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Inclusion bodies and their application for the production of recombi-
nant proteins in Escherichia coli expression system

Summary

Over-expression of recombinant proteins in Escherichia coli, the most fre-
quently used prokaryotic expression system, often results in the formation of
intracellulary aggregated, insoluble folding intermediates. It is generally
thought that protein aggregation is triggered by the failure of polypeptide in-
termediates to complete folding, leading to self-association. These aggregates
are known as inclusion bodies or refractile bodies, since they appear upon mi-
croscopic observation as highly refractile areas. The formation of inclusion bod-
ies often increases the yields of recombinant proteins and falicitates their isola-
tion. The aggregated proteins are usually protected from proteases and do not
harm host cells. Specific strategies are developed to produce bio-active pro-
teins with the participation of inclusion bodies. These procedures include:
1) isolation and purification of inclusion bodies, 2) solubilization of the protein
aggregates, and 3) renaturation of solubilized proteins involving formation of
native disulphide bonds.
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1. Wstep

Zaklocenie warunkow procesu fatdowania biatka wywotane, np. jego nadproduk-
cja, brakiem lub niedostateczng iloscig bialek pomocniczych, czy dziataniem innych
czynnikéw wywotujgcych stres komoérkowy powoduje, ze indywidualne czasteczki
polipeptydu zwijajg sie do pewnej stabilnej konformacji posredniej i asocjujg ze
sobg tworzgc oligomeryczne, nieaktywne biologicznie agregaty. Jako przyktad mo-
ga postuzy¢ agregaty o strukturze fibrylarnej, gromadzace sie w komadrkach neuro-
nalnych w postaci amyloidéw, bedace przyczyng licznych chordb neurodegeneracyj-
nych (1). Ze zjawiskiem tym mamy roéwniez do czynienia w przypadku nadekspresji
obcych genéw w komaérkach prokariotycznych, a szczegdlnie w przypadku biosynte-
zy bialek z wieloma resztami cysteinowymi. Bialka takie gromadzg sie czesto w cy-
toplazmie w postaci nierozpuszczalnych agregatéw, tzw. ciatek inkluzyjnych (ang.
inclusion bodies) (2). Doktadny mechanizm oddziatywan miedzyczasteczkowych pro-
wadzacych do agregacji jest stabo poznany. Wazna role w prawidlowym procesie
fatdowania, zaréwno w warunkach fizjologicznych jak i w warunkach stresu komér-
kowego, odgrywajg tzw. biatka opiekuncze, okreslane inaczej jako molekularne
chaperony (3). Niektére chaperony zabezpieczajg biatka przed agregacja, natomiast
inne biorg czynny udziat w procesie faldowania i rozpuszczania agregatéw. Minima-
lizujg one réwniez agregacje posredniczac w usuwaniu biatek, ktére nie moga by¢
prawidtowo pofatdowane (4). W pewnych warunkach biatka opiekuricze aktywnie
uczestnicza w tworzeniu agregatéw. W niektérych komérkach eukariotycznych
znajdujg sie elementy okotojadrowe zwane agresomami, w ktdrych chaperony pro-
mujg powstawanie ztogéw biatkowych (5,6). Tworzenie tych komplekséw stanowi
mechanizm zabezpieczajgcy komorki przed toksycznoscig Zle pofaldowanych bia-
tek. W komoérkach prokariotycznych powszechnym zjawiskiem jest tworzenie spe-
cyficznego typu zlogéw biatkowych - ciatek inkluzyjnych (7).

