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1. Wstęp

Metody rekombinacji DNA umożliwiają otrzym3rwanie znacznych ilości cen
nych polipeptydów dla celów klinicznych (szczepionki, leki) i przemysło
wych (enzymy). Otrzymane tą drogą białka są najczęściej znacznie tańsze od 

izołowanych z naturałnych źródeł. Techniki inżynierii genetycznej mogą też 
być jedynym sposobem otrzymania pewnych polipeptydów. Umożliwiają na 
przykład otr2iymanie stabilnych białek prekursorowych, których pozyskiwnie 
ze źródła naturałnego jest niemożłiwe, gdyż są bardzo szybko modyfikowane 
po translacji. Otrzymane białka prekursora we mogą być cennym źródłem in
formacji o procesach prowadzących do powstania dojrzałej cząsteczki tych 
białek (1,2).

Jako organizmy gospodarza do ekspresji obcych (rekombinowanych) genów 
wykorzystuje się bakterie, drożdże, rośłiny oraz hodowłe komórek owadzich 
i ssaczych.

Spośród bakterii do ekspresji obcych genów najczęściej wykorzystywana 
jest Escherichia coli. Dla potrzeb inżynierii genetycznej wykorzystuje się de- 
fektywne mutanty K-12 i ^1776 o ograniczonej możliwości przeżycia poza 
warunkami laboratoryjnymi.

Wektory plazmidowe wprowadza się do komórek E. coli bezpośrednio 
poprzez transformację. Do ekspresji genów kodujących pożądane białka wyko
rzystywane są najczęściej promotory bakteryjne lac, trp, tac oraz PI faga X. 
Zastosowanie promotora PI regulowanego termolabilnym represorem pozwala 
na włączenie ekspresji genu po namnożeniu bakterii poprzez czasowe pod
wyższenie temperatury hodowłi. Umożłiwia to otrzymanie białek, których 
obecność w komórce hamuje podziały komórkowe (3,4,5).

Ekspresja obcych genów w E. coli może prowadzić do znacznej nadprodu
kcji oczekiwanego polipeptydu, dochodzącej do 50% całkowitej zawartości 
białka w komórce (6,7).

^ Zakład Badawczo-Wdrożeniowy i Inżynierii Genetycznej Terpol w Sieradzu, Przedsiębior
stwo Farmaceutyczne SA.

^ Centrum Mikrobiologii i Wirusologii PAN w Łodzi.
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Rekombinowane białko może być wytwarzane w postaci wolnej, gdy w we

ktorze ekspresyjnym bezpośrednio po sekwencjach regulacyjnych zaczyna się 
gen kodujący pożądane białko. Często jednak w przypadku niewielkich poli- 
peptydów i białek o właściwościach toksycznych dla bakterii nie można uzy
skać bezpośrednio ekspresji wprowadzonego genu. Ponadto wysoka aktyw
ność proteolityczna bakterii skierowana przeciwko obcemu białku może po
wodować jego całkowitą degradację w ciągu kilku minut (8). Wydajną eks
presję można w tych przypadkach osiągnąć poprzez dołączenie sekwencji ko
dującej oczekiwane białko do genu kodującego białko bakteryjne (łub jego 
część), stanowiące rodzaj nośnika. Białka powstałe w wyniku ekspresji tak 
skonstruowanych genów określa się jako fuzyjne, hybrydowe łub chimeryczne. 
Jako białka nośnikowe wykorzystywane są najczęściej enzymy (lub ich frag
menty) naturalnie występujące w komórkach E. coli: P-galaktozydaza (9), gala- 
ktokinaza (10), (3-laktamaza (11) lub białko kodowane przez gen CII faga X 
(5). Białka fuzyjne osiągają najczęściej wysoki poziom ekspresji, a ponadto 
są znacznie bardziej odporne na proteolizę od polipeptydów otrzymanych 
w stanie wolnym.

Dodatkowe sekwencje dołączane są również w celu efektywnego oczysz
czenia białka fu2yjnego za pomocą chromatografii immunopowinowactwa (zło
że z immobilizowanymi przeciwciałami), chromatografii powinowactwa typu 
enzymisubstrat (złoże z immobilizowanym substratem) lub chromatografii ty
pu metal chelate affinity chromatography (złoże z immobilizowanym jonem 
metalu).

Ekspresja genów w postaci białek fuźyjnych pociąga za sobą konieczność 
oddzielenia właściwego polipeptydu od fragmentu nośnikowego. W tym celu 
w miejscu łączenia obu części białka fuzyjnego wprowadza się (na etapie 
konstrukcji wektora ekspresyjnego) aminokwasy tworzące wiązania rozpozna
wane przez specyficzne proteazy lub ulegające łatwo hydrolizie chemicznej (6) 
(tab. 1). Hydroliza enzymatyczna jest bardziej specyficzna od chemicznej (nie 
występuje rozrywanie pr2ypadkowych wiązań peptydowych), ale znacznie bar
dziej kosztowna.

Białka otrzymane w postaci fuzji z białkiem nośnikowym nie zawsze wy
magają oddzielenia od nośnika, np. białka fu/yjne złożone z fragmentów bia
łek wirusowych i p-galaktozydazy stosowano jako antygeny w testach diag
nostycznych służących do oznaczania przeciwciał przeciw wirusowi HIV (12). 
W przypadku niewielkich polipeptydów połączenie z większym białkiem noś
nikowym zwiększało ich immunogenność przy otrzymywaniu przeciwciał (13).

Rekombinowane białka otrz}mywane w E. coli mogą być wydzielane do 
cytoplazmy, przestrzeni periplazmatycznej oraz na zewnątrz komórki bakte
ryjnej, pozostając w formie rozpuszczalnej lub częściej w postaci nierozpusz
czalnych agregatów zwanych ciałkami inklu2yjnymi (ang. inclusion bodies). 
Białka wydzielane poza komórkę bakteryjną są na ogół rozpuszczałne, ale 
poziom ekspresji nie przekracza najczęściej 1% całkowitej zawartości białka 
w komórce E. coli. Białka wydziełane do cytoplazmy częściej tworzą ciałka 
inkluzyjne niż białka wydzielane do periplazmy (14).
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Tabela 1
Stosowane metody rozcinania białek fuzyjnych (6)

Rozrywane wiązanie peptydowe Czynnik trawiący
i

—Met—X—
i

—^Asp—Pro—X—
i

—Asn—Gly—X—
i

—Ile—Glu—Gly—Arg—X—

bromocyjan

hydroliza kwaśna (pH = 2)

hydroksyloamina

czynnik Xa
i

—Arg(Lys)—X— trypsyna
i

—Pro a-2 kolagen—^X— kolagenaza
i

—(Asplą—Lys—^X—
i

His—Pro—His—Pro—His—Pro—^X—
i

—X—Arg—Arg—Arg—Arg

enterokinaza

aminopeptydaza IV

karboksypeptydaza B

X — dowolny aminokwas.

Nie udało się dotychczas ustalić warunków, które powodują, że jedne re- 
kombinowane białka otrzymywane w E. coli są rozpuszczalne, a inne tworzą 
ciałka inkluzyjne (15). Nie jest również w pełni poznany mechanizm tworzenia 
ciałek inkluzyjnych.

Rozpuszczalność rekombinowanych białek otrzymywanych w E. coli nie 
jest /^wiązana z ich pochodzeniem. W przeglądowej pracy Kene i Hartleya 
z 34. białek pochodzących z bakterii (w tym z E. coli), wirusów, drożdży i 
ssaków, otrzymywanych w komórkach E. coli tylko 11 pozostawało w super- 
natancie po odwirowaniu lizatu bakteryjnego. Nie stwierdzono również kore
lacji między rozpuszczalnością otrzymywanych białek a zastosowanym pro
motorem. Na rozpuszczalność nie ma wpływu również masa cząsteczkowa 
polipeptydu — ciałka inkluzyjne tworzy zarówno ludzki komplement C5a 
o masie 8 kDa, jak i rewertaza wirusa HIV o masie 66 kDa. Tworzenie przez 
rekombinowane białko nierozpuszczalnych agregatów nie jest też spowodo
wane jego nadprodukcją. Aspartaza otrzym3rwana w formie rozpuszczalnej 
w E. coli stanowiła aż 30% całkowitej masy białek w komórce. Również fuzja 
nierozpuszczalnego białka z dobrze rozpuszczalnym białkiem nośnikowym nie 
zawsze daje rozpuszczalny produkt. Na rozpuszczalność białek otrzymywa
nych w E. coli również, jak się wydaje, nie ma wpływu zawartość wiązań 
dwusiarczkowych (nawet białka nie zawierające cystein mogą być nierozpu
szczalne) oraz ich hydrofilowo/hydrofobowy charakter (7).

