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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Unikalne wlasciwosci nici pajeczej, takie jak wytrzymatosé, rozciagliwosé, energia pekania (wiaz-
kos¢), biokompatybilnos¢ oraz biodegradowalnos¢ spowodowaly intensywny rozwdj technologii
biomateriatéw opartych na biatkach jedwabiu pajgczego. Postep badari naukowych byt hamowany
przez dtugi czas brakiem metod pozyskiwania odpowiedniej ilosci materiatu. Przetomem techno-
logicznym bylo opracowanie strategii biologii molekularnej, ktére doprowadzito do stworzenia
warunkéw do produkcji inzynierowanych pajeczych biatek jedwabiu (IPJ). Strategia ta polega na
konstruowaniu sztucznych biatek jedwabiu, ktérych sekwencje oparte sa na motywach konsensu-
sowych biatek naturalnych. Ponadto biatka inzynierowane genetycznie, mozna skonstruowac tak,
aby nadac im ,,nowe” funkcje. Strategia biatek hybrydowych zaktada, iz IPJ sa rdzeniem, no$ni-
kiem, nadajacym strukture, do ktérego mozna dotaczy¢ (na poziomie DNA) sekwencj¢ nadajaca
funkcje np. rozpoznajaca receptory komérkowe, enzymy, wiazaca metale, cukry i inne. Obecnie
prowadzone sa intensywne badania, ktére z jednej strony skupiaja si¢ na ustaleniu szczegdtowej
budowy i zrozumieniu procesu tworzenia si¢ jedwabnej nici w naturze, a z drugiej strony probu-
je si¢ udoskonali¢ metody produkcji IPJ. Dzigki zdobytej wiedzy i rozwojowi powyzszej techno-
logii inzynierowany jedwab stanie si¢ ,.inteligentnym” biomateriatem przyszlosci, a otrzymywa-
ny na skalg przemystowa wywota rewolucje¢ biotechnologiczna.

jedwab pajeczy ¢ inzynierowany jedwab pajeczy * biatka hybrydowe ¢ produkcja
rekombinowanych biatek ¢ biomateriat

Summary

The unique properties of spider silk such as strength, extensibility, toughness, biocompatibility
and biodegradability are the reasons for the recent development in silk biomaterial technology.
For a long time scientific progress was impeded by limited access to spider silk. However, the de-
velopment of the molecular biology strategy was a breaking point in synthetic spider silk protein
design. The sequences of engineered spider silk are based on the consensus motives of the cor-
responding natural equivalents. Moreover, the engineered silk proteins may be modified in order
to gain a new function. The strategy of the hybrid proteins constructed on the DNA level combi-
nes the sequence of engineered silk, which is responsible for the biomaterial structure, with the
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sequence of polypeptide which allows functionalization of the silk biomaterial. The functional
domains may comprise receptor binding sites, enzymes, metal or sugar binding sites and others.
Currently, advanced research is being conducted, which on the one hand focuses on establishing
the particular silk structure and understanding the process of silk thread formation in nature. On
the other hand, there are attempts to improve methods of engineered spider silk protein produc-
tion. Due to acquired knowledge and recent progress in synthetic protein technology, the engine-
ered silk will turn into intelligent biomaterial of the future, while its industrial production scale
will trigger a biotechnological revolution.
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WPROWADZENIE

Pajaki pojawily si¢ na Ziemi okoto 400 milionéw lat temu.
Podczas diugiej drogi ewolucji staty si¢ producentami sub-
stancji o unikalnych wilasciwosciach: jedwabnej nici. Pajaki
potrafia wytwarzaé nawet do siedmiu rodzajéw jedwabiu
rézniacych si¢ wtasciwosciami, takimi jak: wytrzymatosé,
rozciagliwosé, czy wiazkos¢ (energia pegkania) [29,49].
Sieci pajecze fascynuja ludzkosé. Potrafia one nie tylko za-
trzymac owada w locie, ale sa na tyle mocne by utrzymac
ofiarg. Ocenia sig, ze pajgcza lina o grubosci otéwka by-
taby w stanie zatrzymac ladujacy odrzutowiec wojskowy
[41]. Jedwab pajeczy jest wytrzymalszy od stali, a przy tym
bardziej rozciagliwy niz nylon [67]. Ponadto jest oporny
na rozdarcie, moze pochtonaé ogromna ilo$¢ energii i nie
pekaé. Oprécz znakomitych parametréw mechanicznych,
jedwab pajeczy ma takze inne cenne zalety. Jego budul-
cem jest biatko rozpuszczalne w wodzie, jest wytwarzany
w temperaturze otoczenia w roztworach wodnych. Ponadto
produkt koricowy, ktéry jest nierozpuszczalny w wodzie,
z czasem ulega enzymatycznej biodegradacji.