2. Przyczyny powstawania datek inkluzyjnych

z badan nad wytwarzaniem rekombinowanych bialek w bakteriach Escherichia
coli wynika, ze tworzenie sie cialek inkluzyjnych jest dla wiekszosci biatek raczej
reguta niz wyjatkiem (8). Po raz pierwszy obserwowano je podczas ekspresji genu
ludzkiej insuliny (9). P6Zniej okazato sie, ze ciatka inkluzyjne mogg powstawac tak-
ze w innych gramujemnych i gramdodatnich bakteriach (10). Co wiecej, nierozpusz-
czalne formy biatek moga sie tworzy¢ réwniez w komérkach drozdzy Saccharomyces
cerevisiae i innych nizszych organizméw eukariotycznych (11,12). Ciatka inkluzyjne
nie maja homogennego skfadu, a ich powstawanie nie jest zwigzane wytacznie z ek-
spresja genoéw biatek heterotogicznych. Agregacja in v;Vo jest obserwowana réwniez
w przypadku biosyntezy naturalnych biatek komorkowych, np. niosacych pewne
uszkodzenia lub powstajgcych w warunkach stresu komoérkowego. Powstawanie
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ciatek inkluzyjnych moze by¢ monitorowane mikroskopowo w trakcie hodowli, po-
niewaz daja silny efekt zatamania $wiatta (2). Poczatkowo sadzono, ze w przypadku
biosyntezy bialek heterologicznych powodem agregacji sa uszkodzenia wigzan ko-
walencyjnych w tanincuchu polipeptydowym. Odstgpiono jednak od tego pogladu gdy
okazalo sie, ze dla wielu biatek po rozpuszczeniu cialek inkluzyjnych w warunkach
silnie denaturujgcych mozliwy jest powr6t do natywnej konformacji po usunieciu
czynnika denaturujacego. Przyczyny agregacji szukano roéwniez w nieprawidiowym
tworzeniu sie mostkéw disulfidowych. Dla wielu rekombinowanych biatek posia-
dajacych w tancuchu polipeptydowym reszty cysteinowe, wytworzenie prawidio-
wych wigzan disulfidowych w bakteryjnej cytoplazmie jest niemozliwe. Okazuje sie
jednak, ze ciatka inkluzyjne powstaja takze w przypadku ekspresji biatek nie zawie-
rajacych w tancuchu polipeptydowym reszt cysteinowych, pomiedzy ktérymi mo-
glyby sie tworzy¢ takie wigzania. Naturalne biatka cytoplazmatyczne bakterii zazwy-
czaj nie zawierajg strukturalnych mostkéw disulfidowych. Niektére biatka cytopla-
zmatyczne posiadajgce w strukturze pierwszorzedowej cysteiny, np. reduktaza ry-
bonukleotydowa, czynniki transkrypcyjne OxyR i RsrA czy chaperon Hsp33 moga
przejsciowo wytwarzac takie wigzania jako cze$¢ swojego cyklu katalitycznego (13).
Utlenianie grup tiulowych reszt cysteinowych w bakteryjnej cytoplazmie jest jednak
utrudnione z powodu bardzo niskiego potencjatu redukcyjno-oksydacyjnego wy-
twarzanego przez dwa zespoty komorkowe: system tioredoksynowy i system gluta-
tion/glutaredoksyna (14). Ponadto, w warunkach fizjologicznych cytoplazma nie za-
wiera enzymow Katalizujgcych utlenianie grup tiulowych. Szczegdinym przedziatem
komérek bakteryjnych, w ktéorym mozliwe jest tworzenie strukturalnych mostkéw
disulfidowych jest przestrzen periplazmatyczna (14). Przyklady uzyskiwania aktyw-
nych biatek eukariotycznych w bakteriach E. coli, w warunkach umozliwiajacych ich
sekrecje do periplazmy, sugeruja istnienie w tym przedziale komérkowym aktywne-
go systemu utleniania i izomeryzacji wigzan disulfidowych (15,16). Reakcje te sg ka-
talizowane przez obecne w periplazmie biatka Dsb nalezgce do rodziny tioredok-
syn: DsbA, DsbB, DsbC, DsbD, DshbG (17-19).

3. Charakterystyka ciatek inkluzyjnych

3.1. Lokalizacja komérkowa, morfologia i wewnetrzna organizacja ciatek in-
kluzyjnych

Cialka inkluzyjne tworzg sie gtéwnie w bakteryjnej cytoplazmie, cho¢ spotyka
sie réwniez przyktady pojawiania sie agregatow w przestrzeni periplazmatycznej
(20,21). Czastki ciatek inkluzyjnych nie sg otoczone zadng btong, charakteryzujg sie
cylindrycznym lub owalnym ksztaltem, porowatoscig struktury, oraz szorstkg lub
gtadka powierzchnig (22). Nie okreslono jednak zwigzku pomiedzy ksztattem czy
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Rys. 1. Architektura ciatek inkluzyjnych. Obraz z mikroskopu elektronowego - ciatka inkluzyjne
przed (A) i po 5 min trawieniu trypsyna (B), wg (25).

