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1.Wstep

nych polipeptydéw dla celéw klinicznych (szczepionki, leki) i przemysto-

wych (enzymy). Otrzymane tg drogg biatka sg najczesciej znacznie tansze o
izotowanych z naturatnych Zzrédetl. Techniki inzynierii genetycznej moga tez
by¢ jedynym sposobem otrzymania pewnych polipeptydéw. Umozliwiaja na
przyktad otrziymanie stabilnych biatek prekursorowych, ktérych pozyskiwnie
ze zrodta naturatnego jest niemoztiwe, gdyz sg bardzo szybko modyfikowane
po translacji. Otrzymane biatka prekursorawe moga by¢é cennym Zrodtem in-
formacji o procesach prowadzacych do powstania dojrzatej czasteczki tych
biatek (1,2).

Jako organizmy gospodarza do ekspresji obcych (rekombinowanych) genéw
wykorzystuje sie bakterie, drozdze, rostiny oraz hodowte komoérek owadzich
i ssaczych.

Sposréd bakterii do ekspresji obcych genéw najczesciej wykorzystywana
jest Escherichia coli. Dla potrzeb inzynierii genetycznej wykorzystuje sie de-
fektywne mutanty K-12 i ~1776 o ograniczonej mozliwosci przezycia poza
warunkami laboratoryjnymi.

Wektory plazmidowe wprowadza sie do komorek E. coli bezposrednio
poprzez transformacje. Do ekspresji genéw kodujacych pozadane biatka wyko-
rzystywane sg najczesciej promotory bakteryjne lac, trp, tac oraz Pl faga X
Zastosowanie promotora Pl regulowanego termolabilnym represorem pozwala
na wigczenie ekspresji genu po namnozeniu bakterii poprzez czasowe pod-
wyzszenie temperatury hodowhi. Umoztiwia to otrzymanie biatek, Kktorych
obecno$¢ w komorce hamuje podziaty komérkowe (3,4,5).

Ekspresja obcych genéw w E. coli moze prowadzi¢ do znacznej nadprodu-
kcji oczekiwanego polipeptydu, dochodzgcej do 50% catkowitej zawartosci
biatka w komorce (6,7).

Metody rekombinacji DNA umozliwiajg otrzymarwanie znacznych ilosci cen-
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Rekombinowane biatko moze by¢ wytwarzane w postaci wolnej, gdy w we-
ktorze ekspresyjnym bezposrednio po sekwencjach regulacyjnych zaczyna sie
gen kodujacy pozadane biatko. Czesto jednak w przypadku niewielkich poli-
peptydow i biatek o whasciwosciach toksycznych dla bakterii nie mozna uzy-
skaC bezposrednio ekspresji wprowadzonego genu. Ponadto wysoka aktyw-
nos¢ proteolityczna bakterii skierowana przeciwko obcemu biatku moze po-
wodowac jego catkowitg degradacje w ciggu kilku minut (8). Wydajng eks-
presje mozna w tych przypadkach osiggnac¢ poprzez dotgczenie sekwencji ko-
dujacej oczekiwane biatko do genu kodujacego biatko bakteryjne (tub jego
czes€), stanowigce rodzaj nosnika. Biatka powstate w wyniku ekspresji tak
skonstruowanych genéw okresla sie jako fuzyjne, hybrydowe tub chimeryczne.
Jako biatka nosnikowe wykorzystywane sg najczesciej enzymy (lub ich frag-
menty) naturalnie wystepujace w komadrkach E. coli: P-galaktozydaza (9), gala-
ktokinaza (10), (3-laktamaza (11) lub biatko kodowane przez gen CIl faga X
(5). Biatka fuzyjne osiagaja najczesciej wysoki poziom ekspresji, a ponadto
sg znacznie bardziej odporne na proteolize od polipeptydéw otrzymanych
w stanie wolnym.

Dodatkowe sekwencje dotgczane sg réwniez w celu efektywnego oczysz-
czenia biatka fulyjnego za pomoca chromatografii immunopowinowactwa (zto-
ze z immobilizowanymi przeciwciatami), chromatografii powinowactwa typu
enzymisubstrat (ztoze z immobilizowanym substratem) lub chromatografii ty-
pu metal chelate affinity chromatography (ztoze z immobilizowanym jonem
metalu).

Ekspresja gendéw w postaci biatek fuZzyjnych pocigga za sobg konieczno$¢
oddzielenia wtasciwego polipeptydu od fragmentu nos$nikowego. W tym celu
w miejscu tgczenia obu czesci biatka fuzyjnego wprowadza sie (na etapie
konstrukcji wektora ekspresyjnego) aminokwasy tworzace wigzania rozpozna-
wane przez specyficzne proteazy lub ulegajgce tatwo hydrolizie chemicznej (6)
(tab. 1). Hydroliza enzymatyczna jest bardziej specyficzna od chemicznej (nie
wystepuje rozrywanie prypadkowych wigzan peptydowych), ale znacznie bar-
dziej kosztowna.

Biatka otrzymane w postaci fuzji z biatkiem no$nikowym nie zawsze wy-
magajg oddzielenia od nosnika, np. biatka fu/yjne ztozone z fragmentéw bia-
tek wirusowych i p-galaktozydazy stosowano jako antygeny w testach diag-
nostycznych stuzacych do oznaczania przeciwciat przeciw wirusowi HIV (12).
W przypadku niewielkich polipeptydéw potaczenie z wiekszym biatkiem nos-
nikowym zwigkszato ich immunogennos¢ przy otrzymywaniu przeciwciat (13).

Rekombinowane biatka otrz}mywane w E. coli moga by¢ wydzielane do
cytoplazmy, przestrzeni periplazmatycznej oraz na zewnatrz komorki bakte-
ryjnej, pozostajagc w formie rozpuszczalnej lub cze$ciej w postaci nierozpusz-
czalnych agregatow zwanych ciatkami inkluzyjnymi (ang. inclusion bodies).
Biatka wydzielane poza komoérke bakteryjng sa na ogét rozpuszczaine, ale
poziom ekspresji nie przekracza najczesciej 1% catkowitej zawartosci biatka
w komérce E. coli. Biatka wydzietane do cytoplazmy czeSciej tworzg ciatka
inkluzyjne niz biatka wydzielane do periplazmy (14).
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Tabela 1

Stosowane metody rozcinania biatek fuzyjnych (6)

Rozrywane wigzanie peptydowe Czynnik trawiacy

i
—Met—X— bromocyjan

i
—"ASp—Pro—X— hydroliza kwasna (pH = 2)

i
—Asn—Gly—X— hydroksyloamina

i
—Ille—Glu—Gly—Arg—X— czynnik Xa
i
—Arg(Lys)—X— trypsyna
i
—Pro a-2 kolagen—"X— kolagenaza
i
—(Aspla—Lys—"X— enterokinaza
i
His—Pro—His—Pro—His—Pro—"X— aminopeptydaza IV
i

—X—Arg—Arg—Arg—Arg karboksypeptydaza B

X — dowolny aminokwas.

Nie udato sie dotychczas ustali¢ warunkéw, ktore powoduja, ze jedne re-
kombinowane biatka otrzymywane w E. coli sg rozpuszczalne, a inne tworzg
ciatka inkluzyjne (15). Nie jest réwniez w petni poznany mechanizm tworzenia
ciatek inkluzyjnych.

Rozpuszczalnos¢ rekombinowanych biatek otrzymywanych w E. coli nie
jest /"wigzana z ich pochodzeniem. W przeglagdowej pracy Kene i Hartleya
z 34. biatek pochodzacych z bakterii (w tym z E. coli), wiruséw, drozdzy i
ssakow, otrzymywanych w komérkach E. coli tylko 11 pozostawato w super-
natancie po odwirowaniu lizatu bakteryjnego. Nie stwierdzono réwniez kore-
lacji miedzy rozpuszczalnoScig otrzymywanych biatek a zastosowanym pro-
motorem. Na rozpuszczalno$¢ nie ma wpltywu réwniez masa czasteczkowa
polipeptydu — ciatka inkluzyjne tworzy zar6éwno ludzki komplement Cb5a
0 masie 8 kDa, jak i rewertaza wirusa HIV o masie 66 kDa. Tworzenie przez
rekombinowane biatko nierozpuszczalnych agregatow nie jest tez spowodo-
wane jego nadprodukcjg. Aspartaza otrzymirwana w formie rozpuszczalnej
w E. coli stanowita az 30% catkowitej masy biatek w komédrce. Réwniez fuzja
nierozpuszczalnego biatka z dobrze rozpuszczalnym biatkiem no$nikowym nie
zawsze daje rozpuszczalny produkt. Na rozpuszczalno$¢ biatek otrzymywa-
nych w E. coli réwniez, jak sie wydaje, nie ma wptywu zawarto$¢ wigzan
dwusiarczkowych (nawet biatka nie zawierajgce cystein moga by¢ nierozpu-
szczalne) oraz ich hydrofilowo/hydrofobowy charakter (7).

Rozpuszczalno$¢ rekombinowanych biatek maleje w sposob istotny wraz
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ze wzrostem procentowej zawartosci proliny w biatku (16), co mozna ttuma-
czy¢ brakiem u E. coli eukariotycznego enzymu biorgcego udziat w potrans-
lacyjnej modyfikacji polipeptyddw, izomerazy cis-trans prolylo-peptydylowej
(ang. peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, PPI) (17).

Obnizenie temperatury hodowli bakterii z 37 do 30°C moze prowadzi¢ do
znacznego “ekszenia rozpuszczalnosci otrzymanego biatka (ludzki interferon
a2 iy) nawet z 18 (hodowla w 37°C) do 95% (hodowla w 30°C) (17).

Pri~bycien i wspdt, zaobserwowali zmiany struktury Il-rzedowej (3-lakta-
mazy otrzymywanej z ciatek inktuzyjnych w bakteriach E. coli hodowanych
w temperaturze 37 i 42°C.

W wyzszej temperaturze nastepowat ubytek struktury a helisy na korzys¢
struktury (3, ktéra in vitro sprzyja agregacji fancuchéw polipeptydowych (18).

Moore i wspot, zaobserwowali wzrost rozpuszczalnosci rekombinowanego
biatka wraz ze wzrostem zyznosci pozywki zastosowanej do hodowli bakterii.
Bakterie E. coli hodowane we wzbogaconej pozywce wytwarzaty dwukrotnie
wiecej aktrwnej dezaminazy deoksycytydylanu faga T4 niz hodowane w stan-
dardowej pozywce LB (pozywka wg Luria-Bertani), a dziewieciokrotnie wiecej
w stosunku do pozywki minimalnej M9. Podobny efekt uzyskano réwniez
w przypadku ludzkiej dezaminazy dCMP, endonukleazy faga T4 i muteiny
syntetazy tymidytanu (19).

Dwukrotny wzrost rozpuszczalnos$ci ludzkiego hormonu wzrostu uzyskano,
gdy w E. coli obok plazmidu zawierajgcego gen hormonu wzrostu, jednoczesnej
ekspresji poddawano plazmid kodujacy bakteryjne biatko DnaK (20). Biatko
to wraz z innymi biatkami E. coli z grupy biatek szoku termicznego (DnaJ,
GrpE, GroEL, GroES), okreslanych w literaturze jako chaperonin proteins,
bierze udziat w budowaniu prawidtowej konformacji polipeptydéw syntetyzo-
wanych w E. coli (21), a in vitro zapobiega tworzeniu agregatow w trakcie
renaturacji zdenaturowanych polipeptydéw (22).

Pozytywne rezultaty uzyskano réwniez pr*y jednoczesnej ekspresji w E. coli
karboksylazy rybulozodwufosforanu i biatek GroEL i GroES (23).

Przyczyng nierozpuszczalno$ci biatek otrzymywanych w E. coli moze by¢
to, Zze czesto sg to wybrane fragmenty biatek (hp. zawierajgce wazne antyge-
nowa epitopy), ktére same nie sg zdolne do utworzenia prawidtowej, natywnej
konformacji.

W przypadku biatek eukariotycznych otrzymywanych w E. coli tworzenie
sie ciatek inktuzyjnych moze wynika¢ z réznic w funkcjonowaniu aparatu
translacji u Eukariota i Prokariota.

U Prokariota translacja jest Scisle powigzana z transkrypcjg i zachodzi
znacznie szybciej niz w komérkach eukariotycznych. Bakteryjny mRNA jest
nietrwaty i jest poddawany translacji in statu nascendi w kompleksie trans-
krypcyjno-translacyjnym.

Wedtug C. Schein przyczyny formowania sie rekombinowanych biatek
eukariotycznych w ciatka inkluyjne moga by¢ nastepujace (17):

— wysoka lokalna koncentracja biatka w komérce E, coli prowadzaca do
niespecyficznej agregacji tancuchéw polipeptydowych.
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— brak kompartymentacji w komérce bakteryjnej co powoduje, ze synteza
biatka zachodzi w $rodowisku o potencjale redukujacinn, w ktérym nie moga
powsta¢ mostki dwusiarczkowe, niezbedne do utworzenia prawidtowej kon-
formacji biatka,

— brak eukariotycznych enzyméw biorgcych udziat w procesie formowania
sie tancucha polipeptydowego (biatkowej izomerazy dwusiarczkowej — PDI,
izomerazy cis-trans prolylo-peptydylowej — PPI, tioredoksyny) i jego potran-
slacyjnej modyfikacji (fosforylacji, glikozylacji),

— sztywnos$¢ tancucha potipeptydowego i nietrwatosS¢ trzeciorzedowej stru-
ktury wiekszosci biatek sprzyjajg agregaciji.

Autorka wymienia jako mniej prawdopodobng przyczyne wysokie tempo
syntezy biatek u E. coli, za ktérym nie nadgza proces skitadania taricucha
potipeptydowego.

Fakt uzyskania rekombinowanego biatka w postaci ciatek inktuzyjnych ma
réwniez niepodwazalne zalety. Ciatka inktuzyjne zawierajg prawie czyste bial-
ko (nawet do 95%) w formie tatwej do wyizolowania z bakterii. Ponadto biatko
zagregowane w postaci ciatek inktuzyjnych jest znacznie bardziej odporne na
proteotize niz biatka rozpuszczone w cytoplazmie. Czesto wysoka aktywnos$¢
proteolityczna skierowana przeciwko otrzymywanemu biatku powoduje, ze
bardzo krétki czas poéttrwania biatka w komérce nie pozwala w ogdle na jego
wyizolowanie. Pozytywny rezultat mozna uzyskac przez zastosowanie mutan-
tow E. coli lore i htpR nie posiadajacych dwdch aktywnosci proteolitycz-
nych (7).

Wedtug Kane i Hartleya, gdy rekombinowane biatka otrzymairwane w E. coli
uzyskajg stabilng konformacje sag rozpuszczalne i nie ulegaja degradacji,
a gdy konformacja jest niestabilna to o ile sg rozpuszczalne, ulegajg szybko
degradacji, a nierozpuszczalne tworzg ciatka inktuzyjne (rys. 1) (7).

Kompleks transkrypcyjno-translacyjny

Formowanie tancueha peptydowego

Stabilna konformacja Niestabilna konformacja
Rozpuszczalne Rozpuszczalne Nierozpuszczalne
Stabilne Degradacja Ciatka inktuzyjne

Rys. 1. Losy rekombinowanych biatek w komérkach Escherichia coli (7).
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w biatkach syntetyzowanych w E. coli pierwszym aminokwasem jest for-
mylowana metionina, ktéra w naturalnych biatkach bakterii po usunieciu
grupy formylowej jest odlgczana przez aminopeptydazy. W biatkach rekom-
binowanych otrzymywanych w E. coli poczagtkowa metionina jest deformylo-
wana, ale nie zawsze ulega odtgczeniu. N-koncowa metionina stanowi dodat-
kowa determinante antygenowg nie wystepujagcg w naturalnym biatku, co
moze obniza¢ jego warto$¢ uzytkowa. Konieczne jest wowczas enzymatyczne
usuniecie poczatkowej metioniny in vitro (6).

Na podstawie badania sekwencji biatek zaréwno eukariotycznych jak
i prokariotycznych ustalono, ze warunkiem odtgczenia N-koricowej metioniny
in vivo przez aminopeptydazy E. coli jest wystepowanie na drugiej pozycji
aminokwasu o krétkim tancuchu bocznym (Gly, Ala, Cys, Ser, Thr, Val, Pro)
(6). Reguta ta nie potwierdzita sie w przypadku ludzkiej interleukiny 2 (6) i
szczurzej hydroksylazy fenyloalaninowej (24) otrzymywanych w E. coli. W obu
przypadkach na drugiej pozycji wystepowata alanina, a mimo to odpowiednio
90 i 25% otrzymanych tancuchdw potipeptydowych zachowato N-koricowg me-
tionine. Prijyczyng moze by¢ niewystarczajaca aktywnos¢ aminopeptydazowa
E. coli przy duzej nadprodukcji rekombinowanego biatka (25).

2. Systemy sekrecji rekombinowanych biatek
poza komorke E. coli

2.1. Otrzymywanie biatek wydzielanych do przestrzeni periplazmatycznej

Poziom ekspresji rekombinowanych biatek wydzielanych do przestrzeni
periplazmatycznej jest najczesSciej znacznie nizszy niz w przypadku biatek
pozostajacych w cytoplazmie (14). Sekrecja rekombinowanego biatka do peri-
plazmy zwieksza znacznie prawdopodobienstwo otrzymania rozpuszczalnego,
stabilnego i aktywnego produktu (17). Oksydacyjny potencjat Srodowiska
w przestrzeni periplazmatycznej sprzyja stabilizacji wigzan dwusiarczkowych
w tancuchach potipeptydowych (26). Biatka wydzielone do periptazmy sag
w mniejszym stopniu narazone na degradacje proteolityczng, gdyz w prze-
strzeni periplazmatycznej stwierdzono tylko 2 aktywnosci proteolityczne (7),
np. proinsulina zlokalizowana w periplazmie jest 10 razy bardziej stabilna
w poréwnaniu z otrzymang w cytoplazmie E. coli (14). Znacznie fatwiejsze
jest rowniez wyizolowanie rekombinowanych biatek z przestrzeni peripla-
zmatycznej niz z cytoplazmy.

W celu uzyskania sekrecji do przestrzeni periplazmatycznej do sekwencji
wiasciwego potipeptydu musi by¢ dotgczony peptyd sygnatowy, ktéry zostaje
odciety w czasie przechodzenia potipeptydu przez btone cytoplazmatyczna.
Znana jest sekwencja aminokwasowa 13. peptydoéw sygnatowych pochodza-
cych z prekursoréw biatek zlokalizowanych w periplazmie i zewnetrznej oto-
czce E. colt Peptydy sygnatowe E. coli majg dtugos¢ 20 - 40 aminokwasow
i zawierajg silnie hydrofobowa sekwencje o duzej konserwatywnos$ci (27,28).
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Do sekrecji rekombinowanych biatek otrzymywanych w E. coli najczesciej sto-
suje sie sekwencje sygnatowe pochodzace z bakteryjnych enzyméw peripla-
zmatycznych: (3-laktamazy [ampC ) (11,29) i alkalicznej fosfatazy [phoA) (30),
a takze z integralnych biatek btony cytoplazmatycznej: OmpA [ompA) (31,32),
OmpF [ompF] (33), LamB [lamB) (26) oraz cieptostabilnej enterotoksyny Il (34,
35), biatek wigzacych lyboze (RBP) i maltoze (MBP) (36).

Zastosowanie sekwencji sygnatowych eukariotycznych biatek sekrecyjnych
najczesciej nie powoduje wydzielenia pozadanego polipeptydu poza cytoptazme
(14). Pozytywne wyniki uzyskano natomiast, gdy zastosowano sekwencje syg-
natowe protein A i G ze Staphylococcus aureus (37,38).

Nie zawsze dotgczenie peptydu sygnatowego do rekombinowanego biatka
powoduje jego sekrecje, np. ludzki tkankowy aktywator plazminogenu z przy-
taczong sekwencjg sygnatowsa alkalicznej fosfatazy (phoA z E. coli) nadal two-
rzyt ciatka inkluzyjne w cytoplazmie (39). Przyczyng moze by¢ tendencja do
agregacji dtugich odcinkéw hydrofobowych zawartych w sekwencjach sygna-
towych biatek prekursorowych (40).

Na sekrecje biatek do periplazmy duzy wptyw ma struktura pierwszorze-
dowa otrzymywanego biatka. Pojedyncze zamiany aminokwasow, wv™Maszcza
w N-koncowej czesci czasteczki, moga catkowicie zahamowac sekrecje na zew-
natrz komorki (41). Sprzyja natomiast sekrecji ujemny tadunek (duza zawar-
to$¢ aminokwasow dwukarboksytowych) oraz hydrofilowy charakter otrzymy-
wanego biatka (17). Polipeptydy dotaczane do sekwencji sygnatowych biatek
sekrecyjnych E. coli powinny mie¢ diugos¢ zblizong do biatek z ktérych po-
chodzity sekwencje sygnatowe (33).

Sekwencje sygnatowe przytgczone do rekombinowanych biatek najczesciej
ulegaja catkowitemu odcieciu przez proteazy w czasie przechodzenia przez
btone cytoplazmatyczna, tak ze na strone periplazmy przechodzg tylko ,,doj-
rzate” biatka. W niektérych przypadkach dotgczone do bakteiyjnego peptydu
sygnatowego ,,obce” sekwencje powodujg zahamowanie odcinania peptydu
sygnatowego. Wowczas na zewnetrzng strone btony cytoplazmatycznej moze
przedostawac sie mieszanina ,,dojrzatych” i ,,niedojrzatych” (z peptydem sy-
gnatowym) tancuchow (26) lub tez sekrecja zostaje catkowicie zahamowana,
a powstajace prekursory ulegaja agregacji (40).

Rekombinowane biatka wydzielane do periplazmy najczesciej pozostaja
w formie rozpuszczalnej. W nielicznych przypadkach mogg formowac w peri-
plazmie ciatka inkluzyjne o nieregularnej strukturze (42).

Powstanie bardziej wydajnych i uniwersalnych metod uzyskiwania rekom-
binowanych biatek wydzielanych poza komorke E. coli bedzie mozliwe wraz
z rozwojem badan nad mechanizmem transportu i sekrecji nowo tworzonych
biatek u tej bakterii.

Wykrycie u E. coli rybonukleinowych kompleksow analogicznych do cza-
stek rozpoznajgcych sekwencje sygnatowg (SRP — signal recognition particle)
u Eukariota, pozwala przepuszczaé, ze mechanizm transportu biatek z rybo-
soméw na zewnatrz cytoplazmy E. coli jest bardzo podobny do transportu
eukariotycznych biatek sekrecyjnych przez btone retikulum endoplazmaty-
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cznego (43). W skiad SRP-podobnych czastek E. coli (stata sedymentacji 11 S)
wchodzi 4,5 S RNA i biatko Ffh o masie 48 kDa.

W blonie cytoplazmatycznej E. coli stwierdzono wystepowanie biatka FtsY,
petnigcego funkcje SRP-receptora (ang. docking protein). Badania in vivo se-
krecji biatek periplazmatycznyeh E. coli ((j-laktamazy, alkalicznej fosfatazy,
LamB, biatek wigzacych ryboze-RBP i maltoze-MBP) potwierdzajg udziat biatka
Ffh w transporcie i wydzielaniu nowo tworzonych polipeptydéw na zewnatrz
btony cytoplazmatycznej (36). Poznanie specyficznosci SRP-podobnych kom-
plekséw u E. coli w stosunku do sekwencji bakteryjnych peptydéw sygnato-
wych umozliwi opracowanie sztucznych sekwencji sygnatowych o duzej sile
wigzania SRP, ktore bedzie mozna wykorzysta¢ do transportu i sekrecji re-
kombinowanych biatek (44).

2.2. Otrzymywanie biatek wydzielanych do pozywki

Sekrecja poza komorke E. coli do pozywki, z uwagi na tatwos¢ oczyszczenia,
jest najbardziej korzystnym sposobem otrzymywania rekombinowanyeh bia-
fek. Biatka wydzielane do pozywki zachowujg ponadto natywna, rozpuszczalng
konformacje (14). Podstawowym ograniczeniem jest najczesciej bardzo niski
poziom ekspresji otrzymywanych w ten sposéb rekombinowanyeh biatek, cze-
sto nie przekraczajacy 0,02% catkowitej zawartosci biatka w komorce E. coli
(wydajno$¢ ok. 1-2 mg z 1 | pozywki) (45,46). Wydajnos$¢ ekspresji powyzej
1% catkowitego biatka E. coli pozwala na zastosowanie metody na skate prze-
mystowg (14,47).

Mechanizm sekrecji rekombinowanyeh biatek poza komorke (do pozywki)
nie jest jeszcze w petni poznany i, jak sie wydaje, jest bardziej ztozony w po-
rOwnaniu z sekrecjg do przestrzeni periplazmatycznej (14). Wykorzystanie sto-
sowanych w przemysle systeméw sekrecji biatek z innych mikroorganizméw
(bakterie gramdodatnie i drozdze) (48) do sekreeji poza komoérke E. coli re-
kombinowanych biatek nie zawsze daje pozytywne rezultaty, np. fuzja ludz-
kiego insulinopodobnego czynnika wzrostu Il (IGF-Il) z sekwencja sygnatowg
i domeng Z proteiny A byfa wydzielana do pozywki z komorek Staphylococcus
aureus, a w prz}*adku ekspresji w E. coli ulegata degradacji w cytoplazmie (49).

Sekwencja sygnatowa jest niezbedna do przeniesienia biatka przez btone
cytoplazmatyczng do przestrzeni periplazmatycznej, ale nie ma dowodéw na
to, ze jest potrzebna do wydzielenia biatka na zewnatrz komérki. Przypuszcza
sie, ze o lokalizacji dojrzatlego biatka (czy ma pozostaé w periplazmie, czy
zosta¢ wydzielone na zewnatrz komorki) moze decydowaé informacja zawarta
w jego N-koncowej sekwencji (50). Wedtug Marston warunkiem wydzielenia
rekombinowanego biatka do pozywki moze by¢ podobienstwo jego N-koricowej
czesci do autentycznego polipeptydu wydzielanego przez E. coli (14).

Sekrecje rekombinowanyeh biatek do pozywki uzyskano w przypadku ek-
spresji w E. coli biatek fuzyjnych ztozonych z:

— ludzkiego insulinopodobnego czynnika wzrostu | (IGF-I) i sekwencji syg-
natowej oraz domeny Z proteiny A ze S. aureus (38,51),
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— (3-endorfiny i peptydu sygnatowego biatka OmpF (14),
— tancucha Aa-fibramogenu i peptydu sygnatowego p-taktama”™ (14),
— ludzkiego hormonu wzrostu i biatka uwalniajacego bakteriocyne (52).

3. Metody izolowania rekombinowanych biatek
z komorek E. coli

3.1. lzolowanie biatek z przestrzeni periplazmatycznej

W celu uwolnienia rekombinowanego biatka wydzielonego do przestrzeni
periplazmatycznej nalezy usungé zewnetrzna sciane bakteryjng nadtrawiajgc
warstwe mureinowg lizozymem, a nastepnie poddajgc bakterie dziataniu
zwigzkéw chelatujacych (np. EDTA) lub szokowi osmotycznemu (53). Komorki
bakteryjne przyjmujg wéwczas postac sferoplastéw. Jezeli otrzymywane biatko
wystepuje w peidplazmie w formie rozpuszczalnej, sferoplasty i elementy $cia-
ny komérkowej mozna usuna¢ za pomoca wirowania. Otrzymane w ten spo-
sob biatko ulega w nieznacznym stopniu zanieczyszczeniu biatkami bakteryj-
nymi, gdyz w periplazmie wystepuje tylko 4% catkowitego biatka E. coli (6).
Biatka uwolnione z periplazmy sg w niewielkim stopniu narazone na degra-
dacje proteolityczng, poniewaz wiekszo$¢ akt}rwnosci proteolityeznych E. coli
zwiagzana jest z cytoplazma (7).

3.2. 1zolowanie biatek z cytoplazmy

Uwolnienie biatka z cytoplazmy E. coli wymaga zniszczenia struktury za-
réwno Sciany komorkowej jak i btony cytoplazmatycznej. W tym celu stosuje
sie najczesciej metody mechaniczne, takie jak: przeciskanie zamrozonych ba-
kterii w prasie Frencha, sonikacje, homogenizacje w wysokoci$nieniowym
homogenizatorze Manton-Gaulina lub wielokrotne zamrazanie i rozmrazanie
(6,53). Z uzyskanego lizatu bakterii, po odwirowaniu, dalszemu oczyszczaniu
poddaje sie supernatant, gdy rekombinowane biatko jest rozpuszczalne lub
osad, gdy wystepuje w postaci ciatek inkluzyjnych. Biatko wystepujace w
supematancie jest zanieczyszczone rozpuszczalnymi biatkami pochodzacymi
gtéwnie z cytoplazmy, natomiast osad ciatek inkluzyjnych zawiera struktury
$ciany komarkowej i btony cytoplazmatycznej wraz z wiekszoscia biatek peri-
plazmatycznych (gtéwnie OmpA, OmpC i OmpF).

Lize komdrek E. coli mozna réwniez przeprowadzi¢ za pomocg roztwordéw
mocznika, chlorowodorku guanidyny, NaOH (powyzej 0,01 M) lub silnych
detergentéw jonowych jak SDS i deoksycholan sodowy. Zwigzki te powoduja
denaturaeje biatek, dlatego lize chemiczng stosuje sie w przypadku polipe-
ptydéw otrzymywanych w postaci ciatek inkluzyjnych, ktére w tych warun-
kach ulegajg rozpuszczeniu. Stosowane sg rowniez kombinacje metod frzycz-
nych i chemicznych, np. sonikacja bakterii w roztworze chlorowodorku gu-
anidyny lub mocznika.
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Wyeliminowanie zanieczyszczenia izolowanego biatka *gzkami zawartymi
w przestrzeni periplazmatycznej mozna uzyska¢ pozbawiajac najpierw bak-
terie Sciany komorkowej, jak w przypadku izolowania biatek z periptazmy.
Otrzymane sferoplasty, zawierajace nienaruszone rekombinowane biatko, ute-
gaja tatwo lizie pod wptywem niewietkich stezen detergentow niejonowych.
W ten spos6b mozna otrzymac¢ ciatka inkluzyjne pozbawione wigkszosci za-
nieczyszczen, gdyz po odwirowaniu tizatu sferoplastow zanieczyszczenia cyto-
plazmatyczne pozostajg w supematancie (1,54,55).

Lizaty komorek E. coli majg wysoka aktywno$¢ proteolityczng nawet w niskich
temperaturach, dlatego roztwory w ktorych przeprowad?a sie lize bakterii po-
winny zawiera¢ inhibitory proteaz. Najczesciej stosowany jest fluorek fenylo-
metylosulfonowy, EDTA, rzadziej aprotynina, leupeptyna i pepstatyna A (24).

W celu zmniejszenia lepkosci lizatu kwasy nukleinowe mozna wytracic¢
siarczanem streptomycyny (56) lub zdegradowac za pomoca lybonukleazy A
i deoksyrybonukleazy 1 (57).

4. Metody oczyszczania rekombinowanych biatek
produkowanych w E. coli

4.1. Oczyszczanie biatek wydzielanych do pozywki

Rekombinowane biatka wydzielane sg z komorek E. coli do poz}rwki w nis-
kim stezeniu ok. 1-2 mg/l. Po oddzieleniu bakterii przez wirowanie biatko
mozna wytraci¢ z klarownej pozywki za pomocg wysalania siarczanem amo-
nowym. Stosowano réwniez liofilizacje pozywki, a nastepnie oczyszczano biat-
ko od niskoczasteczkowych zanieczyszczeh za pomoca saczenia molekularne-
go (53). Ostateczne oczyszczenie biatka przeprowadza sie metodami chromato-
graficznymi.

Skuteczne, jednostopniowe oczyszczanie rekombinowanych biatek z pozy-
wki mozna uzyskaé stosujac metode wedtug Stahta i wspdt, wykorzystujaca
wiasciwosci proteiny A i G ze Staphylococcus aureus do specyficznego wig-
zania przeciwciat 1gG i albuminy ludzkiej (37). Pozadane biatko otrzymywane
jest w postaci fuzji z dimerem domeny Z proteiny A (wiaze przeciwciata 1gG)
lub dimerem domeny B proteiny G (wigze albumine surowicy ludzkiej). Biatko
fuzyjne zawierajace fragment ZZ tub BB oczyszcza sie bezposrednio z pozywki
za pomocag chromatografii powinowactwa na Sepharose *wigzanej z 1gG lub
ludzka albuming. W przypadku niestabilnych biatek (ulegajacych degradacji
w komoérkach E. coli) autorzy proponuja jednoczesne prylaczenie peptydow
ZZ i BB do obu koncow wiasciwej sekwencji (rys. 2). Tak skonstruowane
biatka fuzyjne byly znacznie bardziej stabilne w poréwnaniu do fuzji tylko
z peptydem ZZ. Oczyszczano je za pomocg chromatografii podwojnego powi-
nowactwa do IgG i albuminy ludzkiej zwigzanych z Sepharose. W ten sposob
udato sie otrzymac ludzka proinsuline, ludzki insulinopodobny czynnik wzrostu
11, receptor ludzkich limfocytow T i szczurzg izomeraze dwusiarczkowg (37).
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z Z OTRZYMYWANY POLIPEPTYD B | B

Rys. 2. Schemat czasteczki biatka fuzyjnego zawierajgcego dimeiy domen Z i B ze Staphy-
lococcus aureus (37).

4.2. Oczyszczanie biatek otrzymywanych w komorkach f. coli
w formie rozpuszczalnej

Rekombinowane biatka otrzymywane w cytoplazmie lub przestrzeni peri-
plazmatycznej E. coli w formie rozpuszczalnej najczesciej zachowujg natywng
i stabilng konformacje tancucha polipeptydowego (14), dlatego wymagajg sto-
sowania fagodnych, niedenaturujacych metod izolowania i oczyszczania.

Biatka izolowane z przestrzeni periplazmatycznej sg tylko w nieznacznym
stopniu zanieczyszczone biatkami bakteryjnymi w przeciwienstwie do biatek
izolowanych z cytoplazmy, ktére po lizie komoérek uzyskuje sie wraz z roz-
puszczalnymi biatkami E. coli. Do oczyszczania rekombinowanych biatek
z puli zanieczyszczeh bakteryjnych wykorzystuje sie frakcjonowanie siarcza-
nem amonowym oraz szereg metod chromatograficznych (6,53).

W wielu przypadkach niewielkie ilosci oczyszczonego polipeptydu uzyskano
po zastosowaniu kilku rozdziatbw 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 pomoca chromatografii jonowymiennej na QAE-Sepharose, chroma-
tografii opartej na oddziatywaniach hydrofobowych (heksylo-agaroza), chroma-
tografii jonowymiennej na kolumnie Mono S (System FPLC, Pharmacia) i kon-
cowym saczeniu 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-
morkowego na fosfocelulozie, DEAE-Sephacel, fenylo-Sepharose i kolumnie
Mono Q (System FPLC, Pharmacia) (57).

Niska wydajnos¢ i wysokie koszty tak ztozonych procedur oczyszczania
biatek otrzymywanych w E. coli powoduje, ze nadajg sie do stosowania tylko
na skale laboratoryjna.

Oczyszczenie rybonuklea2y z trzustki wotu i hydroksylazy fenyloalaninowej
z watroby szczura osiagnieto juz po dwdéch rozdziatach chromatograficznych,
I"bonukleaze 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 byta dalej oczyszczana chromatograficznie na fenyto-Sep-
harose, a nastepnie zageszczana na DEAE-cetulozie (24).

Ponad 95% czystosci biatko Tat wirusa HIV-1 otrzymano za pomoca Sa-
czenia molekularnego na Superose 12 (System FPLC, Pharmacia). Przed chro-
matografig biatko byto wysolone z odwirowanego lizatu 30% nasyceniem siar-
czanu amonowego (60).
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Biatko kapsydu wirusa HIV-1 (p24) oczyszczono, wysalajgc supernatant
po lizie bakterii siarczanem amonowym, a nastepnie rozdzielajgc chromato-
graficznie na DEAE-celulozie (61). Rowniez po jednokrotnej chromatografii na
DEAE-celulozie uzyskano 95% oczyszczenie aldolazy kwasu N-acetyloneu-
raminowego, po wczesniejszym wysoleniu siarczanem amonowym z rozpusz-
czalnej frakcji lizatu komdrkowego (25).

Wydajne jednostopniowe oczyszczanie rekombinowanych biatek otrzymy-
wanych w E. coli mozna uzyska¢ za pomocg chromatografii immunopowino-
wactwa. Przylaczajgc przeciwciata skierowane przeciwko otrzymywanemu biat-
ku do ztoza chromatograficznego, np. cyjanobromowanej Sepharose lub aga-
rozy zwiazanej z proteing A ze Staphylococcus aureus (Protein A-Sepharose,
Pharmacia: Affi-Gel Protein A, Bio-Rad) mozna z lizatu bakteryjnego wydzieli¢
pozadane biatko za pomocg metody chromatografii immunopowinowactwa
(38,62,63,64). Jezeli przeciwciata takie sa niedostepne (hie ma innych poza
metodami inzynierii genetycznej mozliwosci uzyskania biatka, np. w przypad-
ku niektorych biatek prekursorawych), mozna okreslone biatko otrzymacé w
postaci fuzji z innym znanym biatkiem, przeciwko ktéremu przeciwciata sg
fatwo dostepne, np. z (3-galaktozydaza. Biatko fuzyjne mozna woéwczas oczy-
$ci¢ chromatograficznie na kolumnie zawierajgcej immobilizowane przeciwcia-
ta przeciwko (3-galaktozydcizie. Po rozcieciu czasteczki biatka fuzyjnego usuwa
sie P-gataktozydaze z powstatej mieszaniny za pomocg powtornej chromato-
grafii na tym samym ziozu (62).

Réwnie skuteczng metodg oczyszczania rekombinowanych biatek jest chro-
matografia powinowactwa typu enzym:substrat. W tym celu pozadany poli-
peptyd nalezy otrzymac¢ w postaci fuzji z enzamem lub jego fragmentem wy-
kazujacym zdolno$¢ do wigzania substratu (53). Tak skonstruowane biatko
fuzyjne mozna oclysci¢ z lizatu bakteryjnego za pomocg chromatografii po-
winowactwa, z substratem tub analogiem substratu zwigzanym na fazie statej.
Po hydrolizie biatka fuzyjnego w ten sam sposéb usuwa sie cze$¢ enzymaty-
czng. Do oczyszczania rekombinowanych biatek za pomocg chromatografii
powinowactwa typu enzymisubstrat wykorzystywano reakcje: p-galaktozydazy
z aminofenylotiogataktozydem (APTG) (9,56), S-transferazy glutationu z glutatio-
nem (65,66,67), acetylotransferazy chloramfenikolu z chloramfenikolem (53).

Dotaczenie do otrzaymywanego biatka sekwencji polihistydynowej umozliwia
oczyszczenie otrzymanej fuzji za pomocg chromatografii powinowactwa typu
metal chelate affinity chromatography na ztozu z immobitizowanym jonem
metalu (Cu2+, Zn2+, Ca2+, Mg2+, Ni2+, Co2+) (68,69).

Potaczenie fibroblastycznego Clynnika wzrostu z autolizyng ze Streptococ-
cus pneumoniae, ktérej C-koncowa czes¢ wykazuje wysokie powinowactwo do
trzeciorzedowych amin umozliwito skuteczne oczyszczenie tak powstatej fuzji
na DEAE-Sephacel (70).

Do oczyszczenia protecizy wimsa HIV wykorzystano powinowacwo tego
enzymu do inhibitora, pepstatyny A zwiazanej z agaroza (71,72).
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4.3. Oczyszczanie biatek otrzynnywanych w konnérkach E. coli
w postaci ciatek inkluzyjnych

Ciatka inkluzyjne tworza sie w wyniku agregacji biatek, ktdre w wyniku
syntezy w komorkach E. coli przyjmujg niestabithg, zdenaturowang konfor-
macje (7). Ciatka inkluzyjne formowane w cytoplazmie majg regularng budo-
we, sg duze (Srednica ok. ! |im), najczesciej pojedyncze, potozone centralnie
lub peiyfeiycznie w komorce (73,74). W mikroskopie kontrastowofazowym sa
widoczne jako silnie zatamujgce Swiatto ztogi (53). Periplazmatyczne ciatka
inkluzyjne sg mniejsze od cytoptazmatycznych i majg nieregularng strukture
(42). W ciatkach inkluzyjnych poza rekombinowanym biatkiem wykryto obec-
nos¢ 16S i 23S rfcNA, plazmidowego DNA, biatek bakteryjnych: podjednostek
polimerazy RNA, czynnikdw translacji EF-Tu, biatek rybosomalnych L7, L12,
biatek zwigzanych z btong cytoplazmatyczng OmpA, OmpC, OmpF oraz fo-
sfolipidow btonowych i soli nieorganicznych (7,75,76). Nie stwierdzono nato-
miast znaczacych ilosci biatek uczestniczacych w skiadaniu tancucha poti-
peptydowego (ang. chaperonin proteins) SecB i GroEL (42). Ciatka inkluzyjne
maja duzg gestos¢ ptawng, dlatego po uwolnieniu z komoérek E. coli mozna
je oczysci¢ od sktadnikow struktur komérkowych (fragmentow Sciany komor-
kowej i btony cytoplazmatycznej wraz ze zwigzanymi biatkami bakteryjnymi)
za pomocg wirowania w gradiencie gestosci sacharozy (1,42,54, 77). W oczy-
szczonych ciatkach inkluzyjnych zawarto$¢ rekombinowanego biatka moze
osigga¢ 95% ich masy. 1lo$¢ i sktad zwigzkéw zanieczyszczajacych (biatek,
fosfolipidéw i kwaséw nukleinowych) w duzym stopniu zalezy od sposobu
ekspresji biatka i wamnkow hodowli bakterii (77). Istotne jest ustalenie czy
zanieczyszczenia bakteryjne sg wbudowywane w stmkture ciatek inkluzyjnych
w trakcie ich powstawania, czy tez powstajg w wyniku niespecyficznej adsor-
pcji na powierzchni ciatek inkluzyjnych w trakcie lizy komoérek. Zagadnieniom
powstawania i budowy ciatek inkluzyjnych poswiecone sg prace prowadzone
przez zespot G.Georgiou nad ekspresjg w E. coli p-laktamazy (18,42,77). (3-lak-
tamaza, w zaleznosci od warunkéw ekspresji, tworzy w E. coli ciatka inklu-
zyjne w cytoplazmie lub w periplazmie przy czym znaczna cze$¢ biatka po-
zostaje w formie rozpuszczalnej. Ciatka inkluzyjne p-laktamazy otrzymane
w periplazmie zawieraty wyzsly poziom zanieczyszczen niz cytoplazmatyczne.
Poziom zaniec/*yszczenh ciatek cytoptazmatycznych zalezny byt réwniez od wa-
runkéw hodowli bakterii. 1los¢ zanieczyszczeh zwiekszata sie wraz ze wzro-
stem temperatury i pH hodowli. W przeprowadzonyeh badaniach za pomocg
mikroskopu elektronowego wykazano, ze ciatka inkluzyjne periplazmatyczne
i cytoplazmatyczne o duzej zawartosci zanieczyszczenn miaty nierdwng poro-
watg powierzchnie w przeciwienstwie do cytoptazmatycznych o matej ilosci
zanieczyszczen, ktérych powierzchnia byta zwarta i gtadka. Analiza skiadu
molekularnego ciatek inkluzyjnych dowodzi, ze w okreslonych warunkach
agregacja |3-laktamazy jest wysoce specyficzna. Zanieczyszczenia wystepujace
w ciatkach inkluzyjnych niespecyficznie adsorbujg sie na ich powierzchni
w trakcie tizy komdrek, dlatego ciatka o porowatej strukturze powierzchni
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Tabela 2
Rozpuszczanie ciatek inkluzyjnych zawierajacych rekombinowane biatka

w ROZTWORACH CHIX)ROWODORKU GUANIDYNY (79)

L.IeZba, Stezenie Czynnik Czas Tempera-
Biatko wigzan GUuHCI  redukujacy PH rozpusz- tura
dwusiarez- mol/L. (mmol/L) czania ()
kowych (h)
fragment 5 6 DTT:300 8,5 1 pokojowa
immunoglobuliny
fragment 2 7,6 2-ME: 100 8,0 1 37
immunoglobuliny
larieuch 15 7,6 2-ME: 100 8,0 1 37
immunoglobuliny
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 3 7 DTT:200 8 12 pokojowa
,Kringle 2"
T-PA domena 3 6 DTT:5 8 12 pokojowa
,Kringle 2”
urokinaza 6 5 — 8 12 4
prourokinaza 12 6 2-ME:50 8,5 12 pokojowa
albumina surowicy 17 7 2-ME: 100 7,5 — 4
ludzkiej
ludzka insulina 3 6 2-ME: 140 — 1 —
ludzka insulina 3 7 DTP:1 7,9 — —
kurzy hormon wzrostu 2 6 — 8,5 — —
wotowy hormon 2 6 — 8,5 — —
wzrostu
wotowy hormon 2 6 — 8 80 pokojowa
wzrostu
hormon wzrostu 2 5 — 8 2 4
wegorza
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 8 2 pokojowa
GSH:2 i
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 stymulujacy tworzenie kolonii makrofagéw; TGF-a, transformujacy 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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zawierajg wiecej zanieczyszczen. Potwierdzeniem tej tezy jest to, ze w wielu
przypadkach zanieczyszczenia te mozna usung¢ bez niszczenia struktury cia-
tek inkluzyjnych za pomoca ptukania w fagodnym detergencie, np. 50 mM
roztworem oktylogtukozy (77).

Za pomocyg kolejnych ekstrakcji roztworem detergentu jonowego (deoksy-
chotan sodu), niejonowego (oktylogtukoza) i soli chiatotropowej (KSCN) usu-
nieto biatka zanieczyszczajace z ciatek inkluzyjnych zawierajgcych biatko ko-
dowane przez ludzki egzon c-myc (3). Metoda ta zastosowana do oczyszczania
ciatek inkluzyjnych zawierajgcych peptydy kodowane przez gen env wirusa
H1V-1 spowodowata, ze do roztworu oktylogtukozy i KSCN wyekstrahowaty
sie biatka wirusowe z czeScig zanieczyszczen (5).

Z ciatek inkluzyjnych zawierajagcych wotowy hormon wzrostu biatka zanie-
czyszczajace wyekstrahowano roztworami mocznika o rosngcym stezeniu od
0,5 do 2 M (78).

Tabela 3

Rozpuszczanie ciatek inkluzyjnych zawierajacych rekombinowane biatka w roztworach mocznika (79)

_ V';:;igi Steier?ie Czynn_ik rogéizz- Temera-
Biatko - mocznika redukujacy pH - tura
dwusiarcz- mol/L. (mmol/L) czania C)
kowych (h)
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 4 8 DTT:30 — 1 30
peroksydaza C
mysi EGF 3 8 DTT:1 8,3 — —
tancuch 15 7 DTP:2 8 — —
immunoglobuliny
fragment 2 9 2-ME:20 10,8 — —
immunoglobuliny
lizozym jaja kurzego 4 8 2-ME:500 8,6 2 40
rybonukleaza A 4 8 2-ME:25 8 1 —
trzustki wotu
hormon wzrostu 2 7 — — — —

tososia

M-CSF — czynnik stymulujacy tworzenie kolonii makrofagéw; T-PA — tkankowy aktywator
plazminogenu; EGF — epidermalny czynnik wzrostu; DTI' — ditiotreitol; 2-ME — merkaptoetanol.

Dalsze oczyszczanie rekombinowanych biatek zawartych w ciatkach inklu-
zyjnych mozliwe jest po ich rozpuszczeniu. W tym celu najczeSciej stosuje
sie stezone roztwory mocznika, chlorowodorku guanidyny, rzadziej detergenty
jonowe jak: siarczan dodecylu sodu, deoksychotan sodu i sarkozyt oraz
ekstrakcje w wysokim (pH>9) tub niskim (pH<3) pH (53,77,79). Rozpuszczanie
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biatek zawartych w ciatkach inktuzyjnych utatwia redukcja wigzan dwusiar-
czkowych. Jako C*niki redukujgce dodawane do roztworéw rozpuszczajg-
cych ciatka inkluzyjne stosowane sg: 2-merkaptoetanol, ditiopropanot, ditio-
treitot i ditioerytrytol. Przyklady rozpuszczania ciatek inktuzyjnych w roztwo-
rach chlorowodorku guanidyny i mocznika przedstawiono w tab. 2 i 3.

Roztwory rekombinowanych biatek uzyskane po rozpuszczeniu ciatek in-
kluzyjnych poddawane sg dalszemu oczyszczaniu za pomocg metod chro-
matograficznych, podobnie jak w przypadku biatek rozpuszczalnych, z tg roz-
nica, ze rozdziaty chromatograficzne muszg by¢ przeprowadzane w obecnosci
Coynnika utrzymujacego biatko w formie rozpuszczalnej. Oczyszczone biatka
poddawane sa nastepnie renaturacji.

6. Metody renaturacji biatek izolowanych z ciatek inktuzyjnych

Rozpuszczenie biatek zawartych w ciatkach inktuzyjnych w roztworach
o wiasciwosciach denaturujacych powoduje, ze po ich oczyszczeniu konieczne
jest odtworzenie natywnej konformacji tancuchow potipeptydowych. Jezeli
otrzymane polipeptydy wykazujg akt}rwno$¢ enzymatyczng lub hormonalna,
skutecznos¢ renaturacji mozna okreslic poprzez poréwnanie z aktywnoscig
enzymatyczng (hormonalng) polipeptydéw uzyskanych z naturalnych Zrodet.
W przypadku biatek nie wykazujacych aktywnosci biologicznej, np. biatek
strukturalnych, potwierdzeniem poprawnos$ci uzyskanej konformacji biatka
moze by¢ reakcja z przeciwciatami (zwiaszcza monoklonalnymi) uzyskan}mi
na bazie polipeptydu otrzymanego z naturalnego zrodta. W przypadkach, gdy
weryfikacja struktury biatka jest niemozliwa dazy sie do uzyskania polipep-
tydu w formie rozpuszczalnej w roztworach umozliwiajgcych jego dalsze za-
stosowanie, np. w soli fizjologicznej. Rozpuszczenie biatka w roztworach dena-
turujagcych (mocznik, chlorowodorek guanidyny) moze byé przyczyna nieod-
wracalnych zmian w strukturze biatka (14).

Oczyszczone chromatograficznie biatka, otrzymane z ciatek inktuzyjnych
po usunieciu czynnika warunkujacego rozpuszczalno$¢ (np. po oddiatizowa-
niu mocznika), najczesciej ulegaja agregacji i wypadajg z roztworu. Mozna
temu zapobiec poprzez znaczne rozcienczenie biatka przed usunieciem czyn-
nika rozpuszczajgcego. Za bezpieczne uwaza sie stezenie biatka ponizej
20 |ig/ml (80). W przypadku ludzkiej interleukiny 2 agregacji zapobiegato
dopiero rozciehczenie do stezenia | pg/ml (81). Tak duze rozcienczenie po-
woduje znaczny wzrost objetosci roztworu otrzymanego biatka, co uniemozli-
wia zastosowanie technologii na wiekszg skale. Z kolei zageszczanie rozcien-
czonych roztwordw biatek, np. za pomocg metody ultrafiltracji czesto prowadzi
do agregacji i wytracenia z roztworu (17).

Renaturacje rekombinowanych biatek z roztworéw denaturujacych, takich
jak mocznik i chlorowodorek guanidyny mozna przeprowadzi¢ poprzez zna-
czne rozcienczenie (100- 200-krotne) lub dialize wobec roztworu renaturuja-
cego. Niewielkie polipeptydy moga renaturowaé¢ z duza wydajnosciag samo-
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rzutnie po usunieciu czynnika denaturujacego (53). Trudnosci zwiazane z re-
naturacja rekombinowanych biatek rosna wraz ze wzrostem dtugosci tancu-
cha potipeptydowego i zawarto$cig mostkow dwusiarczkowych.

Wedtug Marston na wydajno$¢ renaturacji rekombinowanych biatek majg
Wp+yw nastepujace czynniki (53);

— szybko$¢ przechodzenia z warunkéw denaturujacych do renaturujg-
cych,

— stopien oczyszczenia renaturowanego biatka,

— stezenie biafka,

— skiad jonowy i pH roztworu renaturujgcego,

— obecno$¢ czynnikow redukujacych i utleniajgcych wigzania dwusiarcz-
kuwe.

PrzejScie z warunkow denaturujgcych — wedtug autorki — nie powinno
nastepowac zbyt szybko. Korzystna jest dwustopniowa renaturacja. W pier-
wszym stadium renaturacji biatko osigga konformacje zblizong do natywnej,
a w drugim catkowicie natywng. Zgodnie z tg zasadg renaturowano prekursor
cielecej chymozyny z 8 M mocznika do roztworu o pH 10,7 (czeSciowa rena-
turacja), a po 15-30 minutach inkubacji do roztworu o pH 8,0 gdzie na-
stepowata petna renaturacja (82).

Zanieczyszczenie otrzymywanego biatka innymi polipeptydami moze zna-
cznie obnizy¢ wydajno$¢ renaturacji. Z tego wzgledu korzystne jest wczes-
niejsze oczyszczenie biatka.

Znaczne rozcienczenie renaturowanego biatka daje przewage oddziatywa-
niom wewnatrzczasteczkowym, sprzyjajacym uzyskaniu wasciwej konformacji
potipeptydéw. W stezonych roztworach biatek znaczenia nabierajg oddziaty-
wania miedzy tancuchami polipeptydowymi prowadzgce do agregacji i wypa-
dania biatka z roztworu.

Sita jonowa roztworu renaturujacego nie moze by¢ zbyt niska, gdyz sprzyja
to agregacji potipeptydéw. Umiarkowanie alkaliczne pH roztworu (najczesciej
wykorzystywany jest zakres pH 7,5 - 8,5) predysponuje do wymiany wigzan
dwusiarczkowych.

W skrajnie alkalicznym pH nastepuje samorzutna izomeryzacja wigzan
dwusiarczkowych. Z kolei silnie kwasne pH (=2) utrzymuje wolne grupy ho-
lowe w biatku w formie zredukowanej (53).

W celu wyeliminowania agregacji tancuchdéw potipeptydowych, ktére uzy-
skaty nieprawidtowg konformacje (sa mniej stabilne od prawidlowych tancu-
chéw) do roztworéw renaturujgcych dodawany jest mocznik lub L-arginina
w stezeniach nie przekraczajagcych 1 M (83,84). Niskie stezenia mocznika
i L-argininy nie hamuja aktywnosSci wiekszosci enzyméw, co umozliwia kon-
trolowanie renaturacji otrzymanego biatka.

Obecnos$é detergentéw niejonowych znosi oddziatywania hydrofobowe mie-
dzy tancuchami polipeptydowymi, ktére moga by¢ przyczyna agregacji biatka.
Najczesciej stosowane sg: Tween 80, Triton X-100 i oktytogtukoza (39).

Odtworzenie wiasciwej struktury mostkéw dwusiarczkowych ma zasadni-
cze znaczenie dla odzyskania wiasciwej konformacji zdenat urowanych faricu-
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chow polipeptydowych. Biatka zagregowane w ciatkach inkluzyjnych maja naj-
czesciej niewtasciwa, przypadkowa strukture wigzan dwusiarczkowych (17).
W czasie rozpuszczania ciatek inklu*yjnych poddaje sie je redukcji (2-mer-
kaptometanolcm, ditiopropanotem, ditiotreitotem lub ditioerytrytotem), a na-
stepnie odtwarza we wiasciwej strukturze w czasie renaturacji. W matych
potipeptydach odtworzenie prawidtowej struktury nastepuje najczesciej samo-
rzutnie po usunieciu ze $rodowiska czynnikéw denaturujacych i redukuja-
cych, jak np. w przypadku renaturacji p-endorfiny (53). Wieksze biatka za-
wierajace kilka wewnetrznych wigzan dwusiarczkowych wymagaja do ich pra-
widlowego odtworzenia obecnosci niskoczasteczkowych reagentéw zawieraja-
cych grupy tiolowe w formie zredukowanej i utlenionej. Wzajemna proporcja
formy zredukowanej i utlenionej powinna by¢ tak dobrana by stworzyé wia-
Sciwy potencjat oksydoredukcyjny dla tworzenia i wymiany wewnetrznych
wigzan dwusiarczkowych (84). Jako forme utleniong stosuje sie utleniony
glutation, a wolne grupy tiolowe wprowadza sie w postaci ditiotreitotu, di-
tioerytrolu, cysteiny tub zredukowanego glutationu. Wydajno$¢ renaturacji
wigzan dwusiarczkowych zalezy od dobrania whasciwych proporcji i stezen
zwigzkéw tiotowych i renaturowanego polipeptydu. Wazne sg réwniez pH
i temperatura roztworu.

W pracy Buchnera i Rudolpha ustalono optymalne parametry renaturacji
fragmentu Fab mysich przeciwciat otrzymanych w postaci ciatek inkluzyjnych
(85). Sprawdzono dwa ukiady redox: glutation zredukowany i utleniony oraz
ditiotreitol i utleniony glutation. Optymalne dla prawidtowego foraiowania sie
mostkow dwusiarczkowych bylo stezenie 5 mM zredukowanego glutationu
i 0,5 mM utlenionego tub 3 mM ditiotreitotu i 4 mM utlenionego glutationu.
Najwyzszg wydajno$¢ renaturacji uzyskano przy stezeniu biatka rownym
20 pg/ml, temperaturze 10°C i 0,4 M stezeniu L-argininy, przy pH roztworu
renaturujgcego w zakresie 7,8-8,2. Czas przy ktorym potowa biatka zostata
zrenaturowana wynosit 15 godzin. Kryterium poprawnosci struktury biatka byta
zdolno$¢ do kompetycji naturalnych przeciwciat mysich w tescie typu ELISA.

Parametry renaturacji muszg by¢ eksperymentalnie ustalane dla kazdego
rodzaju renaturowanego biatka, np. optymalne stezenia zredukowanego
i utlenionego glutationu dla ludzkiej interleukiny 6 wynosity odpowiednio 2
mM i 0,2 mM (83), a dla biatka fuzyjnego ztozonego z egzotoksyny A (Pseu-
domonas) i fragmentu Fv ludzkiej 1gG po I mM (86).

Do renaturacji wigzan dwusiarczkowych rzadziej stosowana jest technika
suffitolizy. W metodzie tej nastepuje konwersja grup tiotowych i wigzan dwu-
siarczkowych w biatku do pochodnych S-sulfonowych, z czym zAviE"zane sg
zmiany konformacyjne i wzrost etektroujemnosci biatka. Umozliwia to tatwe
oclyszczenie S-sulfonowych pochodnych biatek za pomocg metody chromato-
grafii jonowymiennej na ztozach anionowych (87). Wigzania dwusiarczkowe
ulegajg odtworzeniu podczas inkubacji w roztworze alkalicznym (pH 10)
w obecnosci cysteiny (88).

Biatka odpowiedzialne za formowanie mostkéw dwusiarczkowych w ko-
mérkach eukariotycznych: tioredoksyna i biatkowa izomeraza dwusiarczkowa
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zastosowane in vitro do formowania mostkéw dwusiarczkowych w rekombino-
wanych biatkach nie daly spodziewanych efektow (17). Rdwniez zawarto$é
natywnych polipeptydéw nie zwiekszyta sig, gdy zastosowano nadprodukcje
in vivo izomerazy dwusiarczkowej i izomerazy cis-trans protylo-peptydytowej
poprzez koekspresje tych enzymoéw z rekombinowanym biatkiem (89). Nato-
miast, w wyniku koekspresji i kosekrecji do periplazmy bakteryjnej izomerazy
dwusiarczkowej (produkt ekspresji genu dsbA) uzyskano cztemastokrotny
wzrost aktywnosci roslinnego inhibitora a-amylazy/trypsyny (5 wewnetrznych
wigzan dwusiarczkowych) w periplazmie E. coli Wamnkiem prawidtowego for-
mowania sie mostkow dwusiarczkowych inhibitora in vivo byta obecno$¢ w po-
zywce zredukowanego glutationu (optymalne stezenie 5 mM) (90).

W przypadku biatek nie wykazujgcych aktywnosci biologicznej poprawno$¢
uformowania sie mostkéw dwusiarczkowych w tancuchach potipeptydowych
mozna sprawdzi¢ za pomoca elektroforezy w zelu poliakiyloamidowym w obe-
cnosci SDS (53). Rozdziatowi poddaje sie probke biatka nieredukowang i biat-
ko, w ktérym wigzania dwusiarczkowe zredukowano za pomocg 2-merkap-
toetanolu. Jezeli w probce nie poddanej redukcji wystapig frakcje o wyzszej
masie czasteczkowej niz biatko ze zredukowan3rmi grupami tiolowymi, stanowi
to dowdd na powstanie miedzyczasteczkowych wigzan dwusiarczkowych. Tego
typu nieprawidtowe wigzania dwusiarczkowe sg przyczyng tworzenia sie agre-
gatéw (mukimeréw) tatwo wypadajacych z roztworu. Ocene wynikéw moze
uniemozliwi¢ wystepowanie w preparacie zanieczyszczen biatkowych. Inter-
pretacja mozliwa jest wowczas po przeniesieniu biatek z zelu poliakryloamido-
wego na nitroceluloze i uwidocznieniu wiasciwych biatek z zastosowaniem
techniki western biot.

Renaturacja wigzan dwusiarczkowych miedzy podjednostkami biatek zto-
zonych stwarza dodatkowe trudnosci zwigzane z koniecznoscig ustalenia wia-
Sciwych proporcji poszczeg6lnych tancuchéw potipeptydowych w roztworze
renaturujgcym. Osiggane wydajnosci renaturacji sg najczesciej bardzo niskie,
np. renaturowano otrzymane niezaleznie lekkie i ciezkie tahcuchy ludzkiej
IgG w funkcjonalne przeciwciato z wydajnoscig 3-5% (91). Udato sie nato-
miast z duza wydajnoscig odtworzy¢ RNA polimeraze E. coli z niezaleznie
otrzymanych podjednostek a, (3, P' i a, ktdérej aktywnos$¢ byta zblizona do
aktywnosci enzymu naturalnego (92).

Glikol polietylenowy dodany do roztworu renaturujgcego znacznie srwieksza
wydajnos$¢ renaturacji poprzez zapobieganie agregacji tancuchdéw polipepty-
dowych o posredniej, czesciowo natywnej konformacji (93). Metoda zastoso-
wana do renaturacji biatek o réznych masach czasteczkowych (ludzkiego in-
terferonu y — 19 kDa, ludzkiej deoksyrybonukleazy — 31 kDa i ludzkiego
tkankowego aktywatora plazminogenu — 72 kDa) wymagata ustalenia opty-
malnych proporcji stezenia biatka i glikolu polietylenowego. Dla interferonu
y najwiekszg wydajnos¢ renaturacji uzyskano, gdy stosunek molowy biatka
do glikolu polietylenowego w roztworze renaturujgcym wynosit 2:1. W przy-
padku deoksyrybonukleazy najkorzystniejszy byt stosunek 10:1, a dla tkan-
kowego aktywatora plazminogenu 20:1. Proporcje te ustalono dla glikolu po-
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lietylenowego o masie 3,35 kDa. Glikol polietylenowy o masie 8 kDa zwiekszat
wydajno$¢ renaturacji przy nizszym stezeniu i w innych proporcjach w sto-
sunku do biatka (94).

Carlson i Yarmush uzyskali 360% wzrost wydajnosci renaturacji zreduko-
wanej S-proteiny (aktywny enzymatycznie fragment lybonukleazy A z trzustki
wolu, zawierajacy 4 wigzania dwusiarczkowe) w wyniku dodania do roztworu
renaturujgcego, zawierajgcego po 1,5 mM zredukowanego i utlenionego glu-
tationu, przeciwciat monoklonalnych przeciwko S-proteinie lub rybonukleazie
A (95). Przy 5 pM stezeniu przeciwciat 95% biatka uzyskiwato natywng kon-
formacje po 24-godzinnej inkubacji.

Biatka E. coli indukowane szokiem temperaturowym (DnaK, Dnal, GrpE,
GroEL, GroES) uczestnicza in vivo w formowaniu struktury nowo tworzonych
tancuchéw polipeptydowych [chaperonin proteins] (96). Zastosowane in vitro
do renaturacji zdenaturowanych bialek, zapobiegajg ich agregacji i utatwiajg
uzyskanie natywnej konformacji przez tancuchy potipeptydowe (97). DnaK
i GroEL wykazujg in vitro wysokie powinowactwo do zdenaturowanych tan-
cuchéw polipeptydowych, zapobiegajac ich agregacji. Nie wiazg sie natomiast
do potipeptydéw o natywnej konformacji.

Langer i wspot, badali in vitro oddziatywania biatek DnaK, Dnal, GrpE,
GroEL, GroES z dwoma biatkami: zredukowang karboksymetytotaktogtobuting
i siarkotransferaza tiosiarczanowa. Biatka te zdenaturowane chlorowodorkiem
guanidyny przyjmujg rozne konformacje tancuchow polipeptydowych:
karboksymetytotaktogtobuting strukture rozciggnieta, a siarkotransferaza po-
sta¢ nieuporzadkowanego kiebka. Autorzy zaproponowali model sukcesywne-
go dziatania bakteryjnych biatek szoku temperaturowego, w ktorym DnaK
przytacza sie do zdenaturowanych tancuchéw polipeptydowych. DnalJ dziata-
jac synergistycznie zwieksza powinowactwo DnaK do renaturowanego biatka,
nastepnie za posrednictwem GrpE potipeptyd o czeSciowo natywnej, posred-
niej konformacji zostaje przeniesiony na kompleks GroEL/ES, gdzie uzyskuje
ostateczng, natywna strukture (21). Aktywnos¢ biatek DnaK i GroEL warun-
kuje obecnosé ATP i Mg2+.

DnaK i kompleks GrpEL/ES moga zwieksza¢ poziom renaturacji potipepty-
déw rowniez niezaleznie. Renaturacja zdenaturowanego biatka fuzyjnego ztozo-
nego z egzotoksyny A (Pseudomonas) i fragmentu Fv ludzkiej 1gG, otrzymanego
w E. coli w postaci ciatek inktuzyjnych wymagata zastosowania duzego nadmiaru
DnaK w stosunku do renaturowanego biatka (60:1). GroEL wykazywato nato-
miast optymalne dziatanie w proporcjach stechiometiycznych 1:1 (86). Optymal-
ne stezenie ATP dla dziatania DnaK wynosito 10 pM, a dla GroEL 1 mM. Po-
dobnie wysoki nadmiar DnaK (80:1) byt wymagany do renaturacji nieaktywnej
potimerazy RNA (98). Ponadto DnaK stymuluje in vitro tworzenie wigzml dwu-
siarczkowych przez biatkowa izomeraze dwusiarczkowg (86).

W badaniach nad renaturacjg siarkotransferazy tiosiarczanowej zaobser-
wowano, ze dodanie do roztworu renaturujacego samego GroEL powoduje
stabilizacje biatka w konformacji nieuporzadkowanego kiebka. Renaturacja
biatka nie zachodzi wowczas w ogoéle, tub na poziomie nizszym niz renaturacja
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spontaniczna (bez udziatu GroEL). Warunkiem wydajnej renaturacji jest do-
danie GroES i obecno$¢ ATP i Mg2+ (99).

Kompleks GroEL/ES zwiekszat in vitro poziom renaturacji w przypadku:

prekursora (3-laktamazy (100), syntetazy cytrynianowej (101), karboksytazy
rybutozodwufosforanu (102) i represora faga X (103).

Problemom renaturacji rekombinowanych biatek poswiecona jest praca

przegladowa Fischera i wspot. (79) oraz publikacja zbiorowa pod redakcjg
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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