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Construction of synthetic gene coding for KzL-tPA - deletion variant
of tissue plasminogen activator. Expression in E. coli and renatu-
ration of recombinant protein

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 ofthe 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 KzL-tPA - delecyjnej odmiany tkankowego aktywatora plazminogenu

1. Wstep

Zaburzenia w funkcjonowaniu uktadu krazenia krwi prowadzace do powaznych
schorzen, takich Jak: choroba niedokrwienna serca, zawat miesnia sercowego, zato-
ry ptucne, udary mézgu, s czestg przyczyng przedwczesnych zgondéw. Wcigz istnie-
je duze zapotrzebowanie na nowe srodki terapeutyczne, ktére mogtyby przywracac
wiasciwy stan nieprawidtowo dziatajacych systeméw krzepniecia krwi i fibrynolizy.
Fizjologiczna funkcja systemu fibrynolitycznego, polegajaca na utrzymaniu ptynno-
Sci krwi poprzez rozpuszczanie powstatych ztogéw, ulega czasami zaburzeniu. Nie-
wielkie zakrzepy lub agregaty ptytkowe, oderwane od $ciany naczynia krwionosne-
go moga by¢ przyczyng zatoréw i uniemozliwi¢ przeptyw krwi przez to naczynie.
Powstawaniu zakrzepdw sprzyjajg uszkodzenia naczyn krwionosnych, a w szczegol-
nosci zmiany miazdzycowe. Uaktywnienie procesu fibrynolizy powoduje rozpusz-
czenie ztogbw poprzez degradacje widknika stanowigcego gtéwny sktadnik zakrze-
pow, a tym samym czesciowe lub catkowite udroznienie naczynia krwionosnego.
Ma to szczegOlne znaczenie w miejscach takich jak naczynia wieficowe, gdzie wys-
tgpienie zatoru grozi ostrym zawatem miesnia sercowego.

Centralnym enzymem uktadu fibrynolitycznego jest plazmina. Powstaje ona z nie-
aktywnego biatka prekursorowego, plazminogenu, w wyniku hydrolizy wigzania
peptydowego Arg56]-Val552. Reakcje te katalizujg substancje okreslane jako aktywa-
tory plazminogenu (rys. 1). Stosowanie w praktyce klinicznej aktywatoréw plazmi-
nogenu potwierdzito ich skutecznos¢ jako lekéw trombolitycznych w terapii wielu
choréb o podiozu zakrzepowym. Ujawniono jednak niekorzystne skutki uboczne to-

Aktywacja procesu fibrynolizy Aktywacja procesu fibrynolizy
w krazeniu na powierzchni skrzepu

AKTYWATOR PLAZMINOGENU

streptokinaza - t-PA Inhibitory
stafylokinaza scu-PA aktywatorow
tcu-PA K2L-tPA plazminogenu
PLAZMINOGEN PLAZMINA
Inhibitory
plazminy
FIBRYNOGEN -» FIBRYNA -» PRODUKTY DEGRADACIJI FIBRYNY
TROMBINA

Rys. 1. Schemat dziatania aktywatorow plazminogenu w procesie fibrynolizy. Aktywatory plazmino-
genii wyzszych generacji (t-PA, scu-PA, K2L-tPA) przeksztalcajg selektywnie plazminogen do plazminy na
powierzchni skrzepu. Aktywatory takie jak streptokinaza, stafylokinaza czy tcu-PA nie wykazujg takiej
specyficznosci.
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warzyszace takiej terapii, np. ryzyko wystgpienia krwotokéw. Zréznicowana sku-
tecznos$¢ poszczegdllnych czynnikéw trombolitycznych oraz mozliwosé wywotywa-
nia przez nie niekorzystnych skutkéw ubocznych wynika gtéwnie z ich réznych
wtasciwosci i odmiennych mechanizméw dziatania (1).

Tradycyjnie w literaturze wyrdznia sie kilka generacji lekéw trombolitycznych.
Pierwszg generacje stanowig naturalne substancje: biatko pochodzenia bakteryjne-
go - streptokinaza (Streptase®) (2), oraz biatko izolowane z ludzkiego moczu -
urokinaza (3-6). Dziatanie tych substancji jest jednak mato specyficzne. Aktywacja
plazminogenu w krazacej krwi ma charakter systemiczny i wywotuje zaburzenia
funkcjonowania systemu krzepniecia poprzez m.in. degradacje fibrynogenu oraz
czynnikéw V i V111, co zwieksza ryzyko wystgpienia niepozadanych krwawien. Po-
nadto, w przypadku streptokinazy pojawia sie¢ problem immunogennosci biatka.

Do lekoéw trombolitycznych drugiej generacji zaliczany jest rekombinowany tkan-
kowy aktywator plazminogenu - rt-PA (Activase, Alteplase, Actilyse) (7), jednotan-
cuchowy aktywator typu urokinazowego - scu-PA (8) oraz acylowany kompleks
plazminogen-streptokinaza - APSAC {Anisoylated Plasminogen-Streptokinase Activator
Complex, Antistreptase, Eminase) (9). Posiadajg one znacznie korzystniejsze wias-
ciwosci trombolityczne. Nie powodujg aktywacji systemowej, a ich dziatanie naste-
puje na powierzchni zakrzepu.