charakterem powierzchni a wtasciwosciami zagregowanego biatka. Stosunkowo ma-
ta liczba tych czastek w komérce moze wskazywaé na to, ze mniejsze preagregaty
majg tendencje do tgczenia sie w wieksze agregaty (23,24). Chociaz ciatka inkluzyj-
ne okreslane sg czesto jako twory bezpostaciowe, to obserwacje mikroskopowe
agregatéw traktowanych trypsyng wykazaly, ze posiadajg one okreslong architektu-
re (25). Na rysunku | przedstawiono typowy obraz mikroskopowy ciatek inkluzyj-
nych przed- i po trawieniu enzymem proteolitycznym. Stwierdzono wspotistnienie
w zagregowanych biatkach szeregu populacji polipeptydéw znajdujacych sie w od-
miennych stanach konformacyjnych oraz w réznym stopniu wrazliwych na degrada-
cje proteolityczng. W przeprowadzonej analizie strukturalnej ciatek inkluzyjnych
potwierdzono wysoka zawartos¢ natywnej struktury drugorzedowej oraz obecnos¢
biatek w réznych stopniach pofatdowania (22,25-27). W badaniach procesu fatdowa-
nia, prowadzonych zaréwno w warunkach in vitro jak i in vivo wykazano, ze agregaty
nie powstajg z bialek natywnych na skutek zmian konformacyjnych, lub tez z catko-
wicie rozwinietych fancuchéw polipeptydowych, ale z czesSciowo pofaldowanych
stanow posrednich. Obserwacje procesu tworzenia sie ciatek inkluzyjnych w bakte-
riach produkujgcych rekombinowane biatka doprowadzity do wniosku, ze w trakcie
agregacji cialka inkluzyjne podlegajg ciagtej rekonstrukcji (28,29). Istnieje kinetycz-
na rébwnowaga pomiedzy procesem fatdowania tancuchéw polipeptydowych oraz
ich agregacjg. Wzrost ilosci ciatek inkluzyjnych w komdérce jest wynikiem przesunie-
cia robwnowagi pomiedzy procesami wytrgcania sie i rozpuszczania biatka. Zatrzy-
manie biosyntezy biatka w warunkach in vivo powoduje, ze ciatka inkluzyjne w ciggu
kilku godzin ulegajg catkowitemu rozpuszczeniu. Wigze sie to ze wzrostem steze-
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nia rozpuszczalnej formy biatka w komérce oraz pojawieniem sie zwigzanej z nim
aktywnosci (29). Agregaty typu ciatek inkluzyjnych sg zatem rezerwuarem odpor-
nych proteolitycznie bialek, ktére akumulujg sie do chwili, az chaperony lub prote-
azy komoérkowe beda zdolne do przeprowadzenia ich wtasciwego fatdowania lub
proteolizy.

3.2. Skiad ciatek inkluzyjnych

W typowych procesach biotechnologicznych otrzymywania biatek heterologicz-
nych poprzez nadekspresje kodujgcych je genéw w bakteriach E. coli, gtdwnym
sktadnikiem ciatek inkluzyjnych jest rekombinowane biatko (24,30). W skfad agrega-
tow wchodzg réwniez biatka komorkowe, np. biatka asystujagce w procesie faldowa-
nia tancucha polipeptydowego, takie jak mate biatka szoku cieplnego IbpA i 1bpB
(31). Biatka te wiaza sie jako pierwsze z fatdujacym sie tancuchem polipeptydowym,
sq zatem w pierwszej kolejnosSci wylapywane w procesie agregacji i zamykane
w czastkach tworzacych ciatka inkluzyjne. Pozostate skiladniki agregatéw to frag-
menty bton komodrkowych, biatka zwigzane z btonami i kwasy nukleinowe.