Rozpuszczalność rekombinowanych białek maleje w sposób istotny wraz
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ze wzrostem procentowej zawartości proliny w białku (16), co można tłuma
czyć brakiem u E. coli eukariotycznego enzymu biorącego udział w potrans- 
lacyjnej modyfikacji polipeptydów, izomerazy cis-trans prolylo-peptydylowej 
(ang. peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, PPI) (17).

Obniżenie temperatury hodowli bakterii z 37 do 30°C może prowadzić do 
znacznego 2^ększenia rozpuszczalności otrzymanego białka (ludzki interferon 
a2 i y) nawet z 18 (hodowla w 37°C) do 95% (hodowla w 30°C) (17).

Pr2^bycien i współ, zaobserwowali zmiany struktury Il-rzędowej (3-lakta- 
mazy otrzymywanej z ciałek inkłuzyjnych w bakteriach E. coli hodowanych 
w temperaturze 37 i 42°C.

W wyższej temperaturze następował ubytek struktury a helisy na korzyść 
struktury (3, która in vitro sprzyja agregacji łańcuchów polipeptydowych (18).

Moore i współ, zaobserwowali wzrost rozpuszczalności rekombinowanego 
białka wraz ze wzrostem żyzności pożywki zastosowanej do hodowli bakterii. 
Bakterie E. coli hodowane we wzbogaconej pożywce wytwarzały dwukrotnie 
więcej akt3rwnej dezaminazy deoksycytydylanu faga T4 niż hodowane w stan
dardowej pożywce LB (pożywka wg Luria-Bertani), a dziewięciokrotnie więcej 
w stosunku do pożywki minimalnej M9. Podobny efekt uzyskano również 
w przypadku ludzkiej dezaminazy dCMP, endonukleazy faga T4 i muteiny 
syntetazy tymidyłanu (19).

Dwukrotny wzrost rozpuszczalności ludzkiego hormonu wzrostu uzyskano, 
gdy w E. coli obok plazmidu zawierającego gen hormonu wzrostu, jednoczesnej 
ekspresji poddawano plazmid kodujący bakteryjne białko DnaK (20). Białko 
to wraz z innymi białkami E. coli z grupy białek szoku termicznego (DnaJ, 
GrpE, GroEL, GroES), określanych w literaturze jako chaperonin proteins, 
bierze udział w budowaniu prawidłowej konformacji polipeptydów syntetyzo
wanych w E. coli (21), a in vitro zapobiega tworzeniu agregatów w trakcie 
renaturacji zdenaturowanych polipeptydów (22).

Pozytywne rezultaty uzyskano również pr2^y jednoczesnej ekspresji w E. coli 
karboksylazy rybulozodwufosforanu i białek GroEL i GroES (23).

Przyczyną nierozpuszczalności białek otrzymywanych w E. coli może być 
to, że często są to wybrane fragmenty białek (np. zawierające ważne antyge
nowa epitopy), które same nie są zdolne do utworzenia prawidłowej, natywnej 
konformacji.

W przypadku białek eukariotycznych otrzymywanych w E. coli tworzenie 
się ciałek inkłuzyjnych może wynikać z różnic w funkcjonowaniu aparatu 
translacji u Eukariota i Prokariota.

U Prokariota translacja jest ściśle powiązana z transkrypcją i zachodzi 
znacznie szybciej niż w komórkach eukariotycznych. Bakteryjny mRNA jest 
nietrwały i jest poddawany translacji in statu nascendi w kompleksie trans- 
krypcyj no- translacyj nym.

Według C. Schein przyczyny formowania się rekombinowanych białek 
eukariotycznych w ciałka inklu2yjne mogą być następujące (17):

— wysoka lokalna koncentracja białka w komórce E, coli prowadząca do 
niespecyficznej agregacji łańcuchów polipeptydowych.

biotechnologia 4 (27) ’94
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— brak kompartymentacji w komórce bakteryjnej co powoduje, że synteza 
białka zachodzi w środowisku o potencjale redukując3nn, w którym nie mogą 
powstać mostki dwusiarczkowe, niezbędne do utworzenia prawidłowej kon
formacji białka,

— brak eukariotycznych enzymów biorących udział w procesie formowania 
się łańcucha polipeptydowego (białkowej izomerazy dwusiarczkowej — PDI, 
izomerazy cis-trans prolylo-peptydylowej — PPI, tioredoksyny) i jego potran- 
slacyjnej modyfikacji (fosforylacji, glikozylacji),

— sztywność łańcucha połipeptydowego i nietrwałość trzeciorzędowej stru
ktury większości białek sprzyjają agregacji.

Autorka wymienia jako mniej prawdopodobną przyczynę wysokie tempo 
syntezy białek u E. coli, za którym nie nadąża proces składania łaricucha 
połipeptydowego.

Fakt uzyskania rekombinowanego białka w postaci ciałek inkłuzyjnych ma 
również niepodważalne zalety. Ciałka inkłuzyjne zawierają prawie czyste biał
ko (nawet do 95%) w formie łatwej do wyizolowania z bakterii. Ponadto białko 
zagregowane w postaci ciałek inkłuzyjnych jest znacznie bardziej odporne na 
proteołizę niż białka rozpuszczone w cytoplazmie. Często wysoka aktywność 
proteolityczna skierowana przeciwko otrzymywanemu białku powoduje, że 
bardzo krótki czas półtrwania białka w komórce nie pozwala w ogóle na jego 
wyizolowanie. Pozytywny rezultat można uzyskać przez zastosowanie mutan
tów E. coli lore i htpR nie posiadających dwóch aktywności proteolitycz
nych (7).

Według Kane i Hartleya, gdy rekombinowane białka otrzym3rwane w E. coli 
uzyskają stabilną konformację są rozpuszczalne i nie ulegają degradacji, 
a gdy konformacja jest niestabilna to o ile są rozpuszczalne, ulegają szybko 
degradacji, a nierozpuszczalne tworzą ciałka inkłuzyjne (rys. 1) (7).

Kompleks transkrypcyjno-translacyjny

Formowanie łańcueha peptydowego

Stabilna konformacja

Rozpuszczalne

Niestabilna konformacja

Rozpuszczalne Nierozpuszczalne

Stabilne Degradacja Ciałka inkłuzyjne

Rys. 1. Losy rekombinowanych białek w komórkach Escherichia coli (7).
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w białkach syntetyzowanych w E. coli pierwszym aminokwasem jest for- 

mylowana metionina, która w naturalnych białkach bakterii po usunięciu 
grupy formylowej jest odłączana przez aminopeptydazy. W białkach rekom
binowanych otrzymywanych w E. coli początkowa metionina jest deformylo- 
wana, ale nie zawsze ulega odłączeniu. N-końcowa metionina stanowi dodat
kową determinantę antygenową nie występującą w naturalnym białku, co 
może obniżać jego wartość użytkową. Konieczne jest wówczas enzymatyczne 
usunięcie początkowej metioniny in vitro (6).

Na podstawie badania sekwencji białek zarówno eukariotycznych jak 
i prokariotycznych ustalono, że warunkiem odłączenia N-końcowej metioniny 
in vivo przez aminopeptydazy E. coli jest występowanie na drugiej pozycji 
aminokwasu o krótkim łańcuchu bocznym (Gły, Ala, Cys, Ser, Thr, Vał, Pro) 
(6). Reguła ta nie potwierdziła się w przypadku ludzkiej interleukiny 2 (6) i 
szczurzej hydroksylazy fenyloalaninowej (24) otrzymywanych w E. coli. W obu 
przypadkach na drugiej pozycji występowała alanina, a mimo to odpowiednio 
90 i 25% otrzymanych łańcuchów połipeptydowych zachowało N-końcową me
tioninę. Prijyczyną może być niewystarczająca aktywność aminopeptydazowa 
E. coli przy dużej nadprodukcji rekombinowanego białka (25).

2. Systemy sekrecji rekombinowanych białek 
poza komórkę E. coli

2.1. Otrzymywanie białek wydzielanych do przestrzeni periplazmatycznej

Poziom ekspresji rekombinowanych białek wydzielanych do przestrzeni 
periplazmatycznej jest najczęściej znacznie niższy niż w przypadku białek 
pozostających w cytoplazmie (14). Sekrecja rekombinowanego białka do peri- 
plazmy zwiększa znacznie prawdopodobieństwo otrzymania rozpuszczalnego, 
stabilnego i aktywnego produktu (17). Oksydacyjny potencjał środowiska 
w przestrzeni periplazmatycznej sprzyja stabilizacji wiązań dwu siarczkowych 
w łańcuchach połipeptydowych (26). Białka wydzielone do peripłazmy są 
w mniejszym stopniu narażone na degradację proteolityczną, gdyż w prze
strzeni periplazmatycznej stwierdzono tylko 2 aktywności proteolityczne (7), 
np. proinsulina zlokalizowana w periplazmie jest 10 razy bardziej stabilna 
w porównaniu z otrzymaną w cytoplazmie E. coli (14). Znacznie łatwiejsze 
jest również wyizolowanie rekombinowanych białek z przestrzeni peripla
zmatycznej niż z cytoplazmy.