Zastosowanie technik inzynierii genetycznej dato mozliwos¢ skonstruowania no-
wych czgsteczek biatkowych o udoskonalonych wiasciwosciach trombolitycznych,
charakteryzujgcych sie np. zwiekszonym powinowactwem do widknika, wydtuzo-
nym czasem poirwania w osoczu, czy zwiekszonej specyficznosci i selektywnosci
dziatania. Poszukiwania nowych aktywatoréw plazminogenu prowadzone sa po-
przez zastosowanie mutacji punktowych, mutacji delecyjnych, oraz konstrukcje hy-
bryd biatkowych (np. potgczenie znanych aktywatoréw plazminogenu z plazminoge-
nem czy tez z przeciwciatami monoklonalnymi) (10-12). Kilkanascie nowych prepa-
ratdw uzyskanych metodami biotechnologicznymi, okreslanych jako leki tromboli-
tyczne trzeciej generacji, znajduje sie aktualnie w r6znych fazach procesu rejestra-
cyjnego (13,14). Oprocz substancji opartych na elementach struktury t-PA oraz u-PA
sq wsroéd nich preparaty wywodzace sie z biatka C (CTC-111), biatek Sliny nietoperza
(ZK-152387), czy polipeptydu wytwarzanego przez szczepy Staphylococcus (stafyloki-
naza).

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

Ludzki tkankowy aktywator plazminogenu, t-PA (tissue plasminogen activator) jest
najwazniejszym obok aktywatora typu urokinazowego, naturalnie wystepujacym
biatkiem o charakterze enzymu proteolitycznego, katalizujgcym przejscie nieaktyw-
nego plazminogenu do aktywnej proteazy serynowej - plazminy. jest on jednotan-
cuchowg glikoproteing o masie czasteczkowej okoto 70 kDa, skladajacg sie
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z 527 aminokwasow, wsrod ktérych znajduje sie 35 reszt cysteinowych tworzacych
17 wigzan disulfidowych; N-koncowym aminokwasem jest seryna (15). Gen kodujacy
t-PA jest zlokalizowany w chromosomie 8 (8pl2) i jest podzielony na 14 eksonéw
(16). Czes¢ kodujaca genu t-PA zawiera 2530 pz; kodon start (ATG) znajduje sie
w pozycji 85, natomiast sekwencja terminujgca transkrypcje (TGA) znajduje sie
w pozycji 1771 (15). Lancuch polipeptydowy t-PA tworzy pie¢ domen strukturalnych
spetniajacych rézne funkcje (rys. 2) (15,17,18). Sa to: N-koncowa domena F - po-
dobna do segmentéw wystepujacych w fibronektynie (aminokwasy 1-50), domena E
- 0 budowie podobnej do epidermalnego czynnika wzrostu EGF (aminokwasy

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 biatka (F, E, K,, K2, L), mostki dwusulfidowe (wezyki) miejsca glikozylacji (gwiazdki), oraz miejsce
proteolizy (strzatka). Odmiana delecyjna K2L-tPA rozpoczyna sie od Asn 177.
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51-87), dwie domeny kringlowe K| i K2 (aminokwasy 88-175 i 176-263), oraz C-kon-
cowa domena L (aminokwasy 264-527). Miejsca wigzania witdknika znajdujg sie
w domenach F i K2, domeny F i E odpowiadajg za szybkie usuwanie aktywatora
z krazenia, natomiast w domenie L jest zlokalizowana aktywnos$¢ katalityczna enzy-
mu. Tkankowy aktywator plazminogenu nalezy do rodziny proteaz serynowych, do
ktorej nalezg réwniez m.in. trypsyna, chymotrypsyna i elastyna. W domenie L wyste-
puje typowa triada katalityczna ASP371, His322- Serd7g, ktéra jest charakterystyczna
dla innych proteaz serynowych. Enzymy te sg syntetyzowane jako jednotaricuchowe,
nieaktywne zymogeny, wymagajace aktywacji przez przeciecie fancucha polipepty-
dowego i utworzenie czgsteczki dwutarncuchowej. W takiej postaci ich aktywnosé
wzrasta 10"-10" razy (19). T-PA jest nietypowa proteaza serynowa, poniewaz jego
forma jednotancuchowa (sct-PA) jest réwniez aktywna. Flydroliza wigzania peptydo-
wego pomiedzy aminokwasami Arg275-le276 przez plazmine powoduje przejscie
z formy jednotancuchowej do dwutaricuchowej, co podwyzsza tylko kilkakrotnie ak-
tywnos¢ t-PA (19). Wewnatrz czgsteczki t-PA znajduja sie trzy miejsca glikozylacji na
resztach asparaginowych Asni]7, Asnig4 i Asn44g. Aktywacja plazminogenu do pla-
zminy przez t-PA odbywa sie na powierzchni zakrzepu, przy czym efektywnos¢ kata-
lityczna aktywatora po zwigzaniu z wléknikiem wzrasta od 200 do 400 razy (20,21).
Ta selektywnos¢ dziatania w stosunku do plazminogenu zaadsorbowanego na
powierzchni witdknika wynika z obecnosci w czasteczce t-PA miejsc wigzacych
wiéknik.

