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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Do nadprodukcji rekombinowanych biatek wykorzystywane sg zaréwno eukariotyczne, jak
i prokariotyczne systemy ekspresyjne. Wybér odpowiedniego systemu zalezy m.in. od tempa
wzrostu komérek gospodarza i sposobu ich hodowli, poziomu ekspresji genu docelowego oraz
obrébki potranslacyjnej syntetyzowanego biatka. Niezaleznie od rodzaju systemu ekspresyjnego,
jego podstawowymi elementami sa wektor i gospodarz ekspresyjny.

Najczesciej stosowanym ukiadem do nadprodukeji biatek, zaréwno na skale laboratoryjng jak
i przemystows, jest system prokariotyczny. System ten oparty jest przede wszystkim na bakteriach
E. coli, chociaz coraz czgsciej wykorzystuje si¢ bakterie z rodzaju Bacillus. System prokariotyczny
pozwala na uzyskanie w krétkim czasie duzych ilosci rekombinowanych bialek. Prosta i tania
hodowla komérek bakterii oraz dobrze poznane mechanizmy transkrypcji i translacji utatwiaja
zastosowanie tych mikroorganizméw. Latwos¢ modyfikacji genetycznych i dostepnosé¢ wielu
mutantéw bakteryjnych jest dodatkowym atutem systemu prokariotycznego. W pracy scha-
rakteryzowano elementy strukturalne prokariotycznych wektoréw ekspresyjnych. Oméwiono
takze strategie przygotowania genu biatka docelowego zwickszajace wydajnos¢ jego produkcii,
ulatwiajace detekcje oraz oczyszczanie rekombinowanego biatka i nadajace mu aktywnosé.
Scharakteryzowano szczepy bakteryjne najczgsciej wykorzystywane jako komérki gospodarza
w systemach ekspresyjnych oraz potencjalne umiejscowienie heterologicznego biatka. Znajomos¢
podstawowych elementéw prokariotycznego systemu ekspresji pozwala na uzyskanie aktywnych
biologicznie biatek w krétkim czasie i w satysfakcjonujacych ilosciach.

nadprodukcja biatek - wektor ekspresyjny - znacznik - E. coli « Bacillus

Summary

For overproduction of recombinant proteins both eukaryotic and prokaryotic expression sys-
tems are used. Choosing the right system depends, among other things, on the growth rate and
culture of host cells, level of the target gene expression and posttranslational processing of the
synthesized protein. Regardless of the type of expression system, its basic elements are the vector
and the expression host.

The most widely used system for protein overproduction, both on a laboratory and industrial
scale, is the prokaryotic system. This system is based primarily on the bacteria E. co/i, although
increasingly often Bacillus species are used. The prokaryotic system allows one to obtain large
quantities of recombinant proteins in a short time. A simple and inexpensive bacterial cell culture
and well-known mechanisms of transcription and translation facilitate the use of these microor-
ganisms. The simplicity of genetic modifications and the availability of many bacterial mutants
are additional advantages of the prokaryotic system. In this article we characterize the structural
elements of prokaryotic expression vectors. Also strategies for preparation of the target protein
gene that increase productivity, facilitate detection and purification of recombinant protein and
provide its activity are discussed. Bacterial strains often used as host cells in expression systems
as well as the potential location of heterologous proteins are characterized.
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Knowledge of the basic elements of the prokaryotic expression system allows for production of
biologically active proteins in a short time and in satisfactory quantities.

Keywords: protein overproduction - expression vector - tag - E. coli - Bacillus
Full-text PDF: | nhttp://www.phmd.pl/fulltxt.php?ICID=1038351
Word count: | 3630
Tables: | 3
Figures: | 2

References: | 33

Adres autorki:

dr Dorota Porowiriska, Zaktad Biochemii, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, UMK w Toruniu,

ul. Lwowska 1, 87-100 Torun, e-mail: dorota.porowinska@cm.umk.pl

Wykaz skrétow:

CBP - peptyd wigzacy kalmoduline (calmodulin-binding peptide); Dsb —oksydoreduktazy tio-

lowo-disiarczkowe (thiol-oxidoreductases); fMET - formylometionina; FMN - mononukleotyd
flawinowy; GFP - biatko zielonej fluorescencji (green fluorescent protein); GST - transferaza-S-
-glutationu (glutathione S-transferase); IPTG - izopropylo-3-D-galaktopiranozyd; LPS - lipopoli-
sacharyd; MBP - biatko wigzace maltoze (maltose-binding protein); MCS - miejsce wielokrotnego
klonowania, polilinker (multiple cloning site); ori — miejsce inicjacji replikacji (origin of replication);
RBS - sekwencja wigzania rybosomu (ribosomal binding site); SD - sekwencja Shine-Dalgarno;
Strep - streptawidyna; tag — znacznik, etykieta; TrxA - tioredoksyna.

Wsrep

Dostepnych jest wiele réznych systeméw pozwalajacych na
nadprodukcje rekombinowanych biatek. W tym celu wy-
korzystywane s3 zaréwno komorki eukariotyczne jak i pro-
kariotyczne. Wybér odpowiedniego systemu ekspresyjnego
zalezy od sposobu hodowli komérek, poziomu ekspresji,
lokalizacji rekombinowanego bialka oraz jego modyfikacji
potranslacyjnych i aktywnosci biologiczne;.

Komérki ssakéw i owadéw pozwalaja na uzyskanie ak-
tywnych katalitycznie czasteczek majacych wszystkie
niezbedne modyfikacje potranslacyjne, jednak hodow-
la tych komorek jest czasochtonna i bardzo kosztowna,
a ilo$¢ uzyskanego produktu jest przewaznie niewielka.
W zwigzku z tym zastosowanie tego rodzaju systeméw
ogranicza si¢ gléwnie do badari laboratoryjnych. W prze-
ciwieristwie do komérek eukariotycznych, hodowla ko-
morek prokariotycznych jest tania i pozwala na uzyskanie
w krétkim czasie duzych ilosci rekombinowanych biatek
[6,18,22,27,28,29]. Ponadto komdérki bakteryjne sa czg-
sto stosowane do produkcji heterologicznych biatek ze
wzgledu na bardzo dobrze poznany mechanizm trans-
krypcyjny i translacyjny, szeroka dostepnos¢ promotoréw
i replikon6éw oraz mozliwo$¢ zastosowania wielu réznych

mutantéw [6,18,20,29]. Wada bakterii jest jednak ich
niezdolno$¢ do przeprowadzania modyfikacji potransla-
cyjnych w syntetyzowanych biatkach.