W celu uzyskania sekrecji do przestrzeni periplazmatycznej do sekwencji 
właściwego połipeptydu musi być dołączony peptyd sygnałowy, który zostaje 
odcięty w czasie przechodzenia połipeptydu przez błonę cytoplazmatyczną. 
Znana jest sekwencja aminokwasowa 13. peptydów sygnałowych pochodzą
cych z prekursorów białek zlokalizowanych w periplazmie i zewnętrznej oto
czce E. colt Peptydy sygnałowe E. coli mają długość 20 - 40 aminokwasów 
i zawierają silnie hydrofobową sekwencję o dużej konserwatywności (27,28).
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Do sekrecji rekombinowanych białek otrzymywanych w E. coli najczęściej sto
suje się sekwencje sygnałowe pochodzące z bakteryjnych enzymów peripla- 
zmatycznych: (3-laktamazy [ampC ) (11,29) i alkalicznej fosfatazy [phoA) (30), 
a także z integralnych białek błony cytoplazmatycznej: OmpA [ompA) (31,32), 
OmpF [ompF] (33), LamB [lamB) (26) oraz ciepłostabilnej enterotoksyny II (34, 
35), białek wiążących lybozę (RBP) i maltozę (MBP) (36).

Zastosowanie sekwencji sygnałowych eukariotycznych białek sekrecyjnych 
najczęściej nie powoduje wydzielenia pożądanego polipeptydu poza cytopłazmę 
(14). Pozytywne wyniki uzyskano natomiast, gdy zastosowano sekwencje syg
nałowe protein A i G ze Staphylococcus aureus (37,38).

Nie zawsze dołączenie peptydu sygnałowego do rekombinowanego białka 
powoduje jego sekrecję, np. ludzki tkankowy aktywator plazminogenu z przy
łączoną sekwencją sygnałową alkalicznej fosfatazy (phoA z E. coli) nadal two
rzył ciałka inkluzyjne w cytoplazmie (39). Przyczyną może być tendencja do 
agregacji długich odcinków hydrofobowych zawartych w sekwencjach sygna
łowych białek prekursorowych (40).

Na sekrecję białek do periplazmy duży wpływ ma struktura pierwszorzę- 
dowa otrzymywanego białka. Pojedyncze zamiany aminokwasów, 2wv^łaszcza 
w N-końcowej części cząsteczki, mogą całkowicie zahamować sekrecję na zew
nątrz komórki (41). Sprzyja natomiast sekrecji ujemny ładunek (duża zawar
tość aminokwasów dwukarboksyłowych) oraz hydrofilowy charakter otrzymy
wanego białka (17). Polipeptydy dołączane do sekwencji sygnałowych białek 
sekrecyjnych E. coli powinny mieć długość zbliżoną do białek z których po
chodziły sękwencje sygnałowe (33).

Sekwencje sygnałowe przyłączone do rekombinowanych białek najczęściej 
ulegają całkowitemu odcięciu przez proteazy w czasie przechodzenia przez 
błonę cytoplazmatyczną, tak że na stronę periplazmy przechodzą tylko „doj
rzałe” białka. W niektórych przypadkach dołączone do bakteiyjnego peptydu 
sygnałowego „obce” sekwencje powodują zahamowanie odcinania peptydu 
sygnałowego. Wówczas na zewnętrzną stronę błony cytoplazmatycznej może 
przedostawać się mieszanina „dojrzałych” i „niedojrzałych” (z peptydem sy
gnałowym) łańcuchów (26) lub też sekrecja zostaje całkowicie zahamowana, 
a powstające prekursory ulegają agregacji (40).

Re kombinowane białka wydzielane do periplazmy najczęściej pozostają 
w formie rozpuszczalnej. W nielicznych przypadkach mogą formować w peri- 
plazmie ciałka inkluzyjne o nieregularnej strukturze (42).

Powstanie bardziej wydajnych i uniwersalnych metod uzyskiwania rekom
binowanych białek wydzielanych poza komórkę E. coli będzie możliwe wraz 
z rozwojem badań nad mechanizmem transportu i sekrecji nowo tworzonych 
białek u tej bakterii.

Wykrycie u E. coli rybonukleinowych kompleksów analogicznych do czą
stek rozpoznających sekwencję sygnałową (SRP — signal recognition particle) 
u Eukariota, pozwala przepuszczać, że mechanizm transportu białek z rybo
somów na zewnątrz cytoplazmy E. coli jest bardzo podobny do transportu 
eukariotycznych białek sekrecyjnych przez błonę retikulum endoplazmaty-
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cznego (43). W skład SRP-podobnych cząstek E. coli (stała sedymentacji 11 S) 
wchodzi 4,5 S RNA i białko Ffh o masie 48 kDa.

W błonie cytoplazmatycznej E. coli stwierdzono występowanie białka FtsY, 
pełniącego funkcję SRP-receptora (ang. docking protein). Badania in vivo se- 
krecji białek periplazmatycznyeh E. coli ((j-laktamazy, alkalicznej fosfatazy, 
LamB, białek wiążących rybozę-RBP i maltozę-MBP) potwierdzają udział białka 
Ffh w transporcie i wydzielaniu nowo tworzonych polipeptydów na zewnątrz 
błony cytoplazmatycznej (36). Poznanie specyficzności SRP-podobnych kom
pleksów u E. coli w stosunku do sekwencji bakteryjnych peptydów sygnało
wych umożliwi opracowanie sztucznych sekwencji sygnałowych o dużej sile 
wiązania SRP, które będzie można wykorzystać do transportu i sekrecji re- 
kombinowanych białek (44).

2.2. Otrzymywanie białek wydzielanych do pożywki

Sekrecja poza komórkę E. coli do pożywki, z uwagi na łatwość oczyszczenia, 
jest najbardziej korzystnym sposobem otrzymywania rekombinowanyeh bia
łek. Białka wydzielane do pożywki zachowują ponadto natywną, rozpuszczalną 
konformację (14). Podstawowym ograniczeniem jest najczęściej bardzo niski 
poziom ekspresji otrzymywanych w ten sposób rekombinowanyeh białek, czę
sto nie przekraczający 0,02% całkowitej zawartości białka w komórce E. coli 
(wydajność ok. 1-2 mg z 1 1 pożywki) (45,46). Wydajność ekspresji powyżej 
1% całkowitego białka E. coli pozwala na zastosowanie metody na skałę prze
mysłową (14,47).

Mechanizm sekrecji rekombinowanyeh białek poza komórkę (do pożywki) 
nie jest jeszcze w pełni poznany i, jak się wydaje, jest bardziej złożony w po
równaniu z sekrecją do przestrzeni periplazmatycznej (14). Wykorzystanie sto
sowanych w przemyśle systemów sekrecji białek z innych mikroorganizmów 
(bakterie gramdodatnie i drożdże) (48) do sekreeji poza komórkę E. coli re- 
kombinowanych białek nie zawsze daje pozytywne rezultaty, np. fuzja ludz
kiego insulinopodobnego czynnika wzrostu II (IGF-II) z sekwencją sygnałową 
i domeną Z proteiny A była wydzielana do pożywki z komórek Staphylococcus 
aureus, a w prz}^adku ekspresji w E. coli ulegała degradacji w cytoplazmie (49).

Sekwencja sygnałowa jest niezbędna do przeniesienia białka przez błonę 
cytoplazmatyczną do przestrzeni periplazmatycznej, ale nie ma dowodów na 
to, że jest potrzebna do wydzielenia białka na zewnątrz komórki. Przypuszcza 
się, że o lokalizacji dojrzałego białka (czy ma pozostać w periplazmie, czy 
zostać wydzielone na zewnątrz komórki) może decydować informacja zawarta 
w jego N-końcowej sekwencji (50). Według Marston warunkiem wydzielenia 
rekombinowanego białka do pożywki może być podobieństwo jego N-końcowej 
części do autentycznego polipeptydu wydzielanego przez E. coli (14).

Sekrecję rekombinowanyeh białek do pożywki uzyskano w przypadku ek
spresji w E. coli białek fuzyjnych złożonych z:

— ludzkiego insulinopodobnego czynnika wzrostu I (IGF-I) i sekwencji syg
nałowej oraz domeny Z proteiny A ze S. aureus (38,51),
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— (3-endorfiny i peptydu sygnałowego białka OmpF (14),
— łańcucha Aa-fibr3mogenu i peptydu sygnałowego p-łaktama^ (14),
— ludzkiego hormonu wzrostu i białka uwalniającego bakteriocynę (52).