Znajomos$c¢ funkcji poszczegoinych domen t-PA (16-18) skionita liczne osrodki
naukowe oraz firmy biotechnologiczne do podjecia prac nad otrzymaniem odmian
(mutein) tego biatka o korzystniejszych wtasciwosciach terapeutycznych. Stosujgc
techniki inzynierii genetycznej i biatkowej uzyskano setki nowych odmian t-PA,
bedacych muteinami punktowymi, delecyjnymi, badz hybrydami (koniugatami) z in-
nymi czasteczkami (22-24). Celem poszukiwan byto znalezienie czynnika tromboli-
tycznego o wyzszej aktywnosci proteolitycznej, zwiekszonym powinowactwie do
wibknika oraz przedtuzonym okresie poéttrwania w osoczu. Zwracano tez uwage na
koszty wytwarzania leku, prébujac uzyska¢ aktywne biatko w systemach ekspresyj-
nych tanszych niz stosowane zazwyczaj hodowle komdrek ssaczych (25). Do wytwa-
rzania lekéw trombolitycznych zastosowano m.in. bakterie (26), drozdze (27), ko-
morki owadzie (28), oraz zwierzeta transgeniczne (29).

1.2. Odmiana delecyjna KzL-tPA

Jednym z najbardziej owocnych kierunkéw poszukiwan aktywnych mutein t-PA
byta konstrukcja odmiany delecyjnej K2L-tPA, w ktorej z czgsteczki tkankowego akty-
watora plazminogenu metodami inzynierii genetycznej usunieto trzy N-kofcowe do-
meny: F, E i K] (rys. 2). Na poczatku lat dziewieédziesigtych XX w. w literaturze opisa-
no trzy procedury otrzymywania biatka K2L-tPA w bakteriach E. coli poprzez ekspresje:
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- syntetycznego genu zaopatrzonego w sekwencje liderowg, z sekrecjg biatka
do periplazmy (30);

- genu fuzyjnego, z sekrecjg biatka do podtoza i chemicznym odcieciem K2L-tPA
od biatka nosnikowego (31);

- rekombinowanego cDNA, izolowanie ciatek inkluzyjnych i ich renaturacje (32).

We wszystkich trzech przypadkach uzyskano aktywne fibrynolitycznie biatka
0 masach czgsteczkowych zblizonych do 38 kDa (ok. 350 aminokwasow), pozbawio-
ne tanncuchow cukrowych, jednak poziom ekspres;ji biatka w systemach sekrecyjnych
byt niezadowalajacy (30,31). Preparat uzyskany przez zespot z firmy Boehringer
Mannheim poprzez renaturacje ciatek inkluzyjnych (32), znany jako Reteplase lub
BM 06.022, przeszedt wyczerpujgce badania biologiczne oraz kliniczne (33) i w 1996 r.
zostal dopuszczony przez amerykanska agencje PDA do stosowania w USA jako lek
trombolityczny trzeciej generacji (Retavase™). Biatko K2L-tPA (Reteplase) posiada
wydtuzony okres pottrwania w osoczu oraz preferencyjng aktywnosé w stosunku do
plazminogenu zwigzanego z wioknikiem, wykazujac znaczng konkurencyjnosé
w stosunku do macierzystego biatka t-PA (Alteplase) (32). Sukces zespotu z firmy
Boehringer Mannheim polegat na opanowaniu procesu renaturacji tworzonego z wy-
sokg wydajnoscig nieaktywnego, zdenaturowanego biatka. Renaturacja jest w tym
przypadku zadaniem szczegdlnie trudnym, poniewaz wigze sie z prawidiowym od-
tworzeniem 9 mostkow dwusulfidowych, obecnych w czasteczce K2L-tPA. Ztozo-
nos¢ technologii renaturacji biatka znalazta zreszta odbicie w cenie leku Retava-
se™, ktdra jest pordwnywalna z ceng preparatu Alteplase wytwarzanego w komoér-
kach ssaczych.

W pracy przedstawiono wyniki badan autoréw nad konstrukcjg syntetycznego
genu K2L-tPA, jego ekspresjg w bakteriach E. coli oraz izolowaniem i renaturacjg re-
kombinowanego biatka.

2. Materiaty i metody

w badaniach wykorzystano: syntetyczne oligodeoksyrybonukleotydy, wytworzo-
ne w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej CBMM PAN w todzi; enzymy: kinaza T4 PNK
i ligaza T4 DNA (Amersham); nukleazy restrykcyjne Eco RI, Nde 1, Barn HI, Sal |,
Kpn |, Pst I, Sph 1, Hind 1l (Amersham); plazmid do klonowania pUC 19 (New En-
gland BiolLabs); prokariotyczne wektory ekspresyjne: pKK 223-3 (Pharmacia),
pDR540 (Pharmacia), pT7-7 (S. Tabor, Harward Medical School), pTTQ19 (Amers-
ham), pT7TioHis (konstrukcja A. Piucienniczak, IBA, Warszawa), pTrxEus (Invitro-
gen), pACMOD2-Arg (konstrukcja A. Ptucienniczak IBA, Warszawa), pT7-7(ArgU);
szczepy bakterii Escherichia coli: DH5a, JIM105, 5346, BL21(DE3), GI724, GI698; prze-
ciwciala poliklonalne anty-t-PA (PolClone); IPTG (Serva); GSH, GSSG (Serva), chloro-
wodorek guanidyny (Serva); ztoza do oczyszczania bialka: kolumna AQUAPORE
RP-300, 220x4,6 mm (Perkin-Elmer), ETI-Sepharose - biatko ETI (Erythrina trypsin in-
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hibitor, Boehringer Mannheim) immobilizowane na ziozu CNBr-Sepharose (Pharma-
cia); test aktywnosci Spectrolyse/Fibrin Assay (Biopool); biatkowe wzorce masy (Sig-
ma W pracy wykorzystano typowe procedury biotogii molekularnej opisane
w podreczniku Molecular Cloning (34).

