCG..................................................TCT GGT ATC ACT TCGA 5

ECO Rl Hind III

Rys. 3. Strategia konstruowania syntetycznego genu K2L-tPA. Pokazano kolejne etapy klonowania 
subfragmentów genu w wektorze pUC 19 aż do otrzymania całkowitej sekwencji EBSBKPSH (Eco Rl - Barn 
HI - Sal I - Barn HI - Kpn I - Pst I - Sph I - Hind 111).
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rających na swoich końcach sekwencje rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne 
(rys. 3). Skrócone symbole subfragmentów pochodzą od nazw enzymów: EB (Eco RI 
- Barn HI, 33 pz), BS (Barn HI - Sal 1, 192 pz), SB (Sal I - Barn HI, 197 pz), BK 
(Barn HI - Kpn I, 86 pz), KP (Kpn 1 - Pst I, 164 pz), PS (Pst I - Sph 1, 224 pz), SH 
(Sph I - Hind III, 166 pz). Obie komplementarne nici komponentów genu K2L-tPA 
zostały następnie podzielone na krótkie jednoniciowe fragmenty (oligodeoksyrybo- 
nukleotydy), które zsyntetyzowano metodą amidofosforynową z wykorzystaniem 
zautomatyzowanego syntetyzera DNA ABl 380B. Łącznie zsyntetyzowano 60 frag
mentów o długościach od 18 do 46 nukleotydów. Po fosforylacji końców 5’ za po
mocą kinazy polinukleotydowej z faga T4 i hybrydyzacji komplementarnych oligo- 
nukleotydów przeprowadzano ligację dwuniciowych odcinków DNA, składających 
się na pojedyncze subfragmenty genu. Dwuniciowe DNA posiadające właściwą dłu
gość oczyszczano na 10% żelu poliakrylamidowym i ligowano z przeciętym odpo
wiednimi enzymami restrykcyjnymi plazmidem pUC 19. Ostatecznie plazmid ze 
wstawką wprowadzano do bakterii Escherichia coli (szczep DH5a) i klonowano. Se-

Rys. 4. Mapowanie genu K2L-tPA sklonowanego w wektorze pUC EH enzymami restrykcyjnymi:
1) wzorzec długości fragmentów DNA (pUC 19/Bsp RI): 587, 458, 434, 298, 267, 257, 174, 102, 80, 

18, 11 pz,
2) pUC EH/Eco RI - Hind III, fragment EBSKPSH odpowiada genowi K2L-tPA (1062 pz),
3) pUC EH/Eco RI - Sal I, fragment EBS (225 pz),
4) pUC EH/Bam HI, fragment BSB (389 pz),
5) pUC EH/Sal 1 - Sph 1, fragment SBKPS (671 pz),
6) pUC EH/Sal 1 - Hind 111, fragment SBKPSH (837 pz),
7) pUC EH/Kpn 1 - Hind 111, fragment KPSH (554 pz).
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kwencję nukleotydową każdego sklonowanego subfragmentu potwierdzono przez 
sekwencjonowanie metodą Sangera (36).

W kolejnych etapach subfragmenty genu K2L-tPA: EB, BS, SB, BK, KP, PS, SH izo
lowano z zawierających je plazmidów pUC 19 i stopniowo łączono EB-I-BS (EBS, 225 
pz), BK+KP (BKP, 250 pz), PS-ESH (PSH, 390 pz), SB-EBKP (SBKP, 447 pz), SBKP-f PSH 
(SBKPSH, 837 pz), i ostatecznie ES-ESBKPSH (ESBKPSH, 1062 pz) (rys. 3). Poprawność 
sekwencji sklonowanych w plazmidzie pUC 19 fragmentów EBS, BKP, SBKP, SBKPSH 
oraz ostatecznego konstruktu ESBKPSH potwierdzono poprzez mapowanie enzyma
mi restrykcyjnymi i porównanie długości otrzymanych odcinków DNA z odpowied
nimi wzorcami (np. pUC 19/Bsp Rl, pUC 19/Hinf 1) oraz przez sekwencjonowanie me
todą Sangera (36). Przykład mapowania enzymami restrykcyjnymi genu K2L-tPA skło- 
nowanego w plazmidzie pUC 19 przedstawiono na rysunku 4.