3. Metody izolowania rekombinowanych białek 
z komórek E. coli

3.1. Izolowanie białek z przestrzeni periplazmatycznej

W celu uwolnienia rekombinowanego białka wydzielonego do przestrzeni 
periplazmatycznej należy usunąć zewnętrzną ścianę bakteryjną nadtrawiając 
warstwę mureinową lizozymem, a następnie poddając bakterie działaniu 
związków chelatujących (np. EDTA) lub szokowi osmotycznemu (53). Komórki 
bakteryjne przyjmują wówczas postać sferoplastów. Jeżeli otrzymywane białko 
występuje w peidplazmie w formie rozpuszczalnej, sferoplasty i elementy ścia
ny komórkowej można usunąć za pomocą wirowania. Otrzymane w ten spo
sób białko ulega w nieznacznym stopniu zanieczyszczeniu białkami bakteryj
nymi, gdyż w periplazmie występuje tylko 4% całkowitego białka E. coli (6). 
Białka uwolnione z periplazmy są w niewielkim stopniu narażone na degra
dację proteolityczną, ponieważ większość akt}rwności proteolityeznych E. coli 
związana jest z cytoplazmą (7).

3.2. Izolowanie białek z cytoplazmy

Uwolnienie białka z cytoplazmy E. coli wymaga zniszczenia struktury za
równo ściany komórkowej jak i błony cytoplazmatycznej. W tym celu stosuje 
się najczęściej metody mechaniczne, takie jak: przeciskanie zamrożonych ba
kterii w prasie Frencha, sonikację, homogenizację w wysokociśnieniowym 
homogenizatorze Manton-Gaulina lub wielokrotne zamrażanie i rozmrażanie 
(6,53). Z uzyskanego lizatu bakterii, po odwirowaniu, dalszemu oczyszczaniu 
poddaje się supernatant, gdy rekombinowane białko jest rozpuszczalne lub 
osad, gdy występuje w postaci ciałek inkluzyjnych. Białko występujące w 
supematancie jest zanieczyszczone rozpuszczalnymi białkami pochodzącymi 
głównie z cytoplazmy, natomiast osad ciałek inkluzyjnych zawiera struktury 
ściany komórkowej i błony cytoplazmatycznej wraz z większością białek peri- 
plazmatycznych (głównie OmpA, OmpC i OmpF).

Lizę komórek E. coli można również przeprowadzić za pomocą roztworów 
mocznika, chlorowodorku guanidyny, NaOH (powyżej 0,01 M) lub silnych 
detergentów jonowych jak SDS i deoksycholan sodowy. Związki te powodują 
denaturaeję białek, dlatego liżę chemiczną stosuje się w przypadku polipe- 
ptydów otrzymywanych w postaci ciałek inkluzyjnych, które w tych warun
kach ulegają rozpuszczeniu. Stosowane są również kombinacje metod frzycz- 
nych i chemicznych, np. sonikacja bakterii w roztworze chlorowodorku gu
anidyny lub mocznika.
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w przestrzeni periplazmatycznej można uzyskać pozbawiając najpierw bak
terie ściany komórkowej, jak w przypadku izolowania białek z peripłazmy. 
Otrzymane sferoplasty, zawierające nienaruszone rekombinowane białko, ułe- 
gają łatwo lizie pod wpływem niewiełkich stężeń detergentów niejonowych. 
W ten sposób można otrzymać ciałka inkluzyjne pozbawione większości za
nieczyszczeń, gdyż po odwirowaniu łizatu sferoplastów zanieczyszczenia cyto- 
plazmatyczne pozostają w supematancie (1,54,55).

Lizaty komórek E. coli mają wysoką aktywność proteolityczną nawet w niskich 
temperaturach, dlatego roztwory w których przeprowad2^a się liżę bakterii po
winny zawierać inhibitory proteaz. Najczęściej stosowany jest fluorek fenylo- 
metylosulfonowy, EDTA, rzadziej aprotynina, leupeptyna i pepstatyna A (24).

W celu zmniejszenia lepkości lizatu kwasy nukleinowe można wytrącić 
siarczanem streptomycyny (56) lub zdegradować za pomocą lybonukleazy A 
i deoksyrybonukleazy 1 (57).

4. Metody oczyszczania rekombinowanych białek 
produkowanych w E. coli

4.1. Oczyszczanie białek wydzielanych do pożywki

Rekombinowane białka wydzielane są z komórek E. coli do poż}rwki w nis
kim stężeniu ok. 1-2 mg/l. Po oddzieleniu bakterii przez wirowanie białko 
można wytrącić z klarownej pożywki za pomocą wysalania siarczanem amo
nowym. Stosowano również liofilizację pożywki, a następnie oczyszczano biał
ko od niskocząsteczkowych zanieczyszczeń za pomocą sączenia molekularne
go (53). Ostateczne oczyszczenie białka przeprowadza się metodami chromato
graficznymi.

Skuteczne, jednostopniowe oczyszczanie rekombinowanych białek z poży
wki można uzyskać stosując metodę według Stahła i współ, wykorzystującą 
właściwości proteiny A i G ze Staphylococcus aureus do specyficznego wią
zania przeciwciał IgG i albuminy ludzkiej (37). Pożądane białko otrzymywane 
jest w postaci fuzji z dimerem domeny Z proteiny A (wiąże przeciwciała IgG) 
lub dimerem domeny B proteiny G (wiąże albuminę surowicy ludzkiej). Białko 
fuzyjne zawierające fragment ZZ łub BB oczyszcza się bezpośrednio z pożywki 
za pomocą chromatografii powinowactwa na Sepharose 2^wiązanej z IgG lub 
ludzką albuminą. W przypadku niestabilnych białek (ulegających degradacji 
w komórkach E. coli) autorzy proponują jednoczesne pr2^yłączenie peptydów 
ZZ i BB do obu końców właściwej sekwencji (rys. 2). Tak skonstruowane 
białka fuzyjne były znacznie bardziej stabilne w porównaniu do fuzji tylko 
z peptydem ZZ. Oczyszczano je za pomocą chromatografii podwójnego powi
nowactwa do IgG i albuminy ludzkiej związanych z Sepharose. W ten sposób 
udało się otrzymać ludzką proinsulinę, ludzki insulinopodobny czynnik wzrostu 
11, receptor ludzkich limfocytów T i szczurzą izomerazę dwusiarczkową (37).
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Rys. 2. Schemat cząsteczki białka fuzyjnego zawierającego dimeiy domen Z i B ze Staphy
lococcus aureus (37).

4.2. Oczyszczanie białek otrzymywanych w komórkach f. coli 
w formie rozpuszczalnej

Rekombinowane białka otrzymywane w cytoplazmie lub przestrzeni peri- 
plazmatycznej E. coli w formie rozpuszczalnej najczęściej zachowują natywną 
i stabilną konformację łańcucha polipeptydowego (14), dlatego wymagają sto
sowania łagodnych, niedenaturujących metod izolowania i oczyszczania.

Białka izolowane z przestrzeni periplazmatycznej są tylko w nieznacznym 
stopniu zanieczyszczone białkami bakteryjnymi w przeciwieństwie do białek 
izolowanych z cytoplazmy, które po lizie komórek uzyskuje się wraz z roz
puszczalnymi białkami E. coli. Do oczyszczania rekombinowanych białek 
z puli zanieczyszczeń bakteryjnych wykorzystuje się frakcjonowanie siarcza
nem amonowym oraz szereg metod chromatograficznych (6,53).

W wielu przypadkach niewielkie ilości oczyszczonego polipeptydu uzyskano 
po zastosowaniu kilku rozdziałów chromatograficznych np.:

— 100 gg oczyszczonej proteazy wirusa HfV-l uzyskano z 18 g wilgotnej 
masy bakteryjnej w wyniku frakcjonowania supematantu uzyskanego po lizie 
bakterii za pomocą chromatografii jonowymiennej na QAE-Sepharose, chroma
tografii opartej na oddziaływaniach hydrofobowych (heksylo-agaroza), chroma
tografii jonowymiennej na kolumnie Mono S (System FPLC, Pharmacia) i koń
cowym sączeniu molekularnym na Superose 6 (System FPLX^, Pharmacia) (58),

— 100 gg oczyszczonej odwrotnej transkryptazy wirusa HfV-l z 1 1 ho
dowli uzyskano w wyniku kolejnych chromatografii odwirowanego lizatu ko
mórkowego na fosfocelulozie, DEAE-Sephacel, fenylo-Sepharose i kolumnie 
Mono Q (System FPLC, Pharmacia) (57).

Niska wydajność i wysokie koszty tak złożonych procedur oczyszczania 
białek otrzymywanych w E. coli powoduje, że nadają się do stosowania tylko 
na skalę laboratoryjną.