2.1. Konstrukcja syntetycznego genu RzL-tPA

Jako podstawe konstrukcji wybrano C-kornicowy fragment biatka t-PA o dtugosci
351 aminokwasow (od Asni77 do Pro527) (15). Sekwencja ta zostata przepisana na se-
kwencje nukileotydowg obu komplementarnych nici genu w oparciu na kodonach
zastosowanych w podobnej konstrukcji przez Bella i wsp. (35). Gen zostat nastepnie
podzielony na 7 subfragmentow, o diugosciach od 33 do 224 par zasad (pz), zawie-

EB BS SB KP PS SH

BK
ALY

WWWWWNI|

33 192 197 86 164 224 166 pz

EBS BKPY ] PSH I

pz

1062 pz
Sekwencje poczatku i konca genu KoL-tPA;
Start Asn Ser Arg Pro Stop Stop
5 AATT C AIG AAT AGC...ccciiiiiiiicreciceeeee e AGA CCATAG TGA 3
3 G TAC TTATCG.....coiiiiiiinicetieee e TCT GGT ATC ACT TCGA 5
ECO RI Hind IlI

Rys. 3. Strategia konstruowania syntetycznego genu K2L-tPA. Pokazano kolejne etapy klonowania
subfragmentéw genu w wektorze pUC 19 az do otrzymania catkowitej sekwencji EBSBKPSH (Eco Rl - Barn
HI - Sal | - Barn HI - Kpn | - Pst | - Sph | - Hind 111).
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rajacych na swoich koncach sekwencje rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne
(rys. 3). Skrécone symbole subfragmentéw pochodza od nazw enzyméw: EB (Eco Rl
- Barn HI, 33 pz), BS (Barn HI - Sal 1, 192 pz), SB (Sal | - Barn HI, 197 pz), BK
(Barn HI - Kpn I, 86 pz), KP (Kpn | - Pst I, 164 pz), PS (Pst | - Sph 1, 224 pz), SH
(Sph | - Hind Ill, 166 pz). Obie komplementarne nici komponentéw genu K2L-tPA
zostaty nastepnie podzielone na krétkie jednoniciowe fragmenty (oligodeoksyrybo-
nukleotydy), ktore zsyntetyzowano metoda amidofosforynowg z wykorzystaniem
zautomatyzowanego syntetyzera DNA ABI| 380B. tgcznie zsyntetyzowano 60 frag-
mentéw o dtugosciach od 18 do 46 nukleotydéw. Po fosforylacji konicow 5' za po-
mocg kinazy polinukleotydowej z faga T4 i hybrydyzacji komplementarnych oligo-
nukleotydéw przeprowadzano ligacje dwuniciowych odcinkéw DNA, sktadajgcych
sie na pojedyncze subfragmenty genu. Dwuniciowe DNA posiadajgce whasciwg diu-
gos$¢ oczyszczano na 10% zelu poliakrylamidowym i ligowano z przecietym odpo-
wiednimi enzymami restrykcyjnymi plazmidem pUC 19. Ostatecznie plazmid ze
wstawkg 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 diugosci fragmentéw DNA (pUC 19/Bsp RI): 587, 458, 434, 298, 267, 257, 174, 102, 80,
18, 11 pz,
2) pUC EH/Eco RI - Hind Ill, fragment EBSKPSH odpowiada genowi K2L-tPA (1062 pz),
) pUC EH/Eco RI - Sal |, fragment EBS (225 pz),
) pUC EH/Bam HI, fragment BSB (389 pz),
5) pUC EH/Sal | - Sph 1, fragment SBKPS (671 pz),
6) pUC EH/Sal | - Hind 111, fragment SBKPSH (837 pz),
7) pUC EH/Kpn | - Hind 111, fragment KPSH (554 pz).
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kwencje nukleotydowg kazdego sklonowanego subfragmentu potwierdzono przez
sekwencjonowanie metoda Sangera (36).

W kolejnych etapach subfragmenty genu K2L-tPA: EB, BS, SB, BK, KP, PS, SH izo-
lowano z zawierajgcych je plazmidéw pUC 19 i stopniowo tgczono 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). Poprawnos¢
sekwencji sklonowanych w plazmidzie pUC 19 fragmentéw EBS, BKP, SBKP, SBKPSH
oraz ostatecznego konstruktu ESBKPSH potwierdzono poprzez mapowanie enzyma-
mi restrykcyjnymi i poréwnanie dtugosci otrzymanych odcinkéw DNA z odpowied-
nimi wzorcami (np. pUC 19/Bsp RI, pUC 19/Hinf 1) oraz przez sekwencjonowanie me-
todg Sangera (36). Przyklad mapowania enzymami restrykcyjnymi genu K2L-tPA skio-
nowanego w plazmidzie pUC 19 przedstawiono na rysunku 4.