2.2. Próby ekspresji genu kodującego białko K2L-tPA w bakteriach Escherichia 
coli

Dwuniciowe DNA kodujące białko K2L-tPA wprowadzono do plazmidów ekspre
syjnych: pKK 223-3 (promotor lac indukowany IPTG, ekspresja w bakteriach E. coli 
szczep JM 105), pDR540 (promotor tac indukowany IPTG, ekspresja w bakteriach 
E. coli szczep JM 105), pT7-7 (promotor polimerazy RNA T7 indukowany pośrednio 
IPTG, ekspresja w bakteriach E. coli szczep BL21(DE3)), pTTQ19 (promotor tac indu
kowany IPTG, ekspresja w bakteriach E. coli szczep JM 105 lub 5346), i podjęto 
wysiłki mające na cełu uzyskanie rekombinowanego białka. Próby ekspresji genu 
K2L-tPA w wymienionych prokariotycznych wektorach ekspresyjnych nie powiodły 
się. Wśród białek bakteryjnych, rozdzielonych podczas elektroforezy na żelu polia- 
krylamidowym z SDS, nie obserwowano pojawienia się dodatkowego białka o masie 
cząsteczkowej około 38 kDa, zarówno przy bezpośrednim wybarwianiu żeli 
SDS-owych barwnikiem Coomassie Brillant Blue, czy też po zastosowaniu bardziej 
czułej reakcji z przeciwciałami poliklonalnymi anty-tPA. Przyłączenie do genu 
K2L-tPA sekwencji liderowej phoA (30), w celu wywołania sekrecji białka do peripla- 
zmy bakteryjnej również zakończyło się niepowodzeniem. Podjęto także próbę eks
presji K2L-tPA jako białka fuzyjnego z tioredoksyną w plazmidzie pT7TioHis (promo
tor polimerazy RNA z faga T7, gen tioredoksyny, 6xHis, ekspresja w bakteriach 
E. coli szczep BL21(DE3)), oraz w plazmidzie pTrxFus (promotor Pl, gen tioredoksy
ny, ekspresja w bakteriach E. coli szczep G1724 i G1698). W żadnym przypadku nie 
obserwowano tworzenia się białka fuzyjnego tioredoksyna-K2L-tPA o masie 
cząsteczkowej około 53 kDa.
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2.2.1. Otrzymywanie białka R2L-tPA w bakteriach Escherichia coli i koekspresją 
genu argU

Wobec niepowodzenia w uzyskaniu produktu ekspresji skonstruowanego przez 
nas syntetycznego genu kodującego białko K2L-tPA w najczęściej stosowanych sys
temach ekspresyjnych E. coli, zwróciliśmy uwagę na zastosowane przez nas kodony 
(35), a zwłaszcza na tryplety kodujące argininę. Trudności w ekspresji w systemach 
bakteryjnych genów, w których arginina kodowana jest przez tryplety AGA lub AGG 
zostały opisane przez Schenka i wsp. (37). Kodony AGA, popularne w genach białek 
eukariotycznych, są odczytywane w komórkach prokariotycznych przez występu
jący na bardzo niskim poziomie tRNA'^‘‘S"^, produkt genu argU (38). Wykazano, że 
obecność większej liczby trypletów AGA lub AGG w sekwencji kodującej dane białko 
znacznie obniża wydajność ekspresji w bakteriach E. coli, a wystąpienie powtórzeń 
tandemowych takich kodonów praktycznie uniemożliwia ekspresję genu w syste
mach bakteryjnych. Niekorzystny efekt wymienionych kodonów „argininowych” moż
na zniwelować stosując w systemie ekspresyjnym plazmidy, do których wprowadzo
no dodatkowo gen argU.