Oczyszczenie rybonuklea2y z trzustki wołu i hydroksylazy fenyloalaninowej 
z wątroby szczura osiągnięto już po dwóch rozdziałach chromatograficznych, 
l^bonukleazę po wyekstrahowaniu z periplazmy oczyszczano chromatograficznie 
na kationitach: S-Sepharose i kolumnie Mono S (System FPLC, Pharmacia) (59).

Hydroksylaza fenyloalaninowa po wysoleniu siarczanem amonowym z li
zatu bakteryjnego była dalej oczyszczana chromatograficznie na fenyło-Sep- 
harose, a następnie zagęszczana na DEAE-cełułozie (24).

Ponad 95% czystości białko Tat wirusa HIV-1 otrzymano za pomocą są
czenia molekularnego na Superose 12 (System FPLC, Pharmacia). Przed chro
matografią białko było wysolone z odwirowanego lizatu 30% nasyceniem siar
czanu amonowego (60).
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po lizie bakterii siarczanem amonowym, a następnie rozdzielając chromato
graficznie na DEAE-celulozie (61). Również po jednokrotnej chromatografii na 
DEAE-celulozie uzyskano 95% oczyszczenie aldolazy kwasu N-acetyloneu- 
raminowego, po wcześniejszym wysoleniu siarczanem amonowym z rozpusz
czalnej frakcji lizatu komórkowego (25).

Wydajne jednostopniowe oczyszczanie rekombinowanych białek otrzymy
wanych w E. coli można uzyskać za pomocą chromatografii immunopowino- 
wactwa. Przyłączając przeciwciała skierowane przeciwko otrzymywanemu biał
ku do złoża chromatograficznego, np. cyjanobromowanej Sepharose lub aga- 
rozy związanej z proteiną A ze Staphylococcus aureus (Protein A-Sepharose, 
Pharmacia: Affi-Gel Protein A, Bio-Rad) można z lizatu bakteryjnego wydzielić 
pożądane białko za pomocą metody chromatografii immunopowinowactwa 
(38,62,63,64). Jeżeli przeciwciała takie są niedostępne (nie ma innych poza 
metodami inżynierii genetycznej możliwości uzyskania białka, np. w przypad
ku niektórych białek prekursorawych), można określone białko otrzymać w 
postaci fuzji z innym znanym białkiem, przeciwko któremu przeciwciała są 
łatwo dostępne, np. z (3-galaktozydazą. Białko fuzyjne można wówczas oczy
ścić chromatograficznie na kolumnie zawierającej immobilizowane przeciwcia
ła przeciwko (3-galaktozydcizie. Po rozcięciu cząsteczki białka fuzyjnego usuwa 
się P-gałaktozydazę z powstałej mieszaniny za pomocą powtórnej chromato
grafii na tym samym złożu (62).

Równie skuteczną metodą oczyszczania rekombinowanych białek jest chro
matografia powinowactwa typu enzym:substrat. W tym celu pożądany poli- 
peptyd należy otrzymać w postaci fuzji z enz3mem lub jego fragmentem wy
kazującym zdolność do wiązania substratu (53). Tak skonstruowane białko 
fuzyjne można oc2yścić z lizatu bakteryjnego za pomocą chromatografii po
winowactwa, z substratem łub analogiem substratu związanym na fazie stałej. 
Po hydrolizie białka fuzyjnego w ten sam sposób usuwa się część enzymaty
czną. Do oczyszczania rekombinowanych białek za pomocą chromatografii 
powinowactwa typu enzymisubstrat wykorzystywano reakcje: p-galaktozydazy 
z aminofenylotiogałaktozydem (APTG) (9,56), S-transferazy glutationu z glutatio- 
nem (65,66,67), acetylotransferazy chloramfenikolu z chloramfenikolem (53).

Dołączenie do otr2ymywanego białka sekwencji polihistydynowej umożliwia 
oczyszczenie otrzymanej fuzji za pomocą chromatografii powinowactwa typu 
metal chelate affinity chromatography na złożu z immobiłizowanym jonem 
metalu (Cu2+, Zn2+, Ca2+, Mg2+, Ni2+, Co2+) (68,69).

Połączenie fibroblastycznego C2ynnika wzrostu z autolizyną ze Streptococ
cus pneumoniae, której C-końcowa część wykazuje wysokie powinowactwo do 
trzeciorzędowych amin umożliwiło skuteczne oczyszczenie tak powstałej fuzji 
na DEAE-Sephacel (70).

Do oczyszczenia proteci2y wimsa HIV wykorzystano powinowacwo tego 
enzymu do inhibitora, pepstatyny A związanej z agarozą (71,72).
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4.3. Oczyszczanie białek otrzynnywanych w konnórkach E. coli 
w postaci ciałek inkluzyjnych

Ciałka inkluzyjne tworzą się w wyniku agregacji białek, które w wyniku 
syntezy w komórkach E. coli przyjmują niestabiłną, zdenaturowaną konfor
mację (7). Ciałka inkluzyjne formowane w cytoplazmie mają regularną budo
wę, są duże (średnica ok. 1 |im), najczęściej pojedyncze, położone centralnie 
lub peiyfeiycznie w komórce (73,74). W mikroskopie kontrastowofazowym są 
widoczne jako silnie załamujące światło złogi (53). Periplazmatyczne ciałka 
inkluzyjne są mniejsze od cytopłazmatycznych i mają nieregularną strukturę 
(42). W ciałkach inkluzyjnych poza rekombinowanym białkiem wykryto obec
ność 16S i 23S rfćNA, plazmidowego DNA, białek bakteryjnych: podjednostek 
polimerazy RNA, czynników translacji EF-Tu, białek rybosomalnych L7, L12, 
białek związanych z błoną cytoplazmatyczną OmpA, OmpC, OmpF oraz fo
sfolipidów błonowych i soli nieorganicznych (7,75,76). Nie stwierdzono nato
miast znaczących ilości białek uczestniczących w składaniu łańcucha połi- 
peptydowego (ang. chaperonin proteins) SecB i GroEL (42). Ciałka inkluzyjne 
mają dużą gęstość pławną, dlatego po uwolnieniu z komórek E. coli można 
je oczyścić od składników struktur komórkowych (fragmentów ściany komór
kowej i błony cytoplazmatycznej wraz ze związanymi białkami bakteryjnymi) 
za pomocą wirowania w gradiencie gęstości sacharozy (1,42,54, 77). W oczy
szczonych ciałkach inkluzyjnych zawartość rekombinowanego białka może 
osiągać 95% ich masy. Ilość i skład związków zanieczyszczających (białek, 
fosfolipidów i kwasów nukleinowych) w dużym stopniu zależy od sposobu 
ekspresji białka i wamnków hodowli bakterii (77). Istotne jest ustalenie czy 
zanieczyszczenia bakteryjne są wbudowywane w stmkturę ciałek inkluzyjnych 
w trakcie ich powstawania, czy też powstają w wyniku niespecyficznej adsor
pcji na powierzchni ciałek inkluzyjnych w trakcie lizy komórek. Zagadnieniom 
powstawania i budowy ciałek inkluzyjnych poświęcone są prace prowadzone 
przez zespół G.Georgiou nad ekspresją w E. coli p-laktamazy (18,42,77). (3-lak- 
tamaza, w zależności od warunków ekspresji, tworzy w E. coli ciałka inklu
zyjne w cytoplazmie lub w periplazmie przy czym znaczna część białka po
zostaje w formie rozpuszczalnej. Ciałka inkluzyjne p-laktamazy otrzymane 
w periplazmie zawierały wyżs2^y poziom zanieczyszczeń niż cytoplazmatyczne. 
Poziom zaniec/^yszczeń ciałek cytopłazmatycznych zależny był również od wa
runków hodowli bakterii. Ilość zanieczyszczeń zwiększała się wraz ze wzro
stem temperatury i pH hodowli. W przeprowadzonyeh badaniach za pomocą 
mikroskopu elektronowego wykazano, że ciałka inkluzyjne periplazmatyczne 
i cytoplazmatyczne o dużej zawartości zanieczyszczeń miały nierówną poro
watą powierzchnię w przeciwieństwie do cytopłazmatycznych o małej ilości 
zanieczyszczeń, których powierzchnia była zwarta i gładka. Analiza składu 
molekularnego ciałek inkluzyjnych dowodzi, że w określonych warunkach 
agregacja |3-laktamazy jest wysoce specyficzna. Zanieczyszczenia występujące 
w ciałkach inkluzyjnych niespecyficznie adsorbują się na ich powierzchni 
w trakcie łizy komórek, dlatego ciałka o porowatej strukturze powierzchni