2.2. Proby ekspresji genu kodujacego biatko KzL-tPA w bakteriach Escherichia
coli

Dwuniciowe DNA kodujgce biatko K2L-tPA wprowadzono do plazmidow 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 posrednio
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 podjeto
wysitki majgce na cetu uzyskanie rekombinowanego biatka. Proby ekspresji genu
K2L-tPA w wymienionych prokariotycznych wektorach ekspresyjnych nie powiodty
sie. Wérdd biatek bakteryjnych, rozdzielonych podczas elektroforezy na zelu polia-
krylamidowym z SDS, nie obserwowano pojawienia sie dodatkowego biatka o masie
czasteczkowej okoto 38 kDa, zaréwno przy bezposrednim wybarwianiu zeli
SDS-owych barwnikiem Coomassie Brillant Blue, czy tez po zastosowaniu bardziej
czutej reakcji z przeciwciatami poliklonalnymi anty-tPA. Przytagczenie do genu
K2L-tPA sekwenciji liderowej phoA (30), w celu wywotania sekrecji biatka do peripla-
zmy bakteryjnej rowniez zakoriczylo sie niepowodzeniem. Podjeto takze probe eks-
presji K2L-tPA jako biatka fuzyjnego z tioredoksyng 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 P1, gen tioredoksy-
ny, ekspresja w bakteriach E. coli szczep G1724 i G1698). W zadnym przypadku nie
obserwowano tworzenia sie biatka fuzyjnego tioredoksyna-K2L-tPA o masie
czasteczkowej okoto 53 kDa.
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2.2.1. Otrzymywanie biatka RzL-tPA w bakteriach Escherichia coli i koekspresja
genu argu

Wobec niepowodzenia w uzyskaniu produktu ekspresji skonstruowanego przez
nas syntetycznego genu kodujgcego biatko K2L-tPA w najczesciej stosowanych sys-
temach ekspresyjnych E. coli, zwréciliSmy uwage na zastosowane przez nas kodony
(35), a zwtaszcza na tryplety kodujgce arginine. Trudnosci w ekspresji w systemach
bakteryjnych gendéw, w ktérych arginina kodowana jest przez tryplety AGA lub AGG
zostaly opisane przez Schenka i wsp. (37). Kodony AGA, popularne w genach biatek
eukariotycznych, sg odczytywane w komorkach prokariotycznych przez wystepu-
jacy na bardzo niskim poziomie tRNA”S" produkt genu argU (38). Wykazano, ze
obecnos¢ wiekszej liczby trypletow AGA lub AGG w sekwencji kodujacej dane biatko
znacznie obniza wydajnos$¢ ekspresji w bakteriach E. coli, a wystgpienie powtérzen
tandemowych takich kodondéw praktycznie uniemozliwia ekspresje genu w syste-
mach bakteryjnych. Niekorzystny efekt wymienionych kodondéw ,argininowych” moz-
na zniwelowac stosujac w systemie ekspresyjnym plazmidy, do ktérych wprowadzo-
no dodatkowo gen argU.

W przeprowadzonej analizie sekwencji skonstruowanego przez nas genu K2L-tPA
wykazalismy obecnos¢ 17 pojedynczych kodondw AGA oraz jednej sekwencji tande-
mowej, co mogto by¢ przyczyng opisanych niepowodzen. W celu poprawy warun-
kéw ekspresji tego genu w bakteriach E. coli zastosowaliSmy pomocniczy plazmid
pACIVIOD2-Arg zawierajacy m.in. gen argU oraz gen opornosci na tetracykline. Do
bakterii E. coli wprowadzano po dwa plazmidy: ekspresyjny, zawierajacy gen K2L-tPA
(zastosowano opisane wczesniej pKK223-3, pT7-7, pT7TioHis) oraz pomocniczy
pACMODZ2-Arg i selekcjonowano kolonie bakteryjne posiadajgce opornos¢ na ampi-
cyline i tetracykling. Po potwierdzeniu obecno$ci obu plazmidéw stymulowano eks-
presje rekombinowanego genu przez podanie IPTG. W zadnym przypadku nie ob-
serwowano pojawienia sie w lizacie bakteryjnym oczekiwanego produktu ekspresji
genu K2f-tPA lub biatka fuzyjnego tioredoksyna - K2L-tPA (obserwacja zelu poli-
akrylamidowego z SDS).