W przeprowadzonej analizie sekwencji skonstruowanego przez nas genu K2L-tPA 
wykazaliśmy obecność 17 pojedynczych kodonów AGA oraz jednej sekwencji tande
mowej, co mogło być przyczyną opisanych niepowodzeń. W celu poprawy warun
ków ekspresji tego genu w bakteriach E. coli zastosowaliśmy pomocniczy plazmid 
pAClVIOD2-Arg zawierający m.in. gen argU oraz gen oporności na tetracyklinę. Do 
bakterii E. coli wprowadzano po dwa plazmidy: ekspresyjny, zawierający gen K2L-tPA 
(zastosowano opisane wcześniej pKK223-3, pT7-7, pT7TioHis) oraz pomocniczy 
pACMOD2-Arg i selekcjonowano kolonie bakteryjne posiadające oporność na ampi
cylinę i tetracyklinę. Po potwierdzeniu obecności obu plazmidów stymulowano eks
presję rekombinowanego genu przez podanie IPTG. W żadnym przypadku nie ob
serwowano pojawienia się w lizacie bakteryjnym oczekiwanego produktu ekspresji 
genu K2f-tPA lub białka fuzyjnego tioredoksyna - K2L-tPA (obserwacja żelu poli- 
akrylamidowego z SDS).

Wobec niepowodzenia w ekspresji genu K2L-tPA w systemie z pomocniczym 
plazmidem kodującym gen argU, podjęta została próba zastosowania wektora eks
presyjnego pT7-7(ArgU), w którym umieszczony został zarówno gen K2L-tPA jak 
i argU. Wektor pT7-7(ArgU) został skonstruowany na bazie plazmidu pT7-7 przez 
wprowadzenie genu argU w miejsce restrykcyjne Bgl 11. Po wcześniejszej korekcie 
sekwencji początku genu K2L-tPA, polegającej na wygenerowaniu sekwencji rozpo
znawanej przez enzym restrykcyjny Nde 1, wprowadzono go do plazmidu 
pT7-7(ArgU) wykorzystując miejsca restrykcyjne Nde 1-Hind 111. Tak przygotowanym 
plazmidem transformowano bakterie E. coli szczep BL21(DE3) i po indukcji promo
tora lac za pomocą IPTG uzyskano wydajną ekspresję genu K2f-tPA (rys. 5). Hodowlę 
prowadzono w podłożu wzbogaconym 2YT (1,6% Bacto-trypton, 0,5% ekstrakt droż- 
dżowy, 1% NaCl pH 7,0), w obecności ampicyliny (20 pg/ml), w temperaturze 37°C
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przez 4 godziny, z mieszaniem (150-200 rpm), aż do osiągnięcia gęstości komórek 
bakteryjnych (OD575) na poziomie 0,3-0,4. Po tym czasie następowała indukcja za 
pomocą IPTG (1 mM, 2-3 godz., temp. 37°C). Obecność białka K2L-tPA w bakteriach 
po etapie indukcji wykazano techniką western blotting, z zastosowaniem przeciwciał 
poliklonalnych anty-t-PA. Porównanie migracji otrzymanego białka z białkami wzor
cowymi w trakcie elektroforezy w żelu w obecności SDS wskazywało, że białko to, 
stanowiące około \0% wszystkich białek bakteryjnych, posiada oczekiwaną masę 
cząsteczkową około 38 kDa (rys. 5). Po dezintegracji ścian komórkowych bakterii 
i rozdzieleniu przez wirowanie frakcji białek rozpuszczalnych od frakcji nierozpusz-

42 kDa

K2L-tPA

134

Rys. 5. Ekspresja genu białka K2L-tPA w plazmidzie pT7-7(ArgU) w bakteriach E. coli BL21(DE3), elek
troforeza w żelu poliakrylamidowym z SDS.

1. Wzorzec masy cząsteczkowej białka (42 kDa).
2. Białka obecne w lizacie bakterii E. coli szczep BL21(DE3) hodowanych bez indukcji IPTG (brak eks

presji genu K2L-tPA).
3. Białka obecne w lizacie bakterii E. coli szczep BL21(DE3) po 3-godzinnej indukcji 0,1 M IPTG, 

obecne dodatkowe białko o masie cząsteczkowej ok. 38 kDa.
4. Białka obecne w ciałkach inkluzyjnych izolowanych przez wirowanie/przemywanie.
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czalnej okazało się, że rekombinowane białko K2L-tPA w całości lokalizuje się w cy- 
toplazmie bakteryjnej w postaci nierozpuszczalnych złogów, tzw. ciałek inkluzyj- 
nych. W celu otrzymania aktywnego białka, ciałka inkluzyjne zostały poddane pro
cedurze renaturacji. Sposób postępowania od momentu zakończenia hodowli bak
terii produkujących rekombinowane białko przedstawiono na schemacie.

Schemat

Strategia uzyskiwania aktywnego biatka K2L-tPA z ciatek inkluzyjnych.