Niezaleznie od rodzaju systemu ekspresyjnego oraz wlasci-
wosci naprodukowanego biatka, kazdy system ekspresyjny
sktada si¢ z dwéch elementéw:

* wektora zawierajacego gen i
* gospodarza.

Wektory ekspresyjne

Plazmidy to pozachromosomowe koliste czasteczki DNA
zbudowane przewaznie z dwéch nici. Wystepuja naturalnie
w cytoplazmie komérek bakteryjnych. Wykazuja zdolnosé
do samodzielnej replikacji niezaleznie od chromosomu
bakteryjnego dzigki obecnosci sekwencji ori [4].

Rozwdj inzynierii genetycznej pozwolil na wykorzystanie
tych autonomicznych czasteczek do produkeji rekombi-
nowanych bialek uzytecznych w przemysle i medycynie.
Dostepnych jest wiele réznych wektoréw ekspresyjnych,
ktérych wybér mozemy dostosowaé do wlasnych potrzeb.
Niezaleznie jednak od rodzaju rekombinowanego biatka,
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ktére chcemy produkowad, kazdy wektor ekspresyjny po-
winien zawiera¢ nastgpujace elementy:

* replikon,
* marker selekeyjny,

* miejsce wielokrotnego klonowania (polilinker),
* promotor,

* miejsce wigzania rybosomu,

* terminator transkrypcji

(ryc. 1) [20,27].
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Ryc. 1. Schemat bakteryjnego wektora ekspresyjnego
Replikon

Replikon to fragment sekwencji plazmidu zawierajacy
miejsce inicjacji replikacji (or7), umozliwiajace samodziel-
ne namnazanie plazmidu w komérce gospodarza. Wybér
replikonu determinuje liczbe kopii wektora w koméree
bakteryjnej. Do ekspresji rekombinowanych biatek stosuje
si¢ zaréwno plazmidy nisko-, $rednio-, jak i wysokokopijne.
Najczesciej wybierane sg jednak replikony dajace kilka do
kilkunastu kopii plazmidu. Nie powoduje to zbyt duzego
obcigzenia metabolizmu komérki [10,18,29].

Wiekszos¢ wektoréw ekspresyjnych ma replikon ColE1
lub p15A [3,18,21,25,29]. Ten pierwszy stosowany jest
w wektorach pochodnych pBR322 (np. wektory pET,
dajace 15-20 kopii/komérke) oraz wektorze pUC i jego
pochodnych (500-700 kopii/komérke). Replikon p15A
pochodzi z plazmidu pACYC184 i warunkuje 10-12
kopii wektora w komérce [25]. W przypadku biatek
bardzo toksycznych, gdzie niezb¢dna jest $cista kon-
trola ekspresji heterologicznych genéw, stosowane sa
elementy replikonu episomu F (ori§, repF, parABC).
Odpowiedzialne s3 one za rozdzial plazmidéw do ko-
moérek potomnych i utrzymanie pojedynczej kopii na

kazdg komérke [18,23].

Promotor

Do ekspresji rekombinowanych biatek stosuje si¢ bardzo wiele
réznorodnych promotoréw [18,27,29]. Przy wyborze pro-
motora bierze si¢ pod uwagg takie jego cechy, jak rodzaj, sita,
mozliwos¢ kontroli ekspresji, sposéb i koszt indukeji oraz
kompatybilnos¢ z wieloma szczepami bakteryjnymi [19].

W zaleznosci od rodzaju rekombinowanego biatka (jego
toksycznosci dla komérek bakteryjnych) stosuje si¢ pro-
motory indukowane lub konstytutywne. W przypadku
tych pierwszych, szczegélng uwage zwraca si¢ na moz-
liwos¢ Scislej kontroli ekspresji genéw znajdujacych sie
pod kontrolg danego promotora. Nawet niewielka eks-
presja takiego genu przy braku induktora moze zmniej-
szy¢ stabilno$¢ plazmidu, sprzyjaé¢ generowaniu mutacji
w genie rekombinowanego biatka (jesli bialko jest tok-
syczne). Taka podstawowa ekspresja nazywana jest ,prze-
ciekaniem promotora” (promotor leakage) [3,18,29] lub
»przeciekaniem plazmidu” (plasmid leakage) [8]. W celu
uniknigcia takiej niekontrolowanej ekspresji genéw do-
celowych w niektérych systemach ekspresyjnych stosuje
si¢ dodatkowe mechanizmy zabezpieczajace w postaci np.
genéw represorowych uniemozliwiajacych ekspresje genu
z danego promotora [29].
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Promotory konstytutywne pozwalaja na ciagla synteze
rekombinowanego biatka w komdérkach bakterii. Zwykle
stosuje sie je w polaczeniu z jednoczesnym wydzielaniem
syntetyzowanego biatka do przestrzeni periplazmatycz-
nej lub podioza hodowlanego. Nie ogranicza to wzrostu

bakterii [29].

W wektorach ekspresyjnych uzywa si¢ gléwnie silnych
promotoréw pozwalajacych na wydajna produkcje hete-
rologicznych bialek nawet do 10-30% catkowitego biatka
w komérce [3,18,27,29].

Promotor powinien by¢ tatwo indukowany. Powszechnie
stosuje si¢ zaréwno sposoby fizyczne (np. zmiana tempera-
tury hodowli), jak i chemiczne (np. IPTG). W przypadku
induktoréw chemicznych wazne jest, aby byl to zwiazek
niedrogi, ogélnie dostepny i niewykazujacy negatywnego
wplywu na wzrost bakterii [25,27,29].

Przykladowe promotory stosowane w plazmidach ekspre-
syjnych scharakteryzowano i opisano w tabeli 1.

Tabela 1. Promotory stosowane w plazmidach ekspresyjnych

Najczesciej stosowanym bakteryjnym systemem eks-
presyjnym jest system wykorzystujacy polimeraz¢ RNA
faga T'7, ktérego mechanizm opiera si¢ na bazie operonu
laktozowego (wektory typu pET). W systemie tym w ge-
nomie komérki bakteryjnej znajduje si¢ tzw. fragment
ADE3 pochodzacy z genomu faga A, w obrebie ktérego
znajduje si¢ gen polimerazy RNA faga T7 znajdujacy si¢
po kontrolg promotora /acUVS5 oraz operator /acO. Gen
docelowy natomiast znajduje si¢ pod kontrolg promo-
tora faga T7. W warunkach nieindukeyjnych ekspresja
genu spod promotora /acUV5 jest hamowana poprzez
zwigzanie w miejscu operatora bialka represorowego
Lacl, ktérego gen (/acl) naturalnie wystepuje w genomie
bakteryjnym. Uniemozliwia to transkrypcje genu fago-
wej polimerazy RNA i syntez¢ enzymu, a tym samym
transkrypcje genu docelowego klonowanego do wekto-
ra. Ekspresja genu docelowego nastgpuje w obecnosci
induktora (IPTG), ktory wiaze si¢ z biatkiem Lacl po-
wodujac uwolnienie promotora /acUV5. Umozliwia to
ekspresje polimerazy RNA faga T7 i tym samym genu
docelowego [18,27,29].

Promotor Mechanizm

Indukcja Opis

operon laktozowy — represor lacl

lac

—raczej staby
— mozliwo$¢ regulacji ekspresji
— rzadko stosowany do nadprodukji
biatek

niehydrolizowalny analog laktozy
(IPTG)

P operon laktozowy — represor lacl

trc’ " tac

— silniejsze, syntetyczne warianty
promotora P,
— wysoki poziom ekspresji
podstawowej
— mozliwo$¢ regulacji ekspresji

niehydrolizowalny analog laktozy
(IPTG)

Promotor T7/17lac operon laktozowy — represor lac/

—silny promotor
—mozliwos¢ kontroli ekspresji
— mozliwo$¢ wystapienia ekspresji
podstawowej
— pozwala na zmniejszenie ilosci

biatek komdrkowych przez selektywne
zahamowanie aktywnosci polimerazy

RNA E. coli za pomoca rifampicyny

niehydrolizowalny analog laktozy
(IPTG)

p wrazliwy na temperature represor
toL cl857

— wysoki poziom ekspresji
podstawowej
— bardzo wysoki poziom ekspresji po
indukgji systemu

podwyzszenie temperatury hodowli do
42°C (inaktywacja represora)

P usn0 operon arabinozowy — aktywator
(Peur) AraC

— silne ograniczenie ekspresji
podstawowej na pozywce zawierajacej
glukoze
—Scista kontrola ekspresji
— wysoki poziom ekspresji
— niski koszt induktora

L-arabinoza

p operon ramnozowy — aktywator
rhabd RhaRi aktywator RhaS

— $cista kontrola ekspresji
— niski poziom ekspresji podstawowej
— wysoki koszt induktora

L-ramnoza
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System oparty o polimeraz¢ RNA faga T7 umozliwia wy-
dajng synteze wielu rekombinowanych biatek. Jego duza
wadg jest jednak wysoki poziom ekspresji podstawowej,
ktéry moze w znacznym stopniu zmniejszy¢ efektywnosé
syntezy biatka docelowego. Istnieje jednak wiele sposo-
béw umozliwiajacych ograniczenie podstawowej ekspresji
genéw docelowych. W przypadku niektérych wektoréw
typu pET operator /acO znajduje si¢ réwniez w poblizu
promotora genu docelowego (promotor hybrydowy T7/
lac), co stanowi dodatkowe zabezpieczenia przed ,przecie-
kaniem plazmidu”. Innym sposobem §cistej kontroli eks-
presji jest zastosowanie szczepéw bakteryjnych majacych
wektory pLysS i pLysE, ktére zawieraja geny kodujace
lizozym T7 — inhibitor polimerazy RNA faga T'7. Podsta-
wowg ekspresje genéw znajdujacych si¢ w wektorze pET
ogranicza si¢ réwniez poprzez zastosowanie katabolicznej
represji przez dodanie 0,5-1% glukozy do pozywki bak-
teryjnej [18,27,29].

Marker selekcyjny

Kazdy wektor ekspresyjny powinien mie¢ ,mechanizm”
umozliwiajacy tatwa i jednoznaczng selekcje komérek za-
wierajacych plazmid od bakterii, ktére nie ulegty transfor-
macji. Najczesciej stosowanymi markerami sg geny deter-
minujace nabycie opornosci na antybiotyki (np. ampicylin,
kanamycyne, tetracykline i chloramfenikol) [27].

Plazmidy dajace oporno$¢ na ampicyling zawieraja gen
bla, ktérego ekspresja powoduje synteze w komérce
[-laktamazy. Enzym ten wydzielany jest do periplazmy,
gdzie katalizuje hydrolize pierscienia laktamowego am-
picyliny znajdujacej si¢ w §rodowisku hodowlanym [25].
Wada stosowania ampicyliny jako markera selekeyjnego
jest jej mala stabilno$¢ w §rodowisku wodnym. Wzrost
pH pozywki w czasie wzrostu bakterii do duzych gestosci
powoduje nieenzymatyczng degradacje antybiotyku. Moze
to zmniejsza¢ selektywnos¢ transformantéw i powodowaé
zanieczyszczenia hodowli komérkami niezawierajacymi
plazmidu. Rozwigzaniem tego problemu jest stosowanie
trudniej degradowalnego analogu ampicyliny — karbeni-

cyliny [25,27].

Kanamycyna jest inaktywowana w periplazmie komérek
przez fosfotransferaze aminoglikozydu. Tak wiec opor-
no$¢ bakterii na ten antybiotyk wymaga obecnosci genu
ntpIl w plazmidzie. Degradacja chloramfenikolu nato-
miast zachodzi z udzialem produktu genu cas — transfe-
razy acetylochloramfenikolu. Oporno$¢ bakterii na te-
tracykling moze by¢ warunkowana przez wiele réznych
gendéw [25].

Selekcja antybiotykami moze zostaé znacznie ograniczo-
na (zmniejszona) w wyniku ich degradacji lub inaktywacji
badz wycieku z periplazmy enzyméw hydrolizujacych an-
tybiotyki. Ponadto zanieczyszczenie preparatu rekombi-
nowanego biatka antybiotykami stosowanymi do selekcji
uniemozliwia jego wykorzystanie, jesli biatko to ma mie¢
zastosowanie terapeutyczne [10].

Sekwencja Shine-Dalgarno (SD)

Synteza biatka na matrycy genu klonowanego do wektora
wymaga obecnosci sekwencji Shine-Dalgarno, ktéra na-
turalnie znajduje si¢ w obrebie sekwencji wigzania rybo-
somu (RBS). Jest to kilkunukleotydowa sekwencja, ktéra
oddziatuje z 3’koncem 16S rRNA malej podjednostki ry-
bosomu podczas inicjacji translacji. SD powinna znajdo-
wac si¢ w odleglosci 7+2 nukleotydéw od kodonu start
translacji (AUG) [21,27]. Zmniejszenie tej odlegtosci do
4 lub zwigkszenie do 14 nukleotydéw znaczaco wplywa na
wydajnos¢ inicjacji translacji [21,27]. Wydajnos¢ translacji
mozna dodatkowo wzmocni¢ sekwencjg epsilon faga T7,
zlokalizowang powyzej sekwencji SD. Z kolei czynnikiem
obnizajacym poziom biosyntezy heterologicznego bialka
jest tworzenie si¢ struktur drugorzedowych w transkrypcie
mRNA w obrebie rejonu SD [3,18].

Miejsce wielokrotnego klonowania (MCS,
polilinker)

Kolejnym elementem wektora ekspresyjnego jest rejon do
klonowania insertu, tzw. polilinker lub miejsce wielokrot-
nego klonowania (MCS). W jego obrebie znajduja si¢ se-
kwencje nukleotydowe (tzw. miejsca restrykcyjne) specy-
ficznie rozpoznawane przez endonukleazy restrykcyjne.
Miejsca te wystepuja w wektorze tylko raz (tj. w obrebie
polilinkera), co pozwala na insercje genu w §cisle okreslone
miejsce wektora i we wlasciwej orientacji. Ponadto, w przy-
padku produkgji biatek fuzyjnych (heterologicznych biatek
zaopatrzonych w jeden lub kilka znacznikéw), wybér od-
powiednich miejsc restrykeyjnych umozliwia klonowanie
insertu z zachowaniem tej samej ramki odczytu, co sekwen-
cja nukleotydowa kodujaca znacznik [20,21].

Terminator transkrypcji

Ponizej sekwencji heterologicznego genu powinien sig
znajdowac silny terminator transkrypcji. Jest to zwykle
palindromowa sekwencja tworzaca strukture spinki do wlo-
s6w, po ktérej nastepuje ciag nukleotydéw adenylowych.
Powoduje to zatrzymanie i oddysocjowanie polimerazy
RNA. Dodatkowo tworzaca si¢ struktura na 3’ koricu po-
wstalego mRNA stabilizuje t¢ czasteczke i wydtuza okres
jej péltrwania. Wydajnos¢ terminacji transkrypcji zwiek-
sza si¢ w E. coli stosujac kilkakrotne powtérzenie kodonu
stop lub tzw. przedtuzony kodon stop (UAAU) [2,27,30].

Znaczniki

Znaczniki (tzw. tagi lub etykiety) to krétkie peptydy, do-
meny lub cale biatka dolaczone do rekombinowanego pro-
duktu. Maja one na celu ulatwienie oczyszczania, detek-
cje i/lub zwigkszenie rozpuszczalnoéci rekombinowanego
biatka. Stosowany znacznik nie powinien w zZaden sposéb
zaburzaé struktury przestrzennej bialka, ani wplywa¢ na
jego aktywnos$¢ katalityczng. Powinien by¢ fatwo usuwany
od rekombinowanego bialka na kazdym etapie jego izo-
lacji [2,26,29].
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Znaczniki mogg by¢ usytuowane na N —lub C-koncu tani-
cucha polipeptydowego. Dolaczenie znacznika na N-koricu
biatka wplywa na efektywna inicjacje procesu translacji, co
zwigcksza wydajno$¢ jego syntezy. Niezaleznie od miejsca
usytuowania znacznika moze on wplywacé stabilizujaco na
taiicuch polipeptydowy w komérkach bakteryjnych, chro-
nigc przed jego degradacija [27,30,31].

Wybér odpowiedniego znacznika zalezy od rodzaju i wiasciwo-
éci syntetyzowanych czasteczek. W celu zwigkszenia wydajnosci
produkeji i oczyszczania aktywnych katalitycznie bialek moz-

liwe jest stosowanie jednoczesnie dwéch réznych znacznikéw.
Znaczniki ulatwiajace oczyszczanie

Podstawows funkcja znacznikéw jest ulatwianie oczyszcza-
nia biafek syntetyzowanych w systemach ekspresyjnych. Maja
one umozliwi¢ otrzymywanie homogennych preparatéw dzicki
zastosowaniu wydajnej i wysoce specyficznej chromatografii
powinowactwa. Proces ten powinien zachodzi¢ na niedrogich,
trwatych i odpornych zlozach, nadajacych si¢ do wielokrotne-
go uzytku w réznych warunkach srodowiska (pH, sita jonowa,
obecnos¢ detergentéw, zwigzkéw redukujacych itp.). Jednocze-
$nie elucja biatka powinna zachodzi¢ w fagodnych warunkach
niepowodujacych jego denaturacji. Najczgsciej stosowanym
znacznikiem ulatwiajacym oczyszezanie jest His-Tag (zob. ta-
bela 2) [2,18,27,30].

Tabela 2. Znaczniki rekombinowanych biatek

Znaczniki ulatwiajace detekcje

Znacznikami ulatwiajacymi detekcje moga by¢ znaczniki
nadajgce rekombinowanemu biatku barwe lub fluorescencje
(tzw. rainbow tags). Umozliwiaja monitorowanie lokaliza-
¢ji biatka w komoéree oraz podezas kolejnych etapéw jego
oczyszczania. Muszg by¢ one jednak stosowane w polacze-
niu z innymi znacznikami uzywanymi do oczyszczania. Do
najczeéciej stosowanych znacznikéw detekeyjnych nalezy
domena reduktazy cytochromu P450 odpowiedzialna za
wigzanie FMN, nadajaca syntetyzowanemu biatku kolor
niebiesko-zielony lub z6éity oraz czerwony cytochrom b5.
Duzg zaletg tych znacznikéw jest to, ze ich barwa jest wi-
doczna golym okiem. Nie wymagaja zewngetrznego zrédla
energii do ich detekeji, w przeciwieristwie do réwnie czgsto

stosowanego biatka GFP (tabela 2) [2,27,30].
Znaczniki zwigkszajace rozpuszczalnoéé

Produkcja rekombinowanych biatek w komérkach pro-
kariotycznych czgsto prowadzi do tworzenia nierozpusz-
czalnych agregatéw. W celu rozwigzania lub przynajmniej
ograniczenia tego problemu do biatka dolaczane s3 znacz-
niki zwickszajace rozpuszczalnosé. Sa to na ogél male
i $rednie biatka charakteryzujace si¢ dobra rozpuszczal-
noscia pochodzace z E. coli. Tego typu znaczniki sg prze-
waznie usytuowane na N-kornicu rekombinowanego biat-

Opis
Inacznik
Zalety Wady
— sktada sie z 2-10 reszt histydyny (~ 0,84 kDa)
— wykazuje powinowactwo do jondw metali dwuwartosciowych — mata specyficznos¢ ztoza
His-Ta (Co*, Nizt, Cuzt, In?") — moze wptywac na aktywnos¢ enzyméw
9 —elucja w tagodnych warunkach — powoduje agregacje i wytracanie sie biatek w obecnosci metali
—mozliwo$¢ oczyszczania w obecnosci zwigzkow ciezkich
denaturujacych
— nonapeptyd AWRHPQFGG (~ 1,05 kDa)
— wykazuje wysqkle powinowactwo do streptawidyny — mona go umiescic tylko na C-koricu biafka
Strep-Tag — elucja w tagodnych warunkach — osztowne zdoza
— mozliwos¢ stosowania zwigzkow chelatujacych, redukujacych,
detergentow i niskich stezen zwiazkdw chaotropowych
— 15-aminokwasowy fragment RNazy A (~ 1,75 kDa)
— umozliwia detekcje rekombinowanego biatka w ilosciach ;
. — kosztowne ztoza
S-Tag ponizej 1 fmol

— pozwala na okreslenie poziomu ekspresji genéw w lizatach

komdrkowych

— warunki elucji moga prowadzic do uszkodzenia struktury biatka

— peptyd (~ 2,96 kDa) o wysokim powinowactwie
(BP do kalmoduliny
— elucja w tagodnych warunkach

— kosztowne ztoza
— niska odpornos¢ na zwiazki redukujace i detergenty

124



Dorota Porowiriska i wsp. — Prokariotyczne systemy ekspresyjne

¢d.Tab.2
. Opis
Znacznik
Zalety Wady
— transferaza-S-glutationu (~26 kDa)
— stabilizuje rekomblpowane biatko i c.hronl przed jego _ stosunkowo duze biatko
GST-Tag proteolityczng degradacja )
- —tworzy homodimery
— elucja w fagodnych warunkach
— tanie nosniki do oczyszczania
— biatko wiazace maltoze (~ 40 kDa)
- wykazuje pOW.InOWfiC.tV.VO do u5|eqowz?nej amylozy _ duse bialko
MBP-Tag — tanie nosniki do oczyszczania .
. —oczyszczanie tylko w natywnych warunkach
—elucja w tagodnych warunkach
— zwieksza rozpuszczalno$¢ biatka
— mate biatko o masie 12 kDa — nie moze by¢ wykorzystany do oczyszczania — wymaga
TrxA . s )
— zwieksza rozpuszczalno$¢ biatka dodatkowego znacznika
— biatko o masie 26,9 kDa
— stosowane w ekspresji biatek bonowych
GFP ~ umozliwia oczyszczanie w wyniku chromatografi — duze biatko — konieczno$¢ wzbudzania fluorescengji

hydrofobowej

— umotzliwia wizualizacje produkowanych biatek w komérkach

i podczas oczyszczania

ka. Wiele z nich jest réwniez wykorzystywanych do jego
oczyszezania [7,18,23,27,30].

Wady i zalety najczeéciej stosowanych znacznikéw w re-
kombinowanych biatkach zostaly przedstawione w tabeli 2.

Usuwanie znacznikéw

Znaczniki, mimo Ze sg pomocne w oczyszczaniu rekom-
binowanych bialek, moga niekiedy wplywaé na ich aktyw-
no$¢ biologiczng. Ponadto obecnos¢ etykiety moze zabu-
rzaé¢ analizg jego wlasciwosci czy struktury przestrzenne;.
W zwigzku z tym po zakoniczeniu procesu oczyszczania
(lub w jego trakcie) niezbedne jest usuniecie znacznika.
W tym celu stosowane sg swoiste proteazy (endopeptyda-
zy). Do najczesciej stosowanych naleza: enterokinaza, TEV,
trombina oraz czynnik X _(tabela 3) [1,11,30].

Odcinanie znacznika nie jest procesem prostym i wyma-
ga optymalizacji dla kazdego bialka. Niektére proteazy
pozostawiaja 1-2 aminokwasy na N-koricu lafdcucha
biatkowego lub 4-6 aa na koncu C, w zaleznosci od
umiejscowienia znacznika. Nawet taka niewielka ilog¢
dodatkowych aminokwaséw w sekwencji biatka moze
zaburzaé jego aktywnos¢ katalityczng lub wplywaé na
badania struktury. Rozwigzaniem s3 czesto mniej swo-
iste proteazy (np. czynnik X , enterokinaza), ktérych
cigcie pozwala na uzyskanie natywnego N-korica bialka.
Dodatkowo w przypadku znacznikéw zwigkszajacych

rozpuszczalnosé, jego usuniecie niesie ze sobg ryzyko
wytracenia biatka z roztworu [27,30].

GEN BIALKA DOCELOWEGO

Ekspresja rekombinowanych biatek wymaga nie tylko wy-
boru odpowiedniego wektora i gospodarza, ale takze od-
powiedniego przygotowania genu biatka docelowego. Ma
to szczegdlne znaczenie przy produkeji biatek eukariotycz-
nych w prokariotycznych systemach ekspresyjnych.

Uzywalno$¢ kodonéw

Zgodnie z definicja kodu genetycznego jeden aminokwas
moze by¢ kodowany przez kilka kodonéw. Czgstosé wy-
korzystywania takich synonimicznych kodonéw przez ko-
morki prokariotyczne jest inna niz w komérkach eukario-
tycznych. Prowadzi to do réznic w puli dostepnych tRNA
w zaleznosci od organizmu [9,10,13,21]. Z tego powodu
ekspresja heterologicznych bialek w komérkach bakterii
moze by¢ utrudniona lub wreez niemozliwa. Wystepowa-
nie rzadkich kodonéw moze prowadzi¢ do pojawienia si¢
bledéw podczas translacji, takich jak substytucja, przesu-
nigcie ramki odezytu, przeskok kodonéw lub przedwezesna
terminacja translacji[3,10,21,25].

Problem réznej uzywalnosci kodonéw mozna rozwigzaé
poprzez zmiang kodonéw rzadko wystepujacych w bakte-
riach. Proces ten mozna przeprowadzi¢ stosujac mutagene-
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Tabela 3. Proteazy stosowane do odcinania znacznikéw rekombinowanych biatek

Proteza Rozpoznawana sekwencja

Charakterystyka

Enterokinaza DDDDK/X?

—mozliwe niespecyficzne ciecie
— wydajnos¢ ciecia zalezy od aminokwasu X na koficu rozpoznawanej
sekwengji
— optymalna temperatura 23°C

TEV EXXYXQ/S?

— wysoka specyficznos¢
—wydajna w niskiej temperaturze 4-8°C

XX,PRIKI/X,X,"

Trombina XRIX ¢

— motzliwe niespecyficzne ciecie
— pozostawia 2 aa na C-koricu biatka
— wydajnos¢ ciecia zwieksza 5 dodatkowych reszt G miedzy
rozpoznawana sekwencj i N-koicowym znacznikiem
— optymalna temperatura 20-37°C

Czynnik X, IE[D]GR/X ¢

— motzliwe niespecyficzne ciecie
— mata wydajnos¢ ciecia
— optymalna temperatura 4-25°C

2~ X - dowolny aminokwas; ® - XX, to dowolne aminokwasy hydrofobowe, X X, to dowolne niekwasne aminokwasy; - X, lub X, to glicyna; 4 — X to dowolny aminokwas z

wyjatkiem argininy i proliny, / — miejsce ciecia przez proteaze

z¢ specyficzng miejscowo lub projektujac caly gen de novo.
Ten ostatni jest procesem skomplikowanym i bardzo cza-
sochtonnym. Poza wymiang rzadko uzywanych kodonéw
nalezy réwniez wyeliminowa¢ sekwencje powtérzone, se-
kwencje mogace tworzy¢ struktury drugorzgdowe w mRNA
oraz sekwencje rozpoznawane przez restryktazy. W zwiazku
z tym do projektowania genéw czesto stosuje si¢ specjalne
programy komputerowe (np. GeneDesigner) [21,25,27].

Najczesciej stosowanym rozwigzaniem réznej czestosci
wykorzystywania kodonéw sg szczepy bakteryjne niosace
geny kodujace tRNA rzadko wystepujace w bakteriach (np.
BL21 CodonPlus). Wprowadzenie dodatkowej puli takich
czasteczek tRNA zwigksza wydajnoéé syntezy heterolo-
gicznych biatek, jednak znacznie obcigza to metabolizm
komérek. Dodatkowo, niewtasciwa modyfikacja produko-
wanych czasteczek tRNA moze skutkowaé umieszczeniem
w laicuchu bialkowym nieprawidtowych aminokwaséw.
Innym sposobem moze by¢ zmiana warunkéw hodowli
bakterii (sktad pozywki, obnizenie temperatury). Jednak
to rozwigzanie rzadko bywa skuteczne [21,25,27].

Stabilnosé¢ rekombinowanego biatka

Przygotowujac gen rekombinowanego biatka do jego na-
dekspresji w komérkach prokariotycznych, nalezy zwréci¢
uwage na rodzaj aminokwasu wystepujacego bezposrednio
po formylometioninie (fMet). Od niego zalezy wydajnos¢
usuwania fMet z fanicucha polipeptydowego przez amino-
peptydaze metioninows. Proces ten zachodzi z matg wy-
dajnoscia (16%) jesli po fMet znajduje si¢ reszta His, Gln,
Glu, Phe, Met, Lys, Tyr, Trp lub Arg. Okres péttrwania
biatka po odcieciu metioniny zalezy od N-koricowej resz-
ty aminokwasowej polipeptydu. Jesli jest to Arg, Lys, Phe,
Leu, Trp lub Tyr czas ten wynosi tylko 2 minuty. W przy-
padku pozostalych aminokwaséw — 10 minut. Ponadto
Leu znajdujaca si¢ na poczatku taricucha polipeptydowego
zwigksza ryzyko jego proteolitycznej degradacji w komér-

kach bakterii [18,27].

Na stabilnoéé¢ syntetyzowanych bialek w komérkach bak-
terii ma wplyw réwniez sekwencja aminokwasowa ich kar-
boksylowego korica. Nalezy zwréci¢ uwage, aby sekwencja
ta nie byta podobna do peptydu ANDENYALAA. Powsta-
je on na koricach taficuchéw polipeptydowych utworzo-
nych na bazie uszkodzonego mRNA, ktéry nie ma kodonu
stop. Takie czasteczki kierowane sa na drogg proteolitycznej
degradacji [18].

KomoRrki GospobARzA

Dostepnych jest wiele szczepéw bakteryjnych przystoso-
wanych do produkgji réznych typéw biatek. Wybér odpo-
wiedniego gospodarza bedzie wplywal na wydajnosé pro-
dukeji oraz jako$¢ rekombinowanego biatka. Odpowiedni
gospodarz powinien by¢ przede wszystkim genetycznie
kompatybilny ze stosowanym wektorem, aby produkcja he-
terologicznego bialtka byla mozliwa i jak najbardziej efek-
tywna. Wazna jest réwniez stabilnos¢ plazmidéw w cyto-
plazmie komérek bakteryjnych. Ponadto stosowany szczep
bakterii powinien by¢ pozbawiony jak najwickszej liczby
endogennych proteaz, ktére moga degradowaé syntetyzo-
wane polipeptydy.

Escherichia coli

Escherichia coli to Gram-ujemna bakteria nalezaca do rodzi-
ny Enterobacteriaceae. Bakteria ta jest najczesciej stosowa-
nym gospodarzem do produkgji rekombinowanych bialek
[1,29]. Powszechnie wykorzystuje si¢ pochodne szczepéw
BL21 oraz K12 [27,29]. Podstawowa zalet E. coli jest do-
brze scharakteryzowany genom, poznany uktad transkryp-
cyjny i translacyjny oraz fatwo$¢ manipulacji genetycznych.
Pozwolilo to na stworzenie wielu mutantéw tych bakterii,
dzigki czemu mozliwe jest dobranie odpowiedniego szcze-
pu w zaleznosci od wasciwosci i budowy heterologicznych
biatek. Ponadto bakterie te sa zdolne do szybkiego wzro-
stu do duzych gestosci na niedrogich podtozach [20,22].
Wszystkie szczepy ekspresyjne E. coli sa calkowicie po-
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zbawione czynnikéw patogennych. Nie sg one zdolne do
przezycia w tkankach ludzi oraz zwierzat. Wadg E. coli jest
niezdolnos¢ do przeprowadzenia modyfikacji potranslacyj-
nych wymaganych przez wiele bialek eukariotycznych, brak
wydajnego systemu sekrecji produkowanych polipeptydéw
do pozywki [12,23] oraz ograniczona zdolnos¢ do two-
rzenia mostkéw dwusiarczkowych [22,25]. Dodatkowym
problemem jest obecno$¢ w preparatach rekombinowanych
biatek lipopolisacharydu (LPS) — endotoksyny o wlasciwo-
$ciach pirogennych. W przypadku bialek o zastosowaniu
terapeutycznym, konieczne jest catkowite usunigcie LPS,
co wiaze si¢ z przeprowadzeniem dodatkowych etapéw
oczyszczania [29].

Bacillus sp.

Poza E. coli najezesciej wybieranymi drobnoustrojami do
produkgji rekombinowanch bialtek, s3 Gram-dodatnie bak-
terie z rodzaju Bacillus. Dostgpnych jest wiele szczepéw
pozwalajacych na wydajna produkcje heterologicznych bia-
tek. Do najczgsciej stosowanych naleza: B. megaterium, B.
subtilis, B. licheniformis oraz B. brevis [29]. Wykorzysty-
wane w biotechnologii szczepy Bacillus nie s patogenne
i nie wydzielaja toksycznych metabolitéw wtérnych, stad sa
odpowiednimi producentami enzyméw uzywanych w prze-
twérstwie zywnosci. Ich duzg zaleta jest brak lipopolisacha-
rydu w zewnetrznej blonie oraz wydajny aparat sekrecyjny
heterologicznych bialek do podloza, co niezwykle utatwia
ich izolacjg i oczyszczanie [14,16,32]. Ponadto, czgstos¢
wykorzystywania synonimicznych kodonéw przez komérki
Bacillus jest podobna jak w komérkach eukariotycznych, co
ulatwia wydajng produkeje heterologicznych bialek i wy-

raznie eliminuje ryzyko wystapienia bledéw podczas ich
syntezy [14]. Wada tych bakterii jako systeméw do eks-
presji jest wymog stosowania bogatszych podtozy hodow-
lanych, nizszy poziom produkeji heterologicznego biatka
w poréwnaniu do komérek E. cofi, niestabilnos¢ plazmidéw,
duza aktywno$¢ endogennych proteaz oraz zdolnos¢ do
tworzenia spor w odpowiedzi na stres Zywieniowy. Wiek-
sz0$¢ powyzszych ograniczenl moze zostaé wyeliminowa-
nych poprzez generowanie genetycznie zmodyfikowanych
szczepéw (mutantéw) charakteryzujacych sie ograniczo-
nym potencjatem do sporulacji i brakiem wigkszosci prote-
az, a takze przez stosowanie silnych promotoréw oraz do-
datkowych plazmidéw niosacych dodatkowe kopie genéw
kodujacych biatka opiekuricze (chaperony) [14,32]. Chape-
rony (GroES, GroEL, DnaK, DnaJ, GrpE i PrsA) stanowia
element aparatu sekrecyjnego i odpowiadaja za poprawne
faldowanie biatek, hamowanie ich agregacii, a takze ich
translokacje przez btong komérkows [14].

Proces sekrecji heterologicznych bialek w bakteriach z rodzaju
Bacillus obejmuije trzy fazy (ryc.2). W pierwszej fazie nastepuje
synteza heterologicznego bialka w fuzji z sekwencjg sygna-
lows oraz jego interakcja z chaperonami. Nast¢pnie zwigza-
nie biatka z translokaza sekrecyjna umozliwia jego transport
w poprzek blony cytoplazmatycznej (faza druga). W trzeciej
fazie nastepuje usuniecie sekwencji sygnatowej oraz ponowne
faldowanie biatka w obecnosci chaperonéw. Ostatnim etapem
jest przenikniecie poprawnie sfaldowanego biatka przez $ciane
komérkowa i uwolnienie go do podtoza hodowlanego [14,16].

Nadprodukowane w bakteriach bialka mogg by¢ akumu-
lowane w cytoplazmie, periplazmie lub by¢ wydzielane na
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Ryc. 2. Mozliwe losy rekombinowanego biatka w komérkach bakterii z rodzaju Bacillus [zmodyfikowano wg 14]
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zewnatrz komérki. Docelowa lokalizacja syntetyzowanego
biatka powinna zosta¢ uwzgledniona juz na etapie wyboru
wektora ekspresyjnego.