Wobec niepowodzenia w ekspresji genu K2L-tPA w systemie z pomocniczym
plazmidem kodujgcym gen argU, podjeta zostata proba zastosowania wektora eks-
presyjnego pT7-7(ArgU), w ktérym umieszczony zostal zar6wno gen K2L-tPA jak
i argu. Wektor pT7-7(ArgU) zostal skonstruowany na bazie plazmidu pT7-7 przez
wprowadzenie genu argU w miejsce restrykcyjne Bgl 11. Po wczes$niejszej korekcie
sekwencji poczatku genu K2L-tPA, polegajgcej na wygenerowaniu sekwencji rozpo-
znawanej przez enzym restrykcyjny Nde 1 wprowadzono go do plazmidu
pT7-7(ArgU) wykorzystujac miejsca restrykcyjne Nde 1-Hind 111. Tak przygotowanym
plazmidem transformowano bakterie E. coli szczep BL21(DE3) i po indukcji promo-
tora lac za pomocg IPTG uzyskano wydajng ekspresje genu K2f-tPA (rys. 5). Hodowle
prowadzono w podiozu wzbogaconym 2YT (1,6% Bacto-trypton, 0,5% ekstrakt droz-
dzowy, 1% NaCl pH 7,0), w obecnosci ampicyliny (20 pg/ml), w temperaturze 37°C
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przez 4 godziny, z mieszaniem (150-200 rpm), az do osiagniecia gestosci komorek
bakteryjnych (OD575) na poziomie 0,3-0,4. Po tym czasie nastepowata indukcja za
pomoca IPTG (1 mM, 2-3 godz., temp. 37°C). Obecnos$¢ biatka K2L-tPA w bakteriach
po etapie indukcji wykazano technikg western blotting, z zastosowaniem przeciwciat
poliklonalnych anty-t-PA. Poréwnanie migracji otrzymanego biatka z biatkami wzor-
cowymi w trakcie elektroforezy w zelu w obecnosci SDS wskazywato, ze biatko to,
stanowigce okoto \0% wszystkich bialek bakteryjnych, posiada oczekiwang mase
czasteczkowg okoto 38 kDa (rys. 5). Po dezintegracji $cian komoérkowych bakterii
i rozdzieleniu przez wirowanie frakcji biatek rozpuszczalnych od frakcji nierozpusz-

42 kDa
K2L-tPA

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

1. Wzorzec masy czasteczkowej biatka (42 kDa).

2. Biatka obecne w lizacie bakterii E. coli szczep BL21(DE3) hodowanych bez indukcji IPTG (brak eks-
presji genu K2L-tPA).

3. Biatka obecne w lizacie bakterii E. coli szczep BL21(DE3) po 3-godzinnej indukcji 0,1 M IPTG,
obecne dodatkowe biatko o masie czasteczkowej ok. 38 kDa.

4. Bialka obecne w ciatkach inkluzyjnych izolowanych przez wirowanie/przemywanie.
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czalnej okazato sie, ze rekombinowane biatko K2L-tPA w calosci lokalizuje sie w cy-
toplazmie bakteryjnej w postaci nierozpuszczalnych ztogéw, tzw. ciatek inkluzyj-
nych. W celu otrzymania aktywnego bialka, ciatka inkluzyjne zostaly poddane pro-
cedurze renaturacji. Sposéb postepowania od momentu zakonczenia hodowli bak-
terii produkujgcych rekombinowane biatko przedstawiono na schemacie.

Schemat

Strategia uzyskiwania aktywnego biatka K2L-tPA z ciatek inkluzyjnych.

Zniszczenie $cian komoérkowych bakterii E. coli nadprodukujacych biatko KzL-tPA;
kombinacja metody chemicznej, enzymatycznej i mechanicznej

Izolowanie ciatek inkluzyjnych poprzez wirowanie/przemywanie;
wstepne oczyszczenie od innych sktadnikéw komérkowych (rys. 5)

i

Rozpuszczenie ciatek inkluzyjnych w warunkach redukujacych;

tworzenie mieszanych mostkéw dwusulfidowych z utlenionym glutationem (GSSG)

Oczyszczanie rozpuszczonych ciatek inldlizyjnych technikg RP HPLC (rys. 6)

Renaturacja biatka i generowanie natywnych mostkéw dwusulfidowych poprzez rozcieniczenie w buforze
renaturacyjnym zawierajgcym zredukowany glutation (GSH)

Koricowe oczyszczanie biatka Kat-tPA;
chromatografia powinowactwa na ztozu ETI-Sepharose (rys. 7)

2.3. Izolowanie aktywnego biatka KzL-tPA z ciatek inkluzyjnych

Biatka eukariotyczne produkowane w komoérkach bakteryjnych bardzo czesto
nie uzyskujg wlasciwej struktury trzeciorzedowej i odktadajg sie w cytolazmie (rza-
dziej w periplazmie) jako nieaktywne, bezpostaciowe, nie otoczone zadnag biong
ztogi okre$lane jako ciatka inkluzyjne (IB - inclusion bodies). Czastki IB charaktery-
zujg sie cylindrycznym lub owalnym ksztaltem i porowatoscig struktury (39-41).
Ciatka inkluzyjne tworzg sie szczegolnie w przypadku biatek ztozonych, zawiera-
jacych kilka mostkéw dwusutfidowych, cho¢ niekiedy agregacji ulegajg takze mate
biatka. Poczatkowo sgdzono, ze przyczyna sg uszkodzenia wigzan kowalencyjnych
w tancuchu polipeptydowym, ale odstgpiono od tego pogladu, gdy okazato sie, ze

BIOTECHNOLOGIA 4 (63) 124-141 2003 135



Matgorzata Sierant, Andrzej Okruszek

dla wielu biatek po rozpuszczeniu ciatek inkluzyjnych w warunkach silnie denatu-
rujgcych mozliwy Jest powro6t do natywnej konformacji po usunieciu czynnika dena-
turujgcego (41). Innej przyczyny akumulacji szukano w nieprawidtowym tworzeniu
sie mostkéw dwusulfidowych. Okazuje sie Jednak, ze ciatka inkluzyjne powstajg
réwniez w przypadku ekspresji biatek nie zawierajgcych w tancuchu polipeptydo-
wym reszt cysteinowych, pomiedzy ktérymi moglyby sie tworzy¢ takie wigzania.
Wystarczajacym czynnikiem indukujacym tworzenie ciatek inkluzyjnych Jest zwykle
nadprodukcja biatka w komérce bakteryjnej, powodujaca wzrost stezenia tafncucha
polipeptydowego.

Wydajnos$¢ procesu renaturacji, czyli uzyskania w petni aktywnego biatka ze sta-
nu zdenaturowanego, w duzej mierze zalezy od sekwencji aminokwasowej biatka,
warunkOow renaturacji i obecnosci zanieczyszczenh. Ciatka inkluzyjne nie sg homo-
genne. Obok rekombinowanego biatka, ktére Jest zazwyczaj ich giéwnym skfadni-
kiem, zawierajg takze biatka bakteryjne, np. biatka asystujgce w procesie faldowania
tancucha polipeptydowego, fragmenty bton komaérkowych, czy tez biatka zwigzane
z btonami i kwasami nukleinowymi (41,42). Jedng z sugerowanych metod podwyz-
szenia wydajnosci renaturacji rekombinowanego biatka Jest Jego maksymalne oczysz-
czenie w stanie zdenaturowanym. Dopiero oczyszczone, nieaktywne biatko poddaje
sie procesowi renaturacji.

Poniewaz ciatka inkluzyjne charakteryzujg sie wyzszg gestoscig niz inne sktadni-
ki komorki, mogg by¢ w tatwy sposob izolowane poprzez wirowanie. Otrzymane
bakterie eksprymujace biatko K2L-tPA byly poddane dziataniu czynnikéw chemicz-
nych (detergenty), enzymatycznych (lizozym) i mechanicznych (ultradzwieki), w celu
dezintegracji scian komorkowych. Otrzymany homogenizat kilkakrotnie wirowano
przemywajgc otrzymany osad ciatek inkluzyjnych odpowiednimi buforami. Uzyska-
no w ten sposoéb wstepne oddzielenie biatka K2L-tPA od wiekszosci biatek bakteryj-
nych. W typowym dos$wiadczeniu, z ! litra hodowli bakteryjnej uzyskiwano po in-
dukcji od 0,8 do ! g ciatek inkluzyjnych. Na podstawie analizy elektroforetycznej
otrzymanych ciatek inkluzyjnych oszacowano, ze K2L-tPA stanowito okoto 40°0 wszyst-
kich bialek zawartych w preparacie.

W celu rozerwania wszystkich niekowalencyjnych wigzanh oraz redukcji mostkéw
dwusulfidowych, otrzymane ciatka inkluzyjne poddano dziataniu buforu o wlasciwos-
ciach silnie denaturujgcych i redukujgcych, o odczynie lekko alkalicznym (6 M chlo-
rowodorek guanidyny/0,1 M Tris HCI, pH 8,5/5 mM EDTA/100 mM DTT). Mieszanine
inkubowano w czasie od 2 do 4 godzin w temperaturze pokojowej z silnym miesza-
niem. Po uptywie tego czasu nie rozpuszczony material oddzielono przez wirowa-
nie. W kolejnym etapie z otrzymanego roztworu zawierajgcego zdenaturowane
biatka usunieto czynnik redukujacy poprzez dialize do buforu zawierajgcego 6 M
chlorowodorek guanidyny (pH 2,0) i przeprowadzono reakcje z utleniong formag glu-
tationu (GSSG). Procedura ta zabezpiecza zredukowane reszty cysteinowe przed
przypadkowym utlenieniem przez utworzenie mieszanych mostkéw dwusulfido-
wych biatko-Cys-S-SG.
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Etap oczyszczania biatka K2L-tPA od innych sktadnikoéw ciatek inkluzyjnych prze-
prowadzono wykorzystujac technike wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC), na kotumnie AQUAPORE RP-300, 220 x 4,6 mm, przeptyw | ml/min, stosujgc
jako eluent 0,1% wodny roztwor kwasu tréjfluorooctowego (TEA) z rosnacym steze-
niem acetonitrylu (liniowy gradient od 8 do 40% CH3CN w ciggu 30 min). W typo-
wym doswiadczeniu, w wyniku zastosowania opisanej procedury z preparatu 50 mg
ciatek inkluzyjnych zawierajgcych okoto 40% biatka K2L-tPA uzyskano 4,7 mg prepa-
ratu zawierajgcego okoto 90% tego biatka (rys. 6).

Etap renaturacji rozpoczeto od usuniecia czynnika denaturujgcego poprzez bez-
posrednie rozcienczenie, w stosunku 1:100, roztworu biatka, otrzymanego po
oczyszczeniu metodg RP HPLC, o wyjsciowym stezeniu | mg/ml w buforze renatura-
cyjnym. Stosowane bufory renaturacyjne zawieraty Tris HCI (pH 8,0, 0,1 M), EDTA

M Cz
kDa

206 -

117 -

79 -

48.3-

K2L-tPA

34,7-

21.3-

76 -

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

1. Ciatka inkluzyjne wstepnie oczyszczone od wiekszosci biatek bakteryjnych przez wirowanie/prze-
mywanie.

2. Wzorzec masy czasteczkowej biatka (dtugosci fragmentow zaznaczono na lewym marginesie).

3. Biatko K2L-tPA oczyszczone metodg RP HPLC.
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(2 mM), GSH/GSSG (3 mM/0,3 mM) oraz zmienne stezenia chlorowodorku guanidyny
(0,5 lub 1 M) i L-argininy (0 lub 0,5 M). Zastosowano rézne czasy (od 20 do
120 godz.) oraz temperatury prowadzenia procesu renaturacji (5, 16, 25 lub 30°C).
Najlepsze wyniki uzyskano prowadzgc renaturacje w temperaturze 16°C, w czasie
20-48 godz. w buforze zawierajgcym, oprécz statych sktadnikéw, 0,5 M chlorowo-
dorku guanidyny oraz 0,5 M L-argininy. Zrenaturowane biatko poddawano dalszemu
oczyszczeniu stosujgc chromatografie powinowactwa na ziozu ETI-Sepharose.
Biatko K2L-tPA wymywano 2 M roztworem rodanku potasowego. W typowym cyklu
doswiadczen, wychodzac z 3 mg ciatek inkluzyjnych wyizolowanych przez wirowa-
nie, po procesie oczyszczania metoda RP HPLC, renaturacji, oraz koncowego oczysz-
czania drogg chromatografii powinowactwa uzyskiwano okoto 60 pg biatka K2L-tPA

79

48,3'

K2L-tPA

34,7.

21,3

Rys. 7. Test zymograficzny aktywnosci biatka K2L-tPA po renaturacji i oczyszczeniu na nosniku
ETI-Sepharose. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym zawierajgcym plazminogen i kazeine. Zel wy-
barwiony czernig amidowa. Aktywator plazminogenu powoduje konwersje plazminogenu do plazminy,
ktora z kolei hydroliztije kazeine. Miejsca, w ktérych kazeina ulegta hydrolizie sg widoczne w poistaci
przejasnien.

1. Wzorzec masy czgsteczkowej biatka (dtugosci fragmentéw zaznaczono na lewym marginesie)).

2-7. Kolejne frakcje eluowane ze zloza ETI-Sepharose, zawierajace aktywne biatko K2L-tPA.
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0 czystosci 95% (oznaczenie metoda elektroforetyczng). Identycznos¢ otrzymanego
biatka K2L-tPA potwierdzono technikg western blotting z zastosowaniem przeciwciat
poliklonalnych anty-t-PA. Préba okreslenia masy czasteczkowej biatka technikg
spektrometrii masowej MALDI TOF nie powiodta sie. Aktywnos¢ fibrynolityczng
biatka K2L-tPA po renaturacji i oczyszczeniu okreslano za pomoca testu zymogra-
flcznego (rys. 7), oraz testu aktywnosci Spectrolyse/Fibrin Assay (Biopool). Oczysz-
czony preparat zrenaturowanego biatka wykazywat aktywnos¢é 0,4 Ulp,g. Pomimo
wzglednie wysokiego poziomu ekspresji biatka K2L-tPA w zastosowanym systemie
ekspresyjnym E. coli w postaci ciatek inkluzyjnych, efektywnos$¢ procesu oczyszcza-
nia i renaturacji biatka nie byla zadowalajgca.

3. Podsumowanie wynikow

Gen kodujgcy biatko K2L-tPA skonstruowano na bazie 60 syntetycznych oligo-
deoksyrybonukleotydéw, ktére byly tgczone enzymatycznie i klonowane w plazmi-
dzie pUC 19. Ekspresje genu uzyskano w wektorze pT7-7(ArgU), zawierajacym gen
argU, kodujgcy rzadko wystepujgcy w bakteriach tRNA'S. Zastosowanie innych pro-
kariotycznych systeméw ekspresyjnych nie dato pozytywnych wynikéw. Biatko K2L-tPA
gromadzito sie w cytoplazmie bakterii w postaci nieaktywnych ciatek inkluzyjnych,
stanowigc okoto 40% zawartych w nich biatek. Po wstepnym izolowaniu przez wiro-
wanie, cialka inkluzyjne poddano oczyszczaniu metodg RP HPLC. Uzyskano biatko
oczyszczone do poziomu okoto 90%, stanowigce 10% wyjsciowej masy ciatek inklu-
zyjnych. Bialko poddano renaturacji poprzez 100-krotne rozcieficzenie w buforze
renaturacyjnym, po czym oczyszczono metodg chromatografii powinowactwa na
no$niku ETI-Sepharose. Zastosowanie takiej procedury doprowadzito do otrzyma-
nia kilkudziesieciu mikrogramow aktywnego biatka, ktére posiadalo oczekiwang
mase czgsteczkowg okoto 38 kDa, dawato pozytywna reakcje z przeciwciatami poli-
klonalnymi anty-t-PA oraz wykazywato aktywnos$¢ specyficzng dla tkankowego akty-
watora plazminogenu.

Badania przedstawione w pracy byly czesciowo finansowane z funduszéw programu JPBR 3.3 oraz
grantu KBN nr 6 6289 92 03. Autorzy dziekujg prof. Andrzejowi Ptucienniczakowi z Instytutu Biotechno-
logii i Antybiotykéw w Warszawie, za udostgpnienie skonstruowanych przez siebie plazmidéw zawie-
rajgcych gen argU.
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