Zniszczenie ścian komórkowych bakterii E. coli nadprodukujących białko K2L-tPA; 
kombinacja metody chemicznej, enzymatycznej i mechanicznej

I
Izolowanie ciatek inkluzyjnych poprzez wirowanie/przemywanie; 

wstępne oczyszczenie od innych składników komórkowych (rys. 5)

ł
Rozpuszczenie ciałek inkluzyjnych w warunkach redukujących; 

tworzenie mieszanych mostków dwusułfidowych z utlenionym glutationem (GSSG)

I
inkli

I
Oczyszczanie rozpuszczonych ciałek inkluzyjnych techniką RP HPLC (rys. 6)

Renaturacja białka i generowanie natywnych mostków dwusułfidowych poprzez rozcieńczenie w buforze 

renaturacyjnym zawierającym zredukowany glutation (GSH)

Końcowe oczyszczanie biatka K2t-tPA; 

chromatografia powinowactwa na złożu ETl-Sepharose (rys. 7)

2.3. Izolowanie aktywnego białka K2L-tPA z ciałek inkluzyjnych

Białka eukariotyczne produkowane w komórkach bakteryjnych bardzo często 
nie uzyskują właściwej struktury trzeciorzędowej i odkładają się w cytolazmie (rza
dziej w periplazmie) jako nieaktywne, bezpostaciowe, nie otoczone żadną błoną 
złogi określane jako ciałka inkluzyjne (IB - inclusion bodies). Cząstki IB charaktery
zują się cylindrycznym lub owalnym kształtem i porowatością struktury (39-41). 
Ciałka inkluzyjne tworzą się szczególnie w przypadku białek złożonych, zawiera
jących kilka mostków dwusułfidowych, choć niekiedy agregacji ulegają także małe 
białka. Początkowo sądzono, że przyczyną są uszkodzenia wiązań kowalencyjnych 
w łańcuchu polipeptydowym, ale odstąpiono od tego poglądu, gdy okazało się, że
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dla wielu białek po rozpuszczeniu ciałek inkluzyjnych w warunkach silnie denatu
rujących możliwy Jest powrót do natywnej konformacji po usunięciu czynnika dena
turującego (41). Innej przyczyny akumulacji szukano w nieprawidłowym tworzeniu 
się mostków dwusulfidowych. Okazuje się Jednak, że ciałka inkluzyjne powstają 
również w przypadku ekspresji białek nie zawierających w łańcuchu polipeptydo- 
wym reszt cysteinowych, pomiędzy którymi mogłyby się tworzyć takie wiązania. 
Wystarczającym czynnikiem indukującym tworzenie ciałek inkluzyjnych Jest zwykle 
nadprodukcja białka w komórce bakteryjnej, powodująca wzrost stężenia łańcucha 
polipeptydowego.

Wydajność procesu renaturacji, czyli uzyskania w pełni aktywnego białka ze sta
nu zdenaturowanego, w dużej mierze zależy od sekwencji aminokwasowej białka, 
warunków renaturacji i obecności zanieczyszczeń. Ciałka inkluzyjne nie są homo- 
genne. Obok rekombinowanego białka, które Jest zazwyczaj ich głównym składni
kiem, zawierają także białka bakteryjne, np. białka asystujące w procesie fałdowania 
łańcucha polipeptydowego, fragmenty błon komórkowych, czy też białka związane 
z błonami i kwasami nukleinowymi (41,42). Jedną z sugerowanych metod podwyż
szenia wydajności renaturacji rekombinowanego białka Jest Jego maksymalne oczysz
czenie w stanie zdenaturowanym. Dopiero oczyszczone, nieaktywne białko poddaje 
się procesowi renaturacji.

Ponieważ ciałka inkluzyjne charakteryzują się wyższą gęstością niż inne składni
ki komórki, mogą być w łatwy sposób izolowane poprzez wirowanie. Otrzymane 
bakterie eksprymujące białko K2L-tPA były poddane działaniu czynników chemicz
nych (detergenty), enzymatycznych (lizozym) i mechanicznych (ultradźwięki), w celu 
dezintegracji ścian komórkowych. Otrzymany homogenizat kilkakrotnie wirowano 
przemywając otrzymany osad ciałek inkluzyjnych odpowiednimi buforami. Uzyska
no w ten sposób wstępne oddzielenie białka K2L-tPA od większości białek bakteryj
nych. W typowym doświadczeniu, z 1 litra hodowli bakteryjnej uzyskiwano po in
dukcji od 0,8 do 1 g ciałek inkluzyjnych. Na podstawie analizy elektroforetycznej 
otrzymanych ciałek inkluzyjnych oszacowano, że K2L-tPA stanowiło około 40°o wszyst
kich białek zawartych w preparacie.