Unikalne cechy sprawiaja, ze jedwab pajgczy jest obiektem
zainteresowan wielu réznych dziedzin nauki. W przemysle
moze postuzy¢ do produkcji nowych materiatéw, ktére wy-
trzymatoscia znacznie przewyzszalyby syntetyczne mate-
riaty, takie jak nylon czy Kevlar. Biatka jedwabiu pajecze-
go moga by¢ uzyte do produkcji ultralekkiego i nadzwyczaj
wytrzymatego widkna, ktére mogtoby by¢ wykorzystane
w produkcji spadochronéw, kamizelek kuloodpornych, czg-
Sci samolotow, samochodéw, tkanin czy produktéw sporto-
wych [78]. Duze mozliwosci jego zastosowania upatrywane
s réwniez w medycynie. Przyktadem sa bardzo wytrzyma-
fe, nietoksyczne nici chirurgiczne, ktére nie zuzywatyby sig
mimo czg¢stego rozciaggania, bytyby odporne na uderzenia
i wysokie cisnienie, a jednoczesnie z czasem ulegatyby de-
gradacji. Mozliwe jest réwniez wykorzystanie jedwabiu do
produkcji rozciagliwych bandazy czy opatrunkéw na rany.
Ponadto konstruowa¢ mozna implanty, sztuczne wigzadta

i §ciggna, tréjwymiarowe rusztowania do wzrostu komo-
rek bioracych udzial w odbudowie widkien nerwowych, ko-
Sci, chrzastek, migsni czy skory [78]. Mozliwe jest to dzieki
duzej biokompatybilnosci i dlugiemu czasowi biodegrada-
cji jedwabiu. Struktury z jedwabiu zawierajace biatka lub
specyficzne czynniki wzrostu komérek, moga zachowywac
si¢ jak matrix zewnatrzkomoérkowa i powodowaé wiazanie,
rozprzestrzenianie, proliferacj¢ i réznicowanie si¢ komorek.
Niedawno opublikowane wyniki prac doswiadczalnych wy-
kazaly wigzanie, rozprzestrzenianie si¢, proliferacjg osteobla-
stow, komorek podscieliska szpikowego (bone-marrow stro-
mal cells), komodrek Schwanna czy fibroblastéow [2,10,71,78].
Jako czasteczki samoorganizujace sig, tatwo funkcjonalizo-
walne i ulegajace biodegradacji, biatka jedwabiu moga stu-
zy¢ jako nosnik substancji aktywnych. Obecnie prowadzo-
ne sa prace nad wykorzystaniem biatek jedwabiu pajeczego
do produkcji nano- i mikrokapsutek oraz nano- i mikrosfer.
Struktury takie mogtyby zawiera¢ nie tylko sktadniki farma-
ceutyczne (leki), ale rowniez kosmetyczne i zywnosciowe.

Wymienione i inne potencjalne zastosowania jedwabiu pa-
jeczego sa obecnie przedmiotem intensywnych badan na-
ukowych. Badania skupiaja si¢ nad poznaniem biologii pa-
jakéw, rozpracowaniem powstawania roznych jedwabnych
struktur, np. pajgczyny, poznaniem nici ja budujacych, bia-
tek wchodzacych w sktad wtdkien, czy proceséw zacho-
dzacych w gruczotach przednych. Wiedza ta stuzy opraco-
wywaniu sekwencji IPJ, a nastepnie metod ich produkc;ji
i oczyszczania. Analiza procesu przechodzenia bialek je-
dwabiu z roztworu do fazy statej zachodzacego w gruczole
przednym pajaka przyczynia si¢ do zrozumienia, a zatem
kontroli proceséw wytwarzania jedwabnych biomateria-
16w. Nasladujac naturg w warunkach sztucznych naukow-
cy pracuja nad kontrolowanym przejSciem fazowym IPJ
przy jednoczesnym nadawaniu pozadanego ksztattu two-
rzonego biomaterialu. Wiadomosci dotyczace jedwab-
nych biomateriatéw opisano w dwdch czgsciach. W pre-
zentowanej pracy (czg¢s¢ I) zebrano wiadomosci dotyczace
biologii wytwarzania paj¢czych nici oraz opracowywania
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Ryc. 1. (A) Gruczoty przedne pajaka, rodzaje i funkcje jedwabiu pajeczego; (B) Budowa gruczotu przednego. Poszczegdlne czedci gruczotu petnig okredlong
funkcje. Spidroiny wydzielane s3 w czesci cewkowatej gruczotu, a magazynowane sa w worku gruczotfowym. Formowanie wtdkien zaczyna
sie w chwili przejécia biatka do przewodu, gdzie na skutek zmian fizyko-chemicznych nastepuje przejscie fazowe ciecz/ciato state. Ostateczne
dojrzewanie widkna odbywa sie w chwili wyciggania nici przez ujscie znajdujace sie na kadziotku przednym

metod produkcji rekombinowanych IPJ. Natomiast zesta-
wienie osiagni¢¢ w dziedzinie wytwarzania jedwabnych
biomateriatéw przedstawiono w czesci drugiej.