3.3. Wplyw agregacji na proces otrzymywania rekombinowanych biatek

Akumulacja nowo syntetyzowanych tancuchoéw polipeptydowych rekombinowa-
nych biatek w postaci ciatek inkluzyjnych jest powaznym problemem w biotechnolo-
gii (7). Wydajnos¢ procesu renaturacji, czyli uzyskania w petni aktywnego biatka ze
stanu zdenaturowanego, w duzej mierze zalezy od sekwencji aminokwasowej biatka,
warunkow renaturacji i obecnosci zanieczyszczeh. W przypadku, kiedy biatko moze
by¢ w prosty spos6b renaturowane, tworzenie ciatek inkluzyjnych jest zjawiskiem
korzystnym. Agregacja zapobiega w pewnym stopniu enzymatycznej degradacji bia-
tek poprzez fakt, ze miejsca wrazliwe na proteolize stajg sie mniej dostepne. W nie-
ktérych przypadkach biatka zawarte w ciatkach inkluzyjnych sg jednak wrazliwe na
degradacje proteolityczng. Wykazano bowiem, ze enzymy posiadajgce aktywnos$é
proteolityczng moga koagregowac z innymi biatkami w ciatkach inkluzyjnych. Woéw-
czas, w trakcie procesu renaturacji proteazy te sa aktywowane i powoduja degrada-
cje towarzyszacych im biatek. W sytuacji, gdy biatka w postaci natywnej sg toksycz-
ne dla wytwarzajacych je komoérek i nie moga by¢ syntetyzowane w formie aktyw-
nej, produkcja w postaci ciatek inkluzyjnych jest praktycznie jedyng mozliwoscig ich
uzyskiwania. Inng pozytywna wiasciwoscig ciatek inkluzyjnych jest to, ze zawierajg
one zazwyczaj duze ilosci obcego dla bakterii rekombinowanego biatka (zwykle na
poziomie 40-50%), ktére moze by¢ tatwo oddzielone od wiekszos$ci zanieczyszczen
komérkowych. Nadprodukcja biatka w komérce bakteryjnej, powodujaca gwattow-
ny wzrost liczby tworzacych sie farcuchéw polipeptydowych, jest wystarczajacym
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czynnikiem indukujacym powstawanie nieaktywnych ciatek inkluzyjnych. Potwier-
dzeniem tego faktu jest odktadanie sie agregatéw biatkowych w cytoplazmie bakte-
ryjnej w przypadku nadprodukcji homotogicznych biatek cytosolowych (32). Wyka-
zano, ze wydajnos¢ tworzenia sie natywnej formy biatka zatezy od wzglednych rela-
cji pomiedzy szybkosciami jego biosyntezy, faldowania oraz agregacji (33). Zgodnie
z tym modelem, szybkos¢ tworzenia sie natywnego biatka powinna rosnaé wraz
z obnizeniem poziomu ekspresji biatka, poniewaz w tych warunkach spada poziom
agregaciji tworzgcego sie biatka. Wykazano na przyktad, ze zredukowanie szybkosci
wzrostu mikroorganizméw poprzez obnizenie temperatury hodowli, zmiane warto-
&ci pH, czy zastosowanie specyficznego podtoza hodowlanego, powoduje podwyz-
szenie wydajnosci tworzenia sie aktywnego biatka (34). Powolny proces fatdowania,
prowadzacy do agregacji moze by¢ oczekiwany w przypadku biosyntezy rekombino-
wanych biatek posiadajgcych w natywnym stanie liczne mostki disulfidowe. Decydu-
je o tym etap wytwarzania mostkéw disulfidowych, ktéry jest etapem powolnym,
w wiekszosci przypadkow limitujgcym szybkosS¢ procesu fatdowania.

4. Uzyskiwanie aktywnych biatek z ciatek inkluzyjnych

w celu otrzymania biologicznie czynnego produktu agregaty biatkowe muszg
by¢ rozpuszczone i zrenaturowane. Procedura pozwalajgca na uzyskiwanie aktyw-
nych biatek z ciatek inkluzyjnych obejmuje trzy etapy:

1) izolowanie ciatek inkluzyjnych z komérek bakteryjnych i ich oczyszczenie;

2) rozpuszczanie ciatek inkluzyjnych;

3) renaturacja biatek wchodzgcych w sktad ciatek inkluzyjnych.