W celu rozerwania wszystkich niekowalencyjnych wiązań oraz redukcji mostków 
dwusulfidowych, otrzymane ciałka inkluzyjne poddano działaniu buforu o właściwoś
ciach silnie denaturujących i redukujących, o odczynie lekko alkalicznym (6 M chlo
rowodorek guanidyny/0,1 M Tris HCl, pH 8,5/5 mM EDTA/100 mM DTT). Mieszaninę 
inkubowano w czasie od 2 do 4 godzin w temperaturze pokojowej z silnym miesza
niem. Po upływie tego czasu nie rozpuszczony materiał oddzielono przez wirowa
nie. W kolejnym etapie z otrzymanego roztworu zawierającego zdenaturowane 
białka usunięto czynnik redukujący poprzez dializę do buforu zawierającego 6 M 
chlorowodorek guanidyny (pH 2,0) i przeprowadzono reakcję z utlenioną formą glu- 
tationu (GSSG). Procedura ta zabezpiecza zredukowane reszty cysteinowe przed 
przypadkowym utlenieniem przez utworzenie mieszanych mostków dwusulfido
wych białko-Cys-S-SG.
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Etap oczyszczania białka K2L-tPA od innych składników ciałek inkluzyjnych prze
prowadzono wykorzystując technikę wysokosprawnej chromatografii cieczowej 
(HPLC), na kołumnie AQUAPORE RP-300, 220 x 4,6 mm, przepływ 1 ml/min, stosując 
jako eluent 0,1% wodny roztwór kwasu trójfluorooctowego (TEA) z rosnącym stęże
niem acetonitrylu (liniowy gradient od 8 do 40% CH3CN w ciągu 30 min). W typo
wym doświadczeniu, w wyniku zastosowania opisanej procedury z preparatu 50 mg 
ciałek inkluzyjnych zawierających około 40% białka K2L-tPA uzyskano 4,7 mg prepa
ratu zawierającego około 90% tego białka (rys. 6).

Etap renaturacji rozpoczęto od usunięcia czynnika denaturującego poprzez bez
pośrednie rozcieńczenie, w stosunku 1:100, roztworu białka, otrzymanego po 
oczyszczeniu metodą RP HPLC, o wyjściowym stężeniu 1 mg/ml w buforze renatura- 
cyjnym. Stosowane bufory renaturacyjne zawierały Tris HCl (pH 8,0, 0,1 M), EDTA

K2L-tPA

M Cz 
kDa

206 -

117 -

79 -

48.3-

34,7-

21.3-

7,6 -

Rys. 6. Wynik oczyszczania biatka K2L-tPA metodą RP HPLC na kolumnie AQUAPORE RP-300 (elektro
foreza w żelu poliakrylamidowym z SDS).

1. Ciałka inkluzyjne wstępnie oczyszczone od większości białek bakteryjnych przez wirowanie/prze
mywanie.

2. Wzorzec masy cząsteczkowej białka (długości fragmentów zaznaczono na lewym marginesie).
3. Białko K2L-tPA oczyszczone metodą RP HPLC.
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(2 mM), GSH/GSSG (3 mM/0,3 mM) oraz zmienne stężenia chlorowodorku guanidyny 
(0,5 lub 1 M) i L-argininy (0 lub 0,5 M). Zastosowano różne czasy (od 20 do 
120 godz.) oraz temperatury prowadzenia procesu renaturacji (5, 16, 25 lub 30°C). 
Najlepsze wyniki uzyskano prowadząc renaturację w temperaturze 16°C, w czasie 
20-48 godz. w buforze zawierającym, oprócz stałych składników, 0,5 M chlorowo
dorku guanidyny oraz 0,5 M L-argininy. Zrenaturowane białko poddawano dalszemu 
oczyszczeniu stosując chromatografię powinowactwa na złożu ETl-Sepharose. 
Białko K2L-tPA wymywano 2 M roztworem rodanku potasowego. W typowym cyklu 
doświadczeń, wychodząc z 3 mg ciałek inkluzyjnych wyizolowanych przez wirowa
nie, po procesie oczyszczania metodą RP HPLC, renaturacji, oraz końcowego oczysz
czania drogą chromatografii powinowactwa uzyskiwano około 60 pg białka K2L-tPA

_

79

* . ....... • , . ..........