GRuczoLy PRZEDNE, JEDWABNE NICI, ICH FUNKCJE | WLASCIWOSCI

Pajaki wytwarzaja kilka rodzajéw jedwabnych nici, a kaz-
dy z nich jest wytwarzany w odrgbnym gruczole przednym
[23,31]. Chociaz liczba i rodzaj gruczotéw zalezy od gatun-
ku pajaka, wszystkie pajaki przeda przynajmniej jeden ro-
dzaj nici. Pajaki z rodziny krzyzakowatych wytwarzaja 57
rodzajéw jedwabnej przedzy. Gruczoty przedne znajdujq si¢
w brzusznej czgsci odwloka, a ich ujscia sa umiejscowione
na koricu odwioka w tzw. kadziotkach przednych, zwanych
inaczej brodawkami prz¢dnymi. Najwigkszym gruczotem
przednym jest gruczot amputkowaty wigkszy (major ampul-
late gland), ktéry wytwarza jedwab wiodacy (dragline silk).
Stuzy on do budowy szkieletu pajeczyny i nici asekuracyj-
nej, umozliwiajacej pajakowi ucieczke podczas ataku [49].

Gruczoty amputkowate mniejsze (minor ampullate gland)
odpowiadaja z kolei za wytwarzanie jedwabiu pomocni-
czego, ktéry pajak wykorzystuje do budowy wewngtrzne;j
spirali pajeczyny [79]. Ni€ ta jest pozbawiona kleistej wy-
dzieliny i stuzy pajakowi jako rusztowanie podczas budowy
wiasciwej, lepkiej spirali townej. Rusztowanie to, po wypet-
nieniu swojej funkcji, jest zjadane przez ,.budowniczego”.
Gruczot koroniasty (flagelliform gland) wytwarza jedwab
fowny tworzacy spirale towna, pokryta lepka wydzielina
gruczotu ztozonego (aggregate gland), tzw. jedwab powto-
kowy [27]. Laczenie poszczegdlnych elementéw sieci fow-
nej, a takze przytwierdzanie sieci do podtoza odbywa sig za
pomoca jedwabiu spoinowego wytwarzanego w gruczotach
gruszkowatych (pyriform gland). Gruczoty rurkowate (tubu-
liform gland) oraz gronkowate (aciniform gland) stuza do
wytwarzania jedwabiu tworzacego kokony chroniace jaja:
odpowiednio jedwab ostonowy i tasmowy. Jedwab ostono-
wy tworzy zewngtrzna powloke kokonu, a taSmowy wyscie-
la jego wnetrze. Jedwab tasmowy stuzy ponadto do owijania
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Tabela 1. Rodzaje gruczotéw przednych, produkowanych jedwabi, ich naturalna funkcja oraz charakterystyka biatek budujacych dane wtdkna

Gruczot Jedwab .Funkqg spidroiny Najczesciej powtdrzone motywy
przedny jedwabiu aminokwasowe
Amputkowaty wiekszy ~ wiodacy rusztowanie pajeczyny, ni¢ MaSp1, MaSp2 A, GGX
asekuracyjna A, GPGXX
Amputkowaty mniejszy  pomocniczy wzmocnienie sieci, spirala MiSp1, MiSp2 A, (GA) , GGX, sekwencja rozdzielajaca
pomocnicza pajeczyny (137 AA)
Koroniasty towny spirala fowna Flag GPGG(X), GGX, sekwencja rozdzielajaca
(28 AA)"
Gruszkowaty spoinowy taczenie poszczegdlnych nidi, PySp1 AAARAQAQAEARAKAE, AAARAQAQAE,
przytwierdzenie sieci do podfoza oraz odcinki zbudowane z 78 AA®
Ztozony powtokowy lepka powtoka spirali townej SCP-16,5CP-2> NZ
Rurkowaty ostonowy zewnetrzna powtoka jaj TuSp1, TuSp2 A S T (SX)°
An: Sn" Tn: (SX),¢
Gronkowaty ta$mowy wewnetrzne wyscielenie jaj, AcSp1 S, TGPSG’

owijanie ofiary

Motywy aminokwasowe wystepujace w biatkach pochodzacych odpowiednio od: “ — Nephila clavipes, ® — Latrodectus hesperus, < — Argiope bruennichi,

4— Argiope trifasciata, NZ — nie ma zastosowania. Dane opracowano na podstawie [31,57,66,79].

Tabela 2. Zestawienie wtasciwosci mechanicznych wybranych jedwabi pajeczych i innych materiatow

Wytrzymatos¢ Wiazkos¢
Materi (naprezenie wystepujace Rozciagliwos¢ (energia pochtaniana zanim nastapi
ateriat : . R .
w materiale przed zerwaniem) (%) przerwanie ciagtosci materiatu)
(GPa) (10*)/kg)
Jedwab wiodacy 4 35 40
Jedwab pomocniczy 1 5 3
Jedwab towny 1 >200 40
Jedwab ostonowy 1 20 10
Jedwab taSmowy 0,7 80 600000
Kevlar 4 5 3
Guma 0,001 600 8
Sciegno 0,001 5 0,5

Dane opracowane na podstawie [49].

schwytanych ofiar [49]. Rodzaje gruczotéw i wytwarzany
przez nie jedwab przedstawiono naryc. 1A oraz w tabeli 1.