Komoérki bakteryjne zawierajace rekombinowane biatko
w formie ciatek inkluzyjnych

/\ 1. Liza komoérek
Supernatant 2. Wirowanie

Osad
1. Przemywanie buforami, wirowanie
Osad 2. Rozpuszczanie osadu, wirowanie
Supernatant

1. Renaturacja 1. Oczyszczanie
2. Oczyszczanie 2. Renaturacja

Oczyszczone, aktywne biologicznie biatko

Rys. 2. Schemat otrzymywania aktywnego biologicznie biatka z ciatek inkluzyjnych, strzatka skiero-
wana w bok oznacza frakcje odrzucona, wg (2).
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Dwa pierwsze etapy sg zazwyczaj wysokowydajne i tatwe do przeprowadzenia,
poniewaz w nieskomplikowany sposéb mozna uzyska¢ oczyszczone ciatka inkluzyj-
ne, ktére nastepnie rozpuszcza sie w odpowiednim buforze (szczegoly sa przedsta-
wione w tabeli). Etapem limitujgcym wydajnos$¢ catego procesu jest renaturacja. Po-
wodzenie tego etapu zalezy gtdwnie od wiasciwosci biatka podlegajacego renatura-
cji. Ogoélny schemat postepowania przedstawiono na rysunku 2.

4.1. 1zolowanie ciatek inkluzyjnych

Etap izolowania ciatlek inkluzyjnych polega na ich wyodrebnieniu z komorek
bakteryjnych. Poniewaz ciatka inkluzyjne charakteryzujg sie wyzsza gestoscig niz
pozostate sktadniki komérki, moga by¢ od nich w tatwy spos6b oddzielone poprzez
wirowanie. Po zniszczeniu Sciany komoérkowej bakterii metodami chemicznymi (de-
tergenty), enzymatycznymi (lizozym) lub/i mechanicznymi (dziatanie ultradzwieka-
mi), mieszanina poddawana jest kilkakrotnemu wirowaniu. Otrzymany osad ciatek
inkluzyjnych jest oddzielany od frakcji rozpuszczalnej i poddawany przemywaniu
buforami zawierajacymi niskie stezenie czynnikéw chaotopowych (np. mocznik czy
chlorowodorek guanidyny), lub detergentéw (np. Triton X-100) (2,35-37). Etap prze-
mywania ma na celu jak najdoktadniejsze usuniecie wszelkich pozostato$ci komor-
kowych, w tym roéwniez biatek bakteryjnych, ktére moga ulec adsorbcji na po-
wierzchni ciatek inkluzyjnych podczas procesu agregacji.