48,3'

34,7.

21,3-

K2L-tPA

Rys. 7. Test zymograficzny aktywności białka K2L-tPA po renaturacji i oczyszczeniu na nośniku 
ETl-Sepharose. Elektroforeza w żelu poliakrylamidowym zawierającym plazminogen i kazeinę. Żel wy- 
barwiony czernią amidową. Aktywator plazminogenu powoduje konwersję plazminogenu do plazminy, 
która z kolei hydroliztije kazeinę. Miejsca, w których kazeina uległa hydrolizie są widoczne w poistaci 
przejaśnień.

1. Wzorzec masy cząsteczkowej białka (długości fragmentów zaznaczono na lewym marginesie)).
2-7. Kolejne frakcje eluowane ze złoża ETl-Sepharose, zawierające aktywne białko K2L-tPA.
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O czystości 95% (oznaczenie metodą elektroforetyczną). Identyczność otrzymanego 
białka K2L-tPA potwierdzono techniką western blotting z zastosowaniem przeciwciał 
poliklonalnych anty-t-PA. Próba określenia masy cząsteczkowej białka techniką 
spektrometrii masowej MALDI TOF nie powiodła się. Aktywność fibrynolityczną 
białka K2L-tPA po renaturacji i oczyszczeniu określano za pomocą testu zymogra- 
flcznego (rys. 7), oraz testu aktywności Spectrolyse/Fibrin Assay (Biopool). Oczysz
czony preparat zrenaturowanego białka wykazywał aktywność 0,4 U/p,g. Pomimo 
względnie wysokiego poziomu ekspresji białka K2L-tPA w zastosowanym systemie 
ekspresyjnym E. coli w postaci ciałek inkluzyjnych, efektywność procesu oczyszcza
nia i renaturacji białka nie była zadowalająca.

3. Podsumowanie wyników

Gen kodujący białko K2L-tPA skonstruowano na bazie 60 syntetycznych oligo- 
deoksyrybonukleotydów, które były łączone enzymatycznie i klonowane w plazmi
dzie pUC 19. Ekspresję genu uzyskano w wektorze pT7-7(ArgU), zawierającym gen 
argU, kodujący rzadko występujący w bakteriach tRNA'^'‘S. Zastosowanie innych pro- 
kariotycznych systemów ekspresyjnych nie dało pozytywnych wyników. Białko K2L-tPA 
gromadziło się w cytoplazmie bakterii w postaci nieaktywnych ciałek inkluzyjnych, 
stanowiąc około 40% zawartych w nich białek. Po wstępnym izolowaniu przez wiro
wanie, ciałka inkluzyjne poddano oczyszczaniu metodą RP HPLC. Uzyskano białko 
oczyszczone do poziomu około 90%, stanowiące 10% wyjściowej masy ciałek inklu
zyjnych. Białko poddano renaturacji poprzez 100-krotne rozcieńczenie w buforze 
renaturacyjnym, po czym oczyszczono metodą chromatografii powinowactwa na 
nośniku ETI-Sepharose. Zastosowanie takiej procedury doprowadziło do otrzyma
nia kilkudziesięciu mikrogramów aktywnego białka, które posiadało oczekiwaną 
masę cząsteczkową około 38 kDa, dawało pozytywną reakcję z przeciwciałami poli- 
klonalnymi anty-t-PA oraz wykazywało aktywność specyficzną dla tkankowego akty
watora plazminogenu.

Badania przedstawione w pracy były częściowo finansowane z funduszów programu JPBR 3.3 oraz 
grantu KBN nr 6 6289 92 03. Autorzy dziękują prof. Andrzejowi Płucienniczakowi z Instytutu Biotechno
logii i Antybiotyków w Warszawie, za udostępnienie skonstruowanych przez siebie plazmidów zawie
rających gen argU.
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