Gruczoly przedne majg rézna wielkosc i ksztatt, jednak ich
organizacja funkcjonalna opiera si¢ na podobnym schemacie.
Najlepiej poznanym gruczotem, ze wzgledu na duzy rozmiar
jest gruczot amputkowaty wigkszy (ryc. 1B). Mozemy wyrdz-
ni¢ cztery podstawowe elementy jego struktury anatomiczne;j:
(i) czes¢ cewkowata gruczotu przednego, w ktérej odbywa
si¢ ekspresja 1 sekrecja biatka, (ii) worek gruczotowy beda-
cy miejscem przechowywania roztworu biatka, (iii) przewdd
gruczotu przednego, w ktérym dochodzi do przemian fizyko-
-chemicznych roztworu biatkowego oraz (iv) ujscie przewo-
du gruczotu przednego, przez ktére widkno opuszcza orga-
nizm pajaka. Ujscia przybierajq ksztalt rurek lub stozkéw [57].

WeASciwoScl MECHANICZNE JEDWABNYCH WEGKIEN

Poszczegdlne rodzaje jedwabiu réznia si¢ wtasciwo-
S§ciami mechanicznymi, co umozliwia wyrdznienie

wsréd nich jedwabiu bardzo wytrzymatego na zerwa-
nie, bardzo rozciagliwego lub majacego znamiona obu
tych cech w r6znym nasileniu. Jedwab taSmowy ma naj-
wigksza wiazkos¢ (energia pgkania) ze wszystkich je-
dwabi oraz wigkszosci znanych materiatéw (tabela 2).
Jedwab wiodacy cechuje si¢ niezwykla wytrzymato-
$cig podobng do Kevlaru przy jednoczesnej znacznie
wigkszej rozciagliwosci (odpowiednio, jedwab wioda-
cy 35%, Kevlar 5%) [68]. Wprawdzie przy pgkaniu po-
chtania ponad 10 000 razy mniej energii niz jedwab ta-
Smowy, jego wiazkos¢ (energia pekania) jest nadal 10
razy wigksza od Kevlaru i ponad 100-krotnie wigksza od
wiazkosci ludzkiego Sciggna. Jedwab pomocniczy jest
rowniez bardzo wytrzymaly, ale wykazuje matq sprezy-
sto$¢. Nieodwracalnie odksztatca si¢ w czasie rozcia-
gania [15]. Jedwab towny budujacy spirale towna jest
najbardziej sprezysty, powraca do swej pierwotnej dtu-
gosci nawet po trzykrotnym rozciagnigciu. Jest jednak
tylko w polowie tak wytrzymaty jak jedwab nici wio-
dacej [27,68,79].
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WYTWARZANIE JEDWABIU PAJECZEGO

Mechanizm wytwarzania jedwabiu pajeczego jest niezwy-
kty. Pajak w wyniku ewolucji wytworzyt maszynerig zdol-
na do wytwarzania réznych pod wzgledem wiasciwosci
mechanicznych nici, ktére sa zbudowane prawie wytacz-
nie z bialek (tzw. spidroin). Proces ekspresji i przemian
fizycznych biatek pajeczych w bardzo krétkim czasie do-
starcza odpowiedniej ilosci budulca do wytworzenia nici
pozwalajacej pajakowi np. na ucieczke. System replikacji
1 transkrypcji genéw jest bardzo sprawny, mimo Ze geny
kodujace spidroiny sa bardzo duze, zawieraja sekwencje po-
wtarzajace si¢ i bogate w cytozyny i guaniny [6]. Nablonek
wnetrza gruczotu ma zdolno$¢ powielania catego genomu
bez jednoczesnego podziatu mitotycznego komorki [24].
Ponadto poszczegdlne geny moga wystgpowac w wielu ko-
piach [7,65]. Komdrki nabtonkowe gruczotéw zawieraja
bardzo duza pulg t-RNA glicyny i alaniny ze wzgledu na
dominujaca zawarto$¢ tych aminokwaséw w spidroinach
[12]. Spidroiny fatwo ulegaja samoagregacji, ale mimo to
pajakowi udaje si¢ utrzymac je w postaci rozpuszczalnej
wewnatrz gruczotu [30] zachowujac bardzo duze stgzenie
biatka osiagajace 30-50% (w/v) [14]. Proces formowania
widkien podlega Scistej kontroli, umozliwiajac niemal nie-
przerwany proces prz¢dzenia pajeczej nici [87].