4.2. Rozpuszczanie ciatek inkluzyjnych

Osad zawierajacy ciatka inkluzyjne jest rozpuszczany w buforach o wiasciwo-
Sciach silnie denaturujgcych (4-7 M roztwor chlorowodorku guanidyny, 5-10 M roz-
twoér mocznika, 0,01-2% roztwory detergentdw jonowych), a jesli biatko zawiera
reszty cysteinowe, réwniez w roztworach o witasciwosciach silnie redukujgcych
(0,1-0,3 M roztwoér (3-merkaptoetanolu, 0,1 M roztwor ditiotreitolu lub ditioerytrito-
lu) (2,35-37). Zastosowanie tych odczynnikdw ma na celu likwidacje wszystkich nie-
kowalencyjnych oddzialywan wewnatrz agregatow oraz redukcje wigzan disulfido-
wych, jesli wystepujg one w tancuchu potipeptydowym. Poniewaz reakcje wymiany
tiol/disutfid przebiegaja z udzialem anionu merkaptydowego, rozpuszczanie ciatek
inkluzyjnych przeprowadza sie przy pH lekko alkalicznym (8,0-9,0). Proces prowadzi
sie w temperaturze pokojowej mieszajgc roztwor przez kilka godzin, po czym roz-
twor zawierajgcy frakcje rozpuszczonych biatek oddzieta sie przez wirowanie od
nierozpuszczalnej pozostatosci. Z czynnikdw denaturujacych czesciej polecany jest
chlorowodorek guanidyny, poniewaz mocznik w wysokim stezeniu ma tendencje do
czesciowego rozktadu. Powstajace w wyniku tego rozktadu jony cyjanianowe moga
reagowaé z wolnymi grupami aminowymi tancucha potipeptydowego powodujac
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nieodwracalna modyfikacje biatka (2). Jesli akumulacja pozadanego biatka w ciatkach
inkluzyjnych jest wysoka, a produkt nadekspresji stanowi ponad 50" catkowitej puli
biatek, wéwczas nie jest konieczne rozdzielenie nierozpuszczalnego i rozpuszczal-
nego materialu komoérkowego. Cialka inkluzyjne moga by¢ woéwczas rozpuszczane
bezposrednio poprzez traktowanie komoérek bakteryjnych czynnikami chaotropo-
wymi (np. 4 M roztworem chlorowodorku guanidyny) (36). Wéwczas gdy mamy do
czynienia z ciatkami inkluzyjnymi gromadzacymi sie w periplazmie, mozliwe jest ich
rozpuszczanie in situ, technikg w ktérej denaturant i czynnik redukujgcy sa dodawa-
ne bezposrednio do hodowli w koricowym etapie fermentacji (36). Kolejnym etapem
postepowania przed rozpoczeciem procesu renaturacji biatka jest usuniecie czynni-
ka redukujacego poprzez dialize lub filtracje. Jesli w fancuchu polipeptydowym re-
naturowanych biatek wystepuja reszty cysteinowe, stosuje sie czesto blokowanie
grup tiolowych poprzez reakcje z utleniong forma glutationu (G-S-S-G) prowadzace
do wytworzenia mieszanych mostkéw disulfldowych typu biatko-Cys-S-S-G (35). Pro-
cedura ta zabezpiecza zredukowane reszty cysteinowe przed przypadkowym utle-
nieniem. Pomimo opisanej procedury, rozpuszczone ciatka inkluzyjne mogag by¢
wcigz zanieczyszczone pozostato$ciami biatek komérkowych, kwasami nukleinowy-
mi i skltadnikami bton komérkowych. Obecnos¢ tych zanieczyszczen indukuje agre-
gacje podczas etapu renaturacji obnizajac jej wydajnos¢ i dlatego korzystne jest do-
datkowe oczyszczenie rozpuszczonej frakcji biatkowej przed ostateczng renatura-
cja (38). Mozliwe jest zastosowanie w tym celu chromatografii jonowymiennej, fil-
tracji zelowej lub wysokosprawnej chromatografii cieczowej na odwrdconej fazie
(RP HPLC). Wspdlng cechg wymienionych metod chromatograficznych jest mozli-
wos¢ uzycia buforéw utrzymujacych biatko w stanie zdenaturowanym i w petni zre-
dukowanym.

4.3. Renaturacja

Proces renaturacji rozpoczyna sie od usuniecia czynnika denaturujgcego. Mozna
to osiggngc stosujac nastepujgce procedury;

a. Rozcienczenie w buforze renaturacyjnym. Roztwor biatka jest stopniowo roz-
cienczany w buforze, ktérego gtéwne skiadniki sag podane w przedstawionej tabeli
(35-37). Oprécz odpowiedniego sktadu buforu renaturacyjnego bardzo istotne sg ta-
kie warunki procesu renaturacji jak temperatura, czas trwania czy stezenie biatka.

b. Dializa. Stopniowe uwalnianie zdenaturowanego biatka od czynnika denatu-
rujgcego poprzez dialize do buforu renaturujacego. Zbyt dlugi czas ekspozycji
biatka na posrednie stezenia denaturanta moze jednak powodowac jego ponowng
agregacje.

c. Diafiltracja. Jest to metoda szybsza niz dializa, jednak niepozadana akumula-
cja zdenaturowanego biatka na membranie moze znacznie ograniczy¢ jej stosowal-
nos¢.
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d. Filtracja zelowa. Do oddzielenia niskoczgsteczkowego czynnika denaturu-
jacego od biatka wykorzystuje sie znaczng réznice mas czasteczkowych. Wymywa-
nie biatka ze zloza prowadzi sie za pomocag buforu o wiasciwosciach renaturu-
jacych.