Tabela 2
Rozpuszczanie ciałek inkluzyjnych zawierających rekombinowane białka

w ROZTWORACH CHIX)ROWODORKU GUANIDYNY (79)
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Białko

Liezba
wiązań

dwusiarez-
kowych

Stężenie
GuHCl
mol/L

Czynnik
redukujący
(mmol/L)

PH

Czas
rozpusz
czania

(h)

Tempera
tura
(”C)

fragment
immunoglobuliny

5 6 DTT: 300 8,5 1 pokojowa

fragment
immunoglobuliny

2 7,6 2-ME: 100 8,0 1 37

lańeuch
immunoglobuliny

15 7,6 2-ME: 100 8,0 1 37

kinaza kreatyniny 2 7 DTT: 100 8,0 1 pokojowa
T-PA 17 7 2-ME; 50 7,5 24 4
T-PA 17 6 DTE:400 8,6 3 25
T-PA 17 6 DTE:200 8,6 2,5 25
T-PA mutant 12 7 2-ME: 100 7,5 24 4
T-PA domena 
„kringle 2”

3 7 DTT: 200 8 12 pokojowa

T-PA domena 
„kringle 2”

3 6 DTT: 5 8 12 pokojowa

urokinaza 6 5 — 8 12 4
prourokinaza 12 6 2-ME:50 8,5 12 pokojowa
albumina surowicy 
ludzkiej

17 7 2-ME: 100 7,5 — 4

ludzka insulina 3 6 2-ME: 140 — 1 —
ludzka insulina 3 7 DTP:1 7,9 — —
kurzy hormon wzrostu 2 6 — 8,5 — —
wołowy hormon 
wzrostu

2 6 — 8,5 — —

wołowy hormon 
wzrostu

2 6 — 8 80 pokojowa

hormon wzrostu 
węgorza

2 5 — 8 2 4

ludzka interleukina 2 1 8 DTT: 10 8,5 1 37
ludzka interleukina 2 1 7 — 7 1 4
ludzka interleukina 2 1 6 2-ME: 14 8 2 pokojowa
ludzka interleukina 4 3 6 2-ME: 14

GSH:2 i
8 2 pokojowa

ludzka interleukina 4 3 5 GSSG:0,2 8 1 pokojowa
ludzka interleukina 6 2 6 — 8,3 — —
wieprzowa fosfolipaza A2 7 6 Na2S03:300 8 0,3 4
ludzki M-CSF 9 7 2-ME:25 7,5 4 pokojowa
ludzka angiogenina 3 7 2-ME: 100 7,5 — —
TGF-a 3 7 — — — —
ludzki IGF-I 3 6 2-ME: 10 — — —

M-CSF, czynnik stymulujący tworzenie kolonii makrofagów; TGF-a, transformujący czynnik 
wzrostu a; IGF-1, insulinopodobny czynnik wzrostu; T-PA, tkankowy aktywator plazminogenu; 
DTT, ditiotreitol; DTE, ditioerytrytol; DTP, ditiopropanol; 2-ME, 2-merkaptoetanol; GSH, zredu
kowany glutation; GSSG, utleniony glutation.
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zawierają więcej zanieczyszczeń. Potwierdzeniem tej tezy jest to, że w wielu 
przypadkach zanieczyszczenia te można usunąć bez niszczenia struktury cia
łek inkluzyjnych za pomocą płukania w łagodnym detergencie, np. 50 mM 
roztworem oktyłogłukozy (77).

Za pomocą kolejnych ekstrakcji roztworem detergentu jonowego (deoksy- 
chołan sodu), niejonowego (oktyłogłukoza) i soli chiałotropowej (KSCN) usu
nięto białka zanieczyszczające z ciałek inkluzyjnych zawierających białko ko
dowane przez ludzki egzon c-myc (3). Metoda ta zastosowana do oczyszczania 
ciałek inkluzyjnych zawierających peptydy kodowane przez gen env wirusa 
H1V-1 spowodowała, że do roztworu oktyłogłukozy i KSCN wyekstrahowały 
się białka wirusowe z częścią zanieczyszczeń (5).

Z ciałek inkluzyjnych zawierających wołowy hormon wzrostu białka zanie
czyszczające wyekstrahowano roztworami mocznika o rosnącym stężeniu od 
0,5 do 2 M (78).

Tabela 3
Rozpuszczanie ciałek inkluzyjnych zawierających rekombinowane białka w roztworach mocznika (79)

Białko

Liczba
wiązań

dwusiarcz-
kowych

Stężenie
mocznika

mol/L

Czynnik
redukujący
(mmol/L)

pH

Czas
rozpusz
czania

(h)

Temera-
tura
(“C)

ludzki M-CSF 9 8 DTT:10 — 0,5 pokojowa
prochymozyna 3 8 — 8 1 pokojowa
chymozyna 3 7,5 — 7,5 — —
kozia a-laktoglobulina 3 8 DTT:1 7,5 — —
T-PA 17 8 — 8,5 — —
chrzanowa 
peroksydaza C

4 8 DTT:30 — 1 30

mysi EGF 3 8 DTT:1 8,3 — —
łańcuch
immunoglobuliny

15 7 DTP: 2 8 — —

fragment
immunoglobuliny

2 9 2-ME:20 10,8 — —

lizozym jaja kurzego 4 8 2-ME:500 8,6 2 40
rybonukleaza A 
trzustki wołu

4 8 2-ME:25 8 1 —

hormon wzrostu
łososia

2 7 — — — —

M-CSF — czynnik stymulujący tworzenie kolonii makrofagów; T-PA — tkankowy aktywator 
plazminogenu; EGF — epidermalny czynnik wzrostu; DTl' — ditiotreitol; 2-ME — merkaptoetanol.

Dalsze oczyszczanie rekombinowanych białek zawartych w ciałkach inklu
zyjnych możliwe jest po ich rozpuszczeniu. W tym celu najczęściej stosuje 
się stężone roztwory mocznika, chlorowodorku guanidyny, rzadziej detergenty 
jonowe jak: siarczan dodecyłu sodu, deoksychołan sodu i sarkozył oraz 
ekstrakcję w wysokim (pH>9) łub niskim (pH<3) pH (53,77,79). Rozpuszczanie
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białek zawartych w ciałkach inkłuzyjnych ułatwia redukcja wiązań dwusiar- 
czkowych. Jako C2^niki redukujące dodawane do roztworów rozpuszczają
cych ciałka inkłuzyjne stosowane są: 2-merkaptoetanol, ditiopropanoł, ditio- 
treitoł i ditioerytrytol. Przykłady rozpuszczania ciałek inkłuzyjnych w roztwo
rach chlorowodorku guanidyny i mocznika przedstawiono w tab. 2 i 3.

Roztwory rekombinowanych białek uzyskane po rozpuszczeniu ciałek in- 
kluzyjnych poddawane są dalszemu oczyszczaniu za pomocą metod chro
matograficznych, podobnie jak w przypadku białek rozpuszczalnych, z tą róż
nicą, że rozdziały chromatograficzne muszą być przeprowadzane w obecności 
C2ynnika utrzymującego białko w formie rozpuszczalnej. Oczyszczone białka 
poddawane są następnie renaturacji.

6. Metody renaturacji białek izolowanych z ciałek inkłuzyjnych

Rozpuszczenie białek zawartych w ciałkach inkłuzyjnych w roztworach 
o właściwościach denaturujących powoduje, że po ich oczyszczeniu konieczne 
jest odtworzenie natywnej konformacji łańcuchów połipeptydowych. Jeżeli 
otrzymane polipeptydy wykazują akt}rwność enzymatyczną lub hormonalną, 
skuteczność renaturacji można określić poprzez porównanie z aktywnością 
enzymatyczną (hormonalną) polipeptydów uzyskanych z naturalnych źródeł. 
W przypadku białek nie wykazujących aktywności biologicznej, np. białek 
strukturalnych, potwierdzeniem poprawności uzyskanej konformacji białka 
może być reakcja z przeciwciałami (zwłaszcza monoklonalnymi) uzyskan}mi 
na bazie polipeptydu otrzymanego z naturalnego źródła. W przypadkach, gdy 
weryfikacja struktury białka jest niemożliwa dąży się do uzyskania polipep
tydu w formie rozpuszczalnej w roztworach umożliwiających jego dalsze za
stosowanie, np. w soli fizjologicznej. Rozpuszczenie białka w roztworach dena
turujących (mocznik, chlorowodorek guanidyny) może być przyczyną nieod
wracalnych zmian w strukturze białka (14).

Oczyszczone chromatograficznie białka, otrzymane z ciałek inkłuzyjnych 
po usunięciu czynnika warunkującego rozpuszczalność (np. po oddiałizowa- 
niu mocznika), najczęściej ulegają agregacji i wypadają z roztworu. Można 
temu zapobiec poprzez znaczne rozcieńczenie białka przed usunięciem czyn
nika rozpuszczającego. Za bezpieczne uważa się stężenie białka poniżej 
20 |ig/ml (80). W przypadku ludzkiej interleukiny 2 agregacji zapobiegało 
dopiero rozcieńczenie do stężenia 1 pg/ml (81). Tak duże rozcieńczenie po
woduje znaczny wzrost objętości roztworu otrzymanego białka, co uniemożli
wia zastosowanie technologii na większą skalę. Z kolei zagęszczanie rozcień
czonych roztworów białek, np. za pomocą metody ultrafiltracji często prowadzi 
do agregacji i wytrącenia z roztworu (17).

Renaturację rekombinowanych białek z roztworów denaturujących, takich 
jak mocznik i chlorowodorek guanidyny można przeprowadzić poprzez zna
czne rozcieńczenie (100- 200-krotne) lub dializę wobec roztworu renaturują- 
cego. Niewielkie polipeptydy mogą renaturować z dużą wydajnością samo
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rzutnie po usunięciu czynnika denaturującego (53). Trudności związane z re- 
naturacją rekombinowanych białek rosną wraz ze wzrostem długości łańcu
cha połipeptydowego i zawartością mostków dwusiarczkowych.

Według Marston na wydajność renaturacji rekombinowanych białek mają 
wpływ następujące czynniki (53);

— szybkość przechodzenia z warunków denaturujących do renaturują- 
cych,

— stopień oczyszczenia renaturowanego białka,
— stężenie białka,
— skład jonowy i pH roztworu renaturującego,
— obecność czynników redukujących i utleniających wiązania dwusiarcz

ku we.
Przejście z warunków denaturujących — według autorki — nie powinno 

następować zbyt szybko. Korzystna jest dwustopniowa renaturacja. W pier
wszym stadium renaturacji białko osiąga konformację zbliżoną do natywnej, 
a w drugim całkowicie natywną. Zgodnie z tą zasadą renaturowano prekursor 
cielęcej chymozyny z 8 M mocznika do roztworu o pH 10,7 (częściowa rena
turacja), a po 15-30 minutach inkubacji do roztworu o pH 8,0 gdzie na
stępowała pełna renaturacja (82).

Zanieczyszczenie otrzymywanego białka innymi polipeptydami może zna
cznie obniżyć wydajność renaturacji. Z tego względu korzystne jest wcześ
niejsze oczyszczenie białka.

Znaczne rozcieńczenie renaturowanego białka daje przewagę oddziaływa
niom wewnątrzcząsteczkowym, sprzyjającym uzyskaniu właściwej konformacji 
połipeptydów. W stężonych roztworach białek znaczenia nabierają oddziały
wania między łańcuchami polipeptydowymi prowadzące do agregacji i wypa
dania białka z roztworu.

Siła jonowa roztworu renaturującego nie może być zbyt niska, gdyż sprzyja 
to agregacji połipeptydów. Umiarkowanie alkaliczne pH roztworu (najczęściej 
wykorzystywany jest zakres pH 7,5 - 8,5) predysponuje do wymiany wiązań 
dwusiarczkowych.

W skrajnie alkalicznym pH następuje samorzutna izomeryzacja wiązań 
dwusiarczkowych. Z kolei silnie kwaśne pH (=2) utrzymuje wolne grupy ho
lowe w białku w formie zredukowanej (53).

W celu wyeliminowania agregacji łańcuchów połipeptydowych, które uzy
skały nieprawidłową konformację (są mniej stabilne od prawidłowych łańcu
chów) do roztworów renaturujących dodawany jest mocznik lub L-arginina 
w stężeniach nie przekraczających 1 M (83,84). Niskie stężenia mocznika 
i L-argininy nie hamują aktywności większości enzymów, co umożliwia kon
trolowanie renaturacji otrzymanego białka.

Obecność detergentów niejonowych znosi oddziaływania hydrofobowe mię
dzy łańcuchami polipeptydowymi, które mogą być przyczyną agregacji białka. 
Najczęściej stosowane są: Tween 80, Triton X-100 i oktyłogłukoza (39).

Odtworzenie właściwej struktury mostków dwusiarczkowych ma zasadni
cze znaczenie dla odzyskania właściwej konformacji zdenat urowanych łaricu-
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chów polipeptydowych. Białka zagregowane w ciałkach inkluzyjnych mają naj
częściej niewłaściwą, przypadkową strukturę wiązań dwusiarczkowych (17). 
W czasie rozpuszczania ciałek inklu2^yjnych poddaje się je redukcji (2-mer- 
kaptometanolcm, ditiopropanołem, ditiotreitołem lub ditioerytrytołem), a na
stępnie odtwarza we właściwej strukturze w czasie renaturacji. W małych 
połipeptydach odtworzenie prawidłowej struktury następuje najczęściej samo
rzutnie po usunięciu ze środowiska czynników denaturujących i redukują
cych, jak np. w przypadku renaturacji p-endorfiny (53). Większe białka za
wierające kilka wewnętrznych wiązań dwusiarczkowych wymagają do ich pra
widłowego odtworzenia obecności niskocząsteczkowych reagentów zawierają
cych grupy tiolowe w formie zredukowanej i utlenionej. Wzajemna proporcja 
formy zredukowanej i utlenionej powinna być tak dobrana by stworzyć wła
ściwy potencjał oksydoredukcyjny dla tworzenia i wymiany wewnętrznych 
wiązań dwusiarczkowych (84). Jako formę utlenioną stosuje się utleniony 
glutation, a wolne grupy tiolowe wprowadza się w postaci ditiotreitołu, di- 
tioerytrolu, cysteiny łub zredukowanego glutationu. Wydajność renaturacji 
wiązań dwusiarczkowych zależy od dobrania właściwych proporcji i stężeń 
związków tiołowych i renaturowanego polipeptydu. Ważne są również pH 
i temperatura roztworu.

W pracy Buchnera i Rudolpha ustalono optymalne parametry renaturacji 
fragmentu Fab mysich przeciwciał otrzymanych w postaci ciałek inkluzyjnych 
(85). Sprawdzono dwa układy redox: glutation zredukowany i utleniony oraz 
ditiotreitol i utleniony glutation. Optymalne dla prawidłowego foraiowania się 
mostków dwusiarczkowych było stężenie 5 mM zredukowanego glutationu 
i 0,5 mM utlenionego łub 3 mM ditiotreitołu i 4 mM utlenionego glutationu. 
Najwyższą wydajność renaturacji uzyskano przy stężeniu białka równym 
20 pg/ml, temperaturze 10°C i 0,4 M stężeniu L-argininy, przy pH roztworu 
renaturującego w zakresie 7,8-8,2. Czas przy którym połowa białka została 
zrenaturowana wynosił 15 godzin. Kryterium poprawności struktury białka była 
zdolność do kompetycji naturalnych przeciwciał mysich w teście typu ELłSA.

Parametry renaturacji muszą być eksperymentalnie ustalane dla każdego 
rodzaju renaturowanego białka, np. optymalne stężenia zredukowanego 
i utlenionego glutationu dla ludzkiej interleukiny 6 wynosiły odpowiednio 2 
mM i 0,2 mM (83), a dla białka fuzyjnego złożonego z egzotoksyny A (Pseu
domonas) i fragmentu Fv ludzkiej IgG po 1 mM (86).

Do renaturacji wiązań dwusiarczkowych rzadziej stosowana jest technika 
sułfitolizy. W metodzie tej następuje konwersja grup tiołowych i wiązań dwu
siarczkowych w białku do pochodnych S-sulfonowych, z czym zAviE^zane są 
zmiany konformacyjne i wzrost ełektroujemności białka. Umożliwia to łatwe 
oc2yszczenie S-sulfonowych pochodnych białek za pomocą metody chromato
grafii jonowymiennej na złożach anionowych (87). Wiązania dwusiarczkowe 
ulegają odtworzeniu podczas inkubacji w roztworze alkalicznym (pH 10) 
w obecności cysteiny (88).

Białka odpowiedzialne za formowanie mostków dwusiarczkowych w ko
mórkach eukariotycznych: tioredoksyna i białkowa izomeraza dwusiarczkowa
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zastosowane in vitro do formowania mostków dwusiarczkowych w rekombino- 
wanych białkach nie dały spodziewanych efektów (17). Również zawartość 
natywnych polipeptydów nie zwiększyła się, gdy zastosowano nadprodukcję 
in vivo izomerazy dwusiarczkowej i izomerazy cis-trans prołylo-peptydyłowej 
poprzez koekspresję tych enzymów z rekombinowanym białkiem (89). Nato
miast, w wyniku koekspresji i kosekrecji do periplazmy bakteryjnej izomerazy 
dwusiarczkowej (produkt ekspresji genu dsbA) uzyskano cztemastokrotny 
wzrost aktywności roślinnego inhibitora a-amylazy/trypsyny (5 wewnętrznych 
wiązań dwusiarczkowych) w periplazmie E. coli Wamnkiem prawidłowego for
mowania się mostków dwusiarczkowych inhibitora in vivo była obecność w po
żywce zredukowanego glutationu (optymalne stężenie 5 mM) (90).

W przypadku białek nie wykazujących aktywności biologicznej poprawność 
uformowania się mostków dwusiarczkowych w łańcuchach połipeptydowych 
można sprawdzić za pomocą elektroforezy w żelu poliakiyloamidowym w obe
cności SDS (53). Rozdziałowi poddaje się próbkę białka nieredukowaną i biał
ko, w którym wiązania dwusiarczkowe zredukowano za pomocą 2-merkap- 
toetanolu. Jeżeli w próbce nie poddanej redukcji wystąpią frakcje o wyższej 
masie cząsteczkowej niż białko ze zredukowan3rmi grupami tiołowymi, stanowi 
to dowód na powstanie międzycząsteczkowych wiązań dwusiarczkowych. Tego 
typu nieprawidłowe wiązania dwusiarczkowe są przyczyną tworzenia się agre
gatów (mułtimerów) łatwo wypadających z roztworu. Ocenę wyników może 
uniemożliwić występowanie w preparacie zanieczyszczeń białkowych. Inter
pretacja możliwa jest wówczas po przeniesieniu białek z żelu poliakryloamido- 
wego na nitrocelulozę i uwidocznieniu właściwych białek z zastosowaniem 
techniki western biot.

Renaturacja wiązań dwusiarczkowych między podjednostkami białek zło
żonych stwarza dodatkowe trudności związane z koniecznością ustalenia wła
ściwych proporcji poszczególnych łańcuchów połipeptydowych w roztworze 
renaturującym. Osiągane wydajności renaturacji są najczęściej bardzo niskie, 
np. renaturowano otrzymane niezależnie lekkie i ciężkie łańcuchy ludzkiej 
IgG w funkcjonalne przeciwciało z wydajnością 3-5% (91). Udało się nato
miast z dużą wydajnością odtworzyć RNA polimerazę E. coli z niezależnie 
otrzymanych podjednostek a, (3, P’ i a, której aktywność była zbliżona do 
aktywności enzymu naturalnego (92).

Glikol polietylenowy dodany do roztworu renaturującego znacznie srwiększa 
wydajność renaturacji poprzez zapobieganie agregacji łańcuchów polipepty- 
dowych o pośredniej, częściowo natywnej konformacji (93). Metoda zastoso
wana do renaturacji białek o różnych masach cząsteczkowych (ludzkiego in
terferonu y — 19 kDa, ludzkiej deoksyrybonukleazy — 31 kDa i ludzkiego 
tkankowego aktywatora plazminogenu — 72 kDa) wymagała ustalenia opty
malnych proporcji stężenia białka i glikolu polietylenowego. Dla interferonu 
y największą wydajność renaturacji uzyskano, gdy stosunek molowy białka 
do glikolu polietylenowego w roztworze renaturującym wynosił 2:1. W przy
padku deoksyrybonukleazy najkorzystniejszy był stosunek 10:1, a dla tkan
kowego aktywatora plazminogenu 20:1. Proporcje te ustalono dla glikolu po
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lietylenowego o masie 3,35 kDa. Glikol polietylenowy o masie 8 kDa zwiększał 
wydajność renaturacji przy niższym stężeniu i w innych proporcjach w sto
sunku do białka (94).

Carlson i Yarmush uzyskali 360% wzrost wydajności renaturacji zreduko
wanej S-proteiny (aktywny enzymatycznie fragment lybonukleazy A z trzustki 
wolu, zawierający 4 wiązania dwusiarczkowe) w wyniku dodania do roztworu 
renaturującego, zawierającego po 1,5 mM zredukowanego i utlenionego glu- 
tationu, przeciwciał monoklonalnych przeciwko S-proteinie lub rybonukleazie 
A (95). Przy 5 pM stężeniu przeciwciał 95% białka uzyskiwało natywną kon
formację po 24-godzinnej inkubacji.

Białka E. coli indukowane szokiem temperaturowym (DnaK, DnaJ, GrpE, 
GroEL, GroES) uczestniczą in vivo w formowaniu struktury nowo tworzonych 
łańcuchów polipeptydowych [chaperonin proteins] (96). Zastosowane in vitro 
do renaturacji zdenaturowanych białek, zapobiegają ich agregacji i ułatwiają 
uzyskanie natywnej konformacji przez łańcuchy połipeptydowe (97). DnaK 
i GroEL wykazują in vitro wysokie powinowactwo do zdenaturowanych łań
cuchów polipeptydowych, zapobiegając ich agregacji. Nie wiążą się natomiast 
do połipeptydów o natywnej konformacji.

Langer i współ, badali in vitro oddziaływania białek DnaK, DnaJ, GrpE, 
GroEL, GroES z dwoma białkami: zredukowaną karboksymetyłołaktogłobułiną 
i siarkotransferazą tiosiarczanową. Białka te zdenaturowane chlorowodorkiem 
guanidyny przyjmują różne konformacje łańcuchów polipeptydowych: 
karboksymetyłołaktogłobułiną strukturę rozciągniętą, a siarkotransferaza po
stać nieuporządkowanego kłębka. Autorzy zaproponowali model sukcesywne
go działania bakteryjnych białek szoku temperaturowego, w którym DnaK 
przyłącza się do zdenaturowanych łańcuchów polipeptydowych. DnaJ działa
jąc synergistycznie zwiększa powinowactwo DnaK do renaturowanego białka, 
następnie za pośrednictwem GrpE połipeptyd o częściowo natywnej, pośred
niej konformacji zostaje przeniesiony na kompleks GroEL/ES, gdzie uzyskuje 
ostateczną, natywną strukturę (21). Aktywność białek DnaK i GroEL warun
kuje obecność ATP i Mg2+.

DnaK i kompleks GrpEL/ES mogą zwiększać poziom renaturacji połipepty
dów również niezależnie. Renaturacja zdenaturowanego białka fuzyjnego złożo
nego z egzotoksyny A (Pseudomonas) i fragmentu Fv ludzkiej IgG, otrzymanego 
w E. coli w postaci ciałek inkłuzyjnych wymagała zastosowania dużego nadmiaru 
DnaK w stosunku do renaturowanego białka (60:1). GroEL wykazywało nato
miast optymalne działanie w proporcjach stechiometiycznych 1:1 (86). Optymal
ne stężenie ATP dla działania DnaK wynosiło 10 pM, a dla GroEL 1 mM. Po
dobnie wysoki nadmiar DnaK (80:1) był wymagany do renaturacji nieaktywnej 
połimerazy RNA (98). Ponadto DnaK stymuluje in vitro tworzenie wiązml dwu- 
siarczkowych przez białkową izomerazę dwusiarczkową (86).

W badaniach nad renaturacją siarkotransferazy tiosiarczanowej zaobser
wowano, że dodanie do roztworu renaturującego samego GroEL powoduje 
stabilizację białka w konformacji nieuporządkowanego kłębka. Renaturacja 
białka nie zachodzi wówczas w ogóle, łub na poziomie niższym niż renaturacja
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spontaniczna (bez udziału GroEL). Warunkiem wydajnej renaturacji jest do
danie GroES i obecność ATP i Mg2+ (99).

Kompleks GroEL/ES zwiększał in vitro poziom renaturacji w przypadku: 
prekursora (3-laktamazy (100), syntetazy cytrynianowej (101), karboksyłazy 
rybułozodwufosforanu (102) i represora faga X (103).

Problemom renaturacji rekombinowanych białek poświęcona jest praca 
przeglądowa Fischera i współ. (79) oraz publikacja zbiorowa pod redakcją 
Georgiou i de Bemardez-Clark (104).
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Methods for isolation, purification and renaturation 
of recombinant proteins obtained in Escherichia coli bacteria

Summary

Escherichia coli is the most useful bacterial species applied to genetic engineering in recom
binant proteins production process. The supply of many polipeptides whith potential clinical or 
industrial use is often limited by their low natural availability. Overexpressed polipeptides may 
either be located in the cytoplasm and periplasm of E. coli or secreted through the cell membrane 
into the growth medium. Foreign proteins can be expressed in E. coli cells directly or as fusion 
proteins with prokaryotic sequences. Frequently, the overexpressed proteins acumulate in the 
bacterial cytoplasm or periplasm in the form of insoluble inclusion bodies.

This review considers isolation, purification, solubilization and renaturation of recombinant 
proteins from E. coli cells, whieh is still a serious methodological and technical problem.
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