Najlepiej poznano proces powstawania nici wiodacej zto-
tego pajaka jedwabnego. Ekspresja i wydzielanie biatek
budujacych wtékno odbywa si¢ w czgsci cewkowatej gru-
czotu przednego, w komdrkach walcowatych nabtonka [9].
Spidroiny sa wydzielane do worka gruczotowego, gdzie
utrzymywane sa w postaci roztworu o stezeniu 300-500
g/l. Na tym etapie taiicuchy polipeptydowe uktadaja si¢
w ksztalt ktgbka statystycznego (random-coil) i struktury
przypominajace helis¢ poliprolinowa typu II [48]. Worek
gruczotowy petni funkcje magazynu biatka, a gdy pojawi
si¢ zapotrzebowanie na nowa nié, cze¢s¢ jego zawartosci
przesuwana jest do kretego przewodu gruczotu przedne-
go. Podczas przeptywu przez przewdd roztwoér biatek pod
wplywem sit fizycznych oraz przemian chemicznych zo-
staje przeksztatcony w nierozpuszczalne w wodzie widékno
o dominujacej strukturze drugorzedowej typu pofatdowa-
nej kartki B. Srednica przewodu sukcesywnie zmniej-
sza sig, osiagajac minimum na koricu. Malejaca Srednica
przewodu powoduje, ze zwigksza si¢ przeptyw wzdiluz-
ny przy jednoczesnym zwigkszeniu dziatania sit Scinaja-
cych. Ponadto, dochodzi do zmiany stezenia niektérych
jonoéw, lekkiego zakwaszenia srodowiska (86 pH) oraz
zageszcezenia roztworu. Stgzenie jondw Nat w roztworze
biatka wpuszczanego do przewodu gruczotu wynosi 3,1
mg/g w przeliczeniu na sucha mase (s.m.), natomiast za-
wartos¢ tych jonéw we widknie opuszczajacym przewdd
gruczolowy osiaga 0,3 mg/g. St¢zenie jonéw K+ wzrasta
odpowiednio z 0,75 mg/g (s.m.) do 2,9 mg/g, a zawartos¢
jondéw fosforanowych wzrasta w przewodzie pigciokrot-
nie [22]. Wzrost zawartosci jonéw potasowych i fosfora-
nowych determinuje stan wysolenia, ktéry sprzyja agre-
gacji bialek. Dalsze przemiany sa zwigzane z obnizeniem
pH, co zwigksza udziat oddziatywan hydrofobowych [17].
W ostatnim ramieniu przewodu przgdnego nastgpuje szyb-
kie usunigcie wody za posrednictwem konwekcji. Jest to
mozliwe dzigki komérkom nabtonkowym wyscielajacym
przewdd, ktére poprzez mikrokosmki znaczaco zwigksza-
ja powierzchni¢ kontaktu nabtonka z roztworem biatka.

Przemiany biochemiczne i fizyczne determinuja przejscie
biatek jedwabiu z fazy cieklej do statej, co prowadzi do
utworzenia niedojrzatych wiékien. Mechanizm przemia-
ny fazowej nie jest do konica poznany. Obecnie uwaza sig,
iz moze on przebiega¢ dwojako. Jedna z teorii zaktada, ze
roztwor biatka zachowuje sig jak ciekly krysztat, co moze
wynikaé z jego duzej koncentracji w przewodzie gruczotu
przednego i ruchu wszystkich czasteczek w jednym kierun-
ku [80]. Wedtug drugiego modelu, biatka w roztworze ta-
cz3a si¢ poczatkowo tworzac micele o Srednicy 100-200 nm,
ktore grupujac sig tworza globule o wielkosci kilku mikro-
metréw. Przeptyw wzdtuzny i sity Scinajace powoduja wy-
dhuzanie si¢ globuli, co ostatecznie prowadzi do formowa-
nia widkien [40]. Niedojrzate widkno wyciskane jest przez
ujscie zaopatrzone w zastawke migSniowa. Zastawka Sci-
Sle przylega do wychodzacego wtdkna, co umozliwia dal-
sze usuwanie wody oraz regulacje Srednicy wtékna w gra-
nicach 0,1-0,8 um [16,80]. Wychodzace nici dojrzewaja
poprzez ostateczne odparowanie wody na powietrzu oraz
dziatanie sit, takich jak ciagnigcie i/lub naprezanie. Ma to
bardzo duze znaczenie w ksztattowaniu wlasciwosci me-
chanicznych wtdkien. Pajaki reguluja to zaréwno w spo-
séb bierny jak i czynny. Biernie wykorzystuja swoja mase¢
oraz sity grawitacji. Aktywnie uzywaja tylnych odnézy do
wyciagania nici regulujac przy tym szybkos¢ przedzenia.
Najmocniejsze wiékna wytwarzane s3 najwolniej. Innym
aktywnym sposobem moze by¢ przedzenie mocnego je-
dwabiu. Pajaki stosujac technike pionowego schodzenia
po powierzchni, uzywaja sit tarcia w celu pozyskania sity
ciagnacej, ktora jest dwa razy wigksza od tej uzyskiwane;j
dzigki swojej masie ciata [63]. Niezaleznie od stosowa-
nej techniki ciggnigcia/naprezania wlasciwosci wtdkien
sg réwniez zalezne od czynnikéw Srodowiskowych, takich
jak: dieta, temperatura, wilgotnos¢ [29,51].