Tabela

Typowe warunki procesu izolowania i rozpuszczania ciatek inkluzyjnych oraz renaturacji rekombinowanego
biatka, wg (2,35-37)

Stezenie

Etap Czynnos¢ Typowy sktad buforu biatka Tempoeratura Czas
(mg/ml) e
t izolowanie — Tris HCI/EDTA/100 niM NaCl/PMSF/izozym - 25 10 min
ciatek (ultradZwieki, wirowanie)
inkluzyjnych - Tris HCI/EDTA/100 mM NaCl/mocznik/PMSF 4 1 godz.
z komorek (mieszanie, wirowanie)
bakterynych ~ Tris HCI/EDTA/l M NaCl 25 10 min
- H20 (mieszanie, wirowanie) 25 10 min
1] rozpuszczanie 6 M chlorowodorek guanidyny 5-10 25 2-4 godz.
ciatek 0,1 M TrisHCI pH 8,0
inkluzyjnych 1-5 mM EDTA pH 8,0
0,1 M DTT (lub DTE)*
usuwanie — obnizenie pH do wartosci 2,0-4,5 5-10 4
czynnika - dializa do buforu zawierajacego 6 M chloro-
redukujacego wodorek guanidyny, pH 2,0-4,5
11 renaturacja rozcienczenie 1:100 (1:200) w buforze zawie- <1 4-30** od kilku
rajagcym nastepujgce sktadniki (wszystkie lub godz.
czesc): do kilku
— TrisHCI pH 7,5-8,5 dni*=
- EDTA

- 0,5-0,7 M L-Arginina

- 0,5-2,0 M chlorowodorek guanidyny
- glicerol

— Triton X-100

— fosfolipidy

— GSH/GSSG***

* Czynniki redukujgce stosuje sig, gdy biatko zawiera reszty cysteinowe; ** warunki zalezne od wtasciwosci konkretnego
biatka; *** system GSH/GSSG (zazwyczaj 1:10) stosuje sie w przypadku biatek zawierajgcych reszty cysteinowe tworzace
mostki disulfidowe.

5. Podsumowanie
Bialka eukariotyczne produkowane w komorkach bakteryjnych bardzo czesto

nie uzyskuja wlasciwej struktury trzeciorzedowej i odkladajg sie w cytoplazmie (rza-
dziej w periplazmie) jako nieaktywne, bezpostaciowe, nie otoczone zadng btong
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ztogi okreslane jako ciatka inkluzyjne. Zjawisko to dotyczy najczesciej biatek zio-
zonych, posiadajgcych w natywnej strukturze liczne wigzania disulfidowe. Niepra-
widlowe zwijanie takich biatek jest konsekwencjg zbyt niskiego potencjatu reduk-
cyjno-oksydacyjnego bakteryjnej cytoplazmy oraz braku enzymow katalizujgcych re-
akcje utleniania grup tiolowych i izomeryzacji wigzan disulfidowych. Tworzenie
ciatek inkluzyjnych jest obserwowane réwniez podczas nadprodukcji matych biatek,
takze tych, ktére nie zawierajg wigzan disulfidowych. Fakt ten ttumaczy sie niedo-
stateczng iloscig biatek pomocniczych, aktywnie uczestniczgcych w procesie fatdo-
wania nowo syntetyzowanych polipeptydéw. Nadprodukcja biatka jest w tym przy-
padku wystarczajgcym czynnikiem wywotujgcym tworzenie agregatéw biatkowych.
W celu uzyskania biologicznie czynnego produktu ciatka inkluzyjne musza by¢ od-
dzielone od zanieczyszczenn komorkowych, rozpuszczone i zrenaturowane. Efek-
tywnos$¢ tego procesu zalezy gtdwnie od wtasciwosci konkretnego biatka. O powo-
dzeniu procesu decyduje zwlaszcza etap renaturacji, czyli wytworzenia warunkéw
pozwalajacych rozwinietemu tancuchowi polipeptydowemu przyja¢ natywna kon-
formacje, wlasciwg dla aktywnego bialka.
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