Cytoplazma

Cytoplazma komérek bakteryjnych jest najczesciej wy-
bierang lokalizacja do akumulacji rekombinowanych bia-
tek. Jest to zwiazane gléwnie z bardzo duza wydajnoscia
produkeyjng w tym przedziale komérkowym. Biatka aku-
mulowane w cytoplazmie s3 jednak narazone na dzialanie
endogennych proteaz. Przy wyborze szczepu nalezy wicc
zwrécié szczegdlng uwage na to, aby byt pozbawiony genéw
tych enzymoéw. Ponadto redukeyjne srodowisko cytopla-
zmy uniemozliwia wprowadzenie do czgsteczki mostkéw
dwusiarczkowych. W zwiazku z tym biatka zawierajace
w strukturze tego typu wigzania nie uzyskaja odpowiedniej
konformacji. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ za-
stosowanie szczepow zawierajacych mutacje w genach #7xB
i/lub gor, kodujacych odpowiednio reduktaze tioredoksyny
i glutationu. Enzymy te s3 odpowiedzialne za utrzymywa-
nie tioredoksyny i glutaredoksyny w stanie zredukowanym,
uniemozliwiajac tworzenie mostkéw S-S w cytoplazmie
komérek E. coli. Szczepy pozbawione wymienionych re-
duktaz, takie jak Origami i AD494 maja zdolno$¢ tworze-
nia mostkéw dwusiarczkowych w cytoplazmie. Najwigk-
szym problemem w lokalizacji rekombinowanych bialek
w cytoplazmie komdérek bakteryjnych jest tworzenie cial
inkluzyjnych [22,29].

Periplazma

Kazde rekombinowane bialko, ktére ma zosta¢ umiejsco-
wione w periplazmie, musi mie¢ N-kofcows sekwencje
sygnatows, kierujaca do tej przestrzeni komérkowej. Na
ogot to 18-30-aminokwasowa sekwencja, sktadajaca si¢
z kilku aminokwaséw zasadowych na koricu aminowym,
hydrofobowego rdzenia i hydrofilowego korica karboksy-
lowego rozpoznawanego przez swoiste proteazy. Enzymy
te sa zlokalizowane w blonie wewnetrznej, a ich centrum
aktywne znajduje si¢ po stronie periplazmatycznej. Se-
kwencja sygnatowa jest odcinana od faicucha polipeptydo-
wego podczas translokacji przez blone wewnetrzng. Proces
ten zachodzi z udziatem specyficznych transporteréw blo-
nowych (translokonu Sec lub Tat). Sekwencje sygnatowe
kierujace rekombinowane biatko do periplazmy pochodzg
najczesciej z bakteryjnych biatek OmpT, OmpA, PelB,
PhoA, MalE, LamB lub p-laktamazy[5,15,18,22,27,33].

Do periplazmy czesto kierowane sg biatka majace w swojej
strukturze liczne mostki dwusiarczkowe. Dzigki utlenia-
jacemu $rodowisku oraz obecnosci biatek Dsb (oksydore-
duktazy tiolowo-disiarczkowe) — DsbA i DsbC, mozliwe
jest poprawne rozmieszczenie tego typu wigzan w obrebie
czasteczki. Fuzja lub koekspresja rekombinowanego biatka
z Dsb moze zwigkszy¢ wydajno$¢ tworzenia wigzari — S-S
-[18,22,27,33].

Bialka zlokalizowane w periplazmie mozna fatwo uwol-
ni¢ z komérek z zastosowaniem szoku osmotycznego,

a otrzymany preparat jest tylko w niewielkim stopniu za-
nieczyszczony bialkami bakteryjnymi. Ponadto ryzyko pro-
teolitycznej degradacji polipeptydéw w przestrzeni peripla-
zmatycznej jest niewielkie, co w duzym stopniu wplywa na
ilo$¢ oczyszczanych bialek. Jednakze transport biatek do
periplazmy nie zawsze jest wydajny. Istnieje zjawisko tzw.
zapychania blon, ktére znacznie ogranicza ten proces [26].
Mozna temu przeciwdzialaé przez zmniejszenie poziomu
produkgji heterologicznych biatek. Obniza to jednak pule
syntetyzowanych polipeptydéw. Innym sposobem jest ko-
ekspresja genéw kodujacych elementy systemu translokacji.
Niektére bialka moga tworzy¢ réwniez ciala inkluzyjne
w periplazmie [18].

Sekrecja na zewnatrz komérki

Pozbawione patogennosci laboratoryjne szczepy E. co/i maja
znacznie uposledzony system sekrecji biatek [17]. W zwiazku
z tym nie maja zdolnosci efektywnego transportowania poli-
peptydéw przez blone zewnetrzng. Sekrecje biatek do podioza
uzyskuje sie przez destabilizacje struktury blony zewnetrznej
wykorzystujac wewnatrzkomoérkowe biatka lityczne. Zwick-
szenie przepuszczalnosci blony za pomocg czynnikéw me-
chanicznych, enzymatycznych lub chemicznych réwniez pro-

wadzi do biernego transportu biatek poza komdérke [22,27].

Innym sposobem jest stosowanie odpowiednio zmodyfiko-
wanych szczepéw E. coli. W tym celu stosuje si¢ komorki
pozbawione elementéw strukturalnych blony zewnetrznej
lub bakterie zawierajace geny kodujace elementy struktural-
ne mechanizméw sekrecyjnych pochodzace od patogennych
szczepéw. Aparaty takie umozliwiajg transport polipepty-
du poprzez kanat biatkowy bezposrednio z cytoplazmy na
zewngatrz komérki (przez blong wewnetrzng i zewnetrzng).
Kolejng strategia jest zastosowanie szczepéw pozbawionych
blony zewnetrznej i otoczki mureinowej. Wéwczas biatka ma-
jace sekwencje sygnatows kierujaca do periplazmy sa z powo-
dzeniem wydzielane do podtoza hodowlanego [27].

Niektére biatka kierowane do periplazmy sa w okreslonych
warunkach wydzielane do pozywki. Jest to prawdopodobnie
proces bierny, zwiazany z jednoczesng degradacja blony ze-

wnetrznej wywolang wiekiem komérek lub zmiang warun-
kéw hodowli.

Sekrecja do podtoza pozwala na uzyskanie preparatéw bial-
kowych o wysokim stopniu czystosci. Mimo to ten sposéb
produkgji rekombinowanych biatek jest najrzadziej stosowany
ze wszystkich dostepnych.

PobsumowANIE

Na efektywnos¢ produkeji rekombinowanych biatek wplywa

wiele czynnikéw — poczawszy od wyboru wektora, poprzez
modyfikacje genu biatka docelowego, na wlasciwosciach ko-
morek gospodarza koriczgc. W zaleznosci od rodzaju pro-
dukowanego biatka, jego wlasciwosci, docelowej lokalizacji
i zastosowania, konieczny jest dobér odpowiednich proce-
dur. Pozwala to na uzyskanie aktywnych biologicznie biatek
w krétkim czasie i w satysfakcjonujacych ilosciach.
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