SPIDROINY I ICH STRUKTURA ORGANIZACYINA

W bialkach budujacych witdékna (spidroinach) mozemy
wyréznié trzy regiony: (i) niepowtarzajaca si¢ domena
N-koricowa liczaca okoto 130 aminokwaséw, (ii) dominu-
jacy fragment zbudowany z motywow powtarzajacych si¢
oraz (iii) niepowtarzajacy si¢ koniec C zawierajacy okoto
110 aminokwaséw [5,25]. Region najdtuzszy zbudowany
jest z wielu powtdrzen sekwencji peptydowych, ktére ukta-
daja si¢ w nastepujace grupy: (i) (GPGXX) , (GPGGX) ,
(i) (GGX),, (iii) taricuchy alaninowe A_lub (GA), oraz (iv)
unikalne sekwencje rozdzielajace [68,74]. Sekwencja ami-
nokwasowa jest najwazniejsza w ksztaltowaniu struktury
przestrzennej, a tym samym wiasciwosci mechanicznych
jedwabiu. Pierwsze dwie grupy sekwencji powtérzonych
odpowiadaja prawdopodobnie za rozciagliwos¢ jedwabiu,
przy czym réznig si¢ przyjmowana konformacja przestrzen-
na. Sekwencje (GPGXX)_ i (GPGGX), sa zaangazowane
w tworzenie struktury spirali -zwrotnej. Wystepuja gtéw-
nie w biatku Flag (flagelliform) budujacym najbardziej roz-
ciggliwy z jedwabi — jedwab towny. Motywy te obecne sa
rowniez w biatkach tworzacych rozciagliwy jedwab wio-
dacy od pajaka jedwabnego Nephila clavipes, tj. w biatku
MaSp2 (major ampullate spidroins), czy w biatkach nici
wiodacej wytwarzanej przez pajaka krzyzaka ogrodowego
Araneus diadematus ADF-3 1 ADF-4 (araneus diadema-
tus fibroin). Jedwab wiodacy nie jest tak rozciagliwy jak
jedwab towny (35% versus >200%), co koreluje z liczba
nieprzerwanych ciggéw motywu GPGXX (odpowiednio
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Ryc. 2. Biotechnologiczne strategie wytwarzania
Biotechnologiczne strategie wytwarzania biatek jedwabiu pajeczego. Pierwsza
bialek jedwabiu strategia zakfada uzycie fragmentow ¢DNA
l l kodujacych naturalne spidroiny. Strategia
biatek inzynierowanych wykorzystuje
Fragment Moduty DNA moduty DNA powstate w oparciu o motywy
cDNA spidroiny Ala GlyX NR powtarzajace sie spidroin. Zoptymalizowane
a— W] do potenjalnego gospodarza pod wzgledem
lLigacja l Ligacja preferencji kodonéw moduty klonuje sie
w réznych kombinacjach, co prowadzi do
L] powstania syntetycznych genéw. Moduty DNA:
l Wielokrotna ligacja Ala — kodujacy polipeptyd alaninowy, GlyX —
8 5 0 I 1 B 0 A O O kodujacy polipeptyd bogaty w glicyne, NR —
kodujacy niepowtarzajaca sie domene N- lub
T I I C-koricowa spidroin
[ITTTTTIrIrri
Ekspresja l Ekspresja
Niekompatybilny Optymalny
system ekspresji system ekspresji

najwyzej 9 razy powtdérzony versus przynajmniej 43 razy)
[68]. Bogata w glicyng sekwencja (GGX)_ tworzaca po-
tréjna helis¢ prawdopodobnie warunkuje réwniez rozcia-
gliwos¢ jedwabi. Jest ona charakterystyczna dla biatek
jedwabiu pomocniczego MiSp (minor ampullate spidro-
ins), a takze wystgpuje w biatkach MaSp1, ADF3 i Flag.
Powtdérzone motywy alaninowe i (GA)_ przyjmujace kon-
formacje B-kartki zapewniaja wytrzymatos¢ jedwabiu. Sa
one dominujacymi sekwencjami w biatkach bardzo wy-
trzymatego jedwabiu wiodacego i pomocniczego [66,68].
Nie wystgpuja w biatku Flag budujacym najbardziej roz-
ciagliwa ni¢ fowna. Unikalne sekwencje rozdzielajace dzie-
la motywy powtarzajace si¢ na skupiska, a ich wptyw na
strukture biatek nie jest znany. Sa one charakterystyczne
dla biatek MiSpl, MiSp2, czy Flag. Niedawno przepro-
wadzone badania udowodnity, ze domeny N- i C-koiicowa
odgrywaja wazna rolg w procesie formowania si¢ wto-
kien. Zapobiegaja niepozadanej agregacji bialek w czasie
magazynowania, a takze promuja odpowiednie grupowa-
nie biatek wzdtuz osi wtdkna w trakcie procesu powsta-
wania jedwabnej nici [5,25]. Domena N-koficowa reaguje
na zmiany odczynu. W pH panujacym w worku gruczo-
tfowym (pH powyzej 7) domena ta hamuje agregacj¢ pro-
mujac posta¢ rozpuszczalng biatek jedwabiu. Natomiast
w pH wynoszacym okoto 6,3 promuje grupowanie spidro-
in i formowanie si¢ widkien [S]. Domena znajdujaca si¢
na karboksylowym koricu biatka réwniez wptywa zarow-
no na proces przechowywania jak i formowania nici [25].
‘Warunki panujace w worku gruczotu powoduja, ze dome-
na C-koricowa stabilizuje rozpuszczalna posta¢ spidroin.
Podczas procesu wysalania biatka jonami fosforanowymi
domena C-koricowa dziata wraz z umiejscowionym w jej
obrebie mostkiem dwusiarczkowym jako kotwica odpo-
wiedniego pozycjonowania sekwencji powtarzajacych sig
migdzy czasteczkami biatka. Domena ta jest niewrazliwa
na zmiany pH [25]. W trakcie przemieszczania si¢ bia-
tek jedwabiu wzdtuz przewodu gruczotowego nastgpuje
zmiana pH i kompozycji soli, co powoduje, ze domeny N-
i C-koricowe dzialaja jak mediatory przemian prowadzacych
do zblizania si¢ spidroin. Nastgpnie przeptyw wzdluzny
i sity $cinajace indukuja tworzenie struktur pofatdowane;j

kartki B, co ostatecznie skutkuje tworzeniem si¢ widkien
[66]. Zestawienie domen wraz z ich miejscami wystgpo-
wania przedstawiono w tabeli 1.

BIOTECHNOLOGICZNE STRATEGIE WYTWARZANIA BIALEK JEDWABIU
PAJECZEGO

Préby uzyskania naturalnych nici jedwabnych od pajakéw
na skale przemystowa okazatly si¢ trudne do realizacji.
W przeciwienstwie do jedwabnikow, pajakéw nie udaje
si¢ hodowad, gdyz sa kanibalami i pozeraja si¢ wzajemnie.
Ponadto jednoczes$nie wytwarzaja rézne rodzaje jedwabiu
[79]. Brak dostgpnosci wystarczajacej ilosci tego materiatu
zmusit naukowcéw do podjecia prob odtworzenia jedwab-
nych wiékien pajeczych. Badania skupiaja si¢ na pozna-
niu szczegdtéw budowy i zrozumieniu procesu tworzenia
si¢ jedwabnej nici, w celu wytworzenia jej syntetyczne-
go odpowiednika, a takze probuje si¢ udoskonala¢ meto-
dy produkcji i oczyszczania rekombinowanego jedwabiu
pajeczego. Stosowane sa dwie strategie wytwarzania re-
kombinowanego jedwabiu (ryc. 2) [78]. Pierwsza wyko-
rzystuje znane fragmenty cDNA kodujace naturalne biat-
ka jedwabiu, druga stosuje techniki inzynierii genetycznej.
Prébuje sig tworzy¢ syntetyczne geny kodujace inzyniero-
wany pajeczy jedwab (IPJ), ktérych sekwencje sg zblizo-
ne do sekwencji biatek naturalnych [66].

WYTWARZANIE NATURALNYCH BIALEK JEDWABIU PAJECZEGO

Do wytwarzania rekombinowanych biatek pajgczych sa
wykorzystywane organizmy prokariotyczne i eukario-
tyczne. Jako systemy ekspresyjne stosuje si¢ bakterie (np.
Escherichia coli) [3], drozdze (np. Pichia pastoris) [19],
komorki owadzie i ssacze [35,46], a takze transgeniczne
rosliny [69,70,71] i zwierzgta [83]. Powyzsze systemy r6z-
nig si¢ wydajnoscia, ztozonoscia procesu technologiczne-
go, stopniem zanieczyszczenia oraz kosztami. Wiele bia-
tek eukariotycznych wymaga modyfikacji potranslacyjnych
(glikozylacja, fosforylacja), zapewniajacych prawidlowe
fatdowanie i aktywnos$¢ biologiczna [44]. Moze miec to
znaczenie w procesie wytwarzania biatek jedwabiu, gdyz
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w spidroinach obserwuje si¢ fosforylacje reszt tyrozyny
i seryny. Wplyw tych modyfikacji na fizyczne wtasciwo-
$ci jedwabiu pajeczego pozostaje jednak niewyjasniony
[55]. Sekwencja nukleotydowa spidroin, ze wzgledu na
dhugosé, wielokrotne powtdrzenia oraz obecnos¢ licznych
reszt guaniny i cytozyny, do niedawna byla poznana jedy-
nie czesSciowo. W ostatnim czasie udato sie catkowicie zse-
kwencjonowacé pierwsze geny kodujace spidroiny. Poznano
petna sekwencje DNA biatek MaSp1 i MaSp2 pajaka czar-
na wdowa (Latrodectus hesperus) oraz biatka Flag zlote-
go pajaka jedwabnego (Nephila clavipes) [6,26]. Poznane
czegsciowo sekwencje spidroin probowano wykorzystaé¢ do
produkcji rekombinowanych biatek jedwabiu. Napotkano
jednak wiele trudnosci wynikajacych z wielkosci genéw
kodujacych te biatka (do 15000 kpz) oraz powtarzalnych
sekwencji. Ponadto, ekspresji rekombinowanych biatek je-
dwabiu towarzyszyla genetyczna niestabilnos¢ insertéw, be-
daca wynikiem rekombinacji homologicznej [3,19,20,64].
Mozliwe takze, ze cigcie insertéw oraz niski poziom eks-
presji wynikaty z ograniczonej liczby niektérych tRNA.
Komérki wytwarzajace spidroiny u pajakow, w przeciwien-
stwie do komérek pochodzacych z innych Zrédet, maja wy-
specjalizowang pulg tRNA, ktére biorg udziat w translacji
sekwencji bogatych w Ala i Gly [12]. Niska ekspresja biat-
ka moze réwniez wynikaé z tego, ze sekwencja mRNA spi-
droin wykazuje tendencj¢ do tworzenia wyzszych struktur
drugorzedowych, co prawdopodobnie powoduje przerwy
w translacji oraz odtaczenie od rybosoméw [20]. Istotnym
problemem jest réwniez tworzenie zagregowanych, nieroz-
puszczalnych bialek oraz trudnosci uzyskania biatek se-
krecyjnych. Prowadzi to w trakcie procesu oczyszczania
do utraty istotnej ilosci wytworzonego biatka oraz wyma-
ga stosowania czynnikéw denaturujacych. Konieczna jest
wigc optymalizacja warunkéw produkcji (np. dostosowa-
nie kodonéw [20], modyfikacja sktadu pozywki [72]) oraz
zastosowanie réznych systemow ekspresyjnych.

Pierwsze proby ekspresji naturalnych spidroin ztotego pa-
jaka jedwabnego Nephila clavipes przeprowadzono w sys-
temie Escherichia coli. Wykorzystano 1500 oligonukle-
otydowy fragment sekwencji cDNA C-korica biatka MaSp
[3]. Proces byl mato wydajny prawdopodobnie dlatego, ze
Escherichia coli nie rozpoznaje efektywnie kodonéw se-
kwencji jedwabiu pajeczego. Zaobserwowano brak cia-
gltosci translacji i zwigzane z tym produkty o mniejszej
masie czasteczkowej. Inne préby prowadzono w bakulo-
wirusowym systemie ekspresyjnym, ktéry ze wzgledu na
filogenetyczne pokrewieristwo owadow i pajakow, wyda-
wat si¢ najbardziej odpowiedni [35,54]. Podczas wytwa-
rzania cytoplazmatycznego, fragment C-koicowy biatka
ADF-3 pozostawal w postaci rozpuszczalnej, natomiast
region C-konca biatka ADF-4 przybierat posta¢ widkien
[35]. Przypuszczalnie potranslacyjne modyfikacje zacho-
dzace w warunkach naturalnych w gruczotach pajeczych
zwigkszaja rozpuszczalnosé tych biatek. W zwiazku z tym,
ze modyfikacje dotycza gtéwnie biatek sekrecyjnych, biat-
ko ADF-4 zmodyfikowano tak, aby mogto by¢ wydzie-
lane z komorki. W tym celu do sekwencji cDNA biatka
ADF-4 dotaczono sekwencje sygnatowa genu melityny
pszczoty miodnej. Wydzielane biatka wykazywaty lep-
szg rozpuszczalnosé, jednak analiza roli potranslacyjnych
modyfikacji wymaga dalszych badan [78]. Najbardziej
zaawansowana technologia produkcji biatek wykorzystu-
je komorki ssakéw. Udane proby ekspresji fragmentéw

cDNA kodujacych biatka MaSp pajakéw Nephila clavipes
i Araneus diadematus uzyskano w komorkach nabtonko-
wych bydlecych gruczotéw piersiowych (MAC-T) oraz
komorkach nerkowych chomika (BHK) [46]. Inna strate-
gia obejmuje ekspresje fragmentéw spidroin w roslinach
czy zwierzgtach transgenicznych. Biatka jedwabiu o cigza-
rze czasteczkowym do 100 kDa otrzymano w transgenicz-
nym tytoniu i ziemniaku [53,70]. Kanadyjscy naukowcy
wyprodukowali spidroiny wydzielane do mleka kéz trans-
genicznych. Wada tej metody bylo jednak niewielkie stg-
zenie biatek jedwabiu w mleku [83]. Najnowsze donie-
sienia opisuja ekspresj¢ fragmentu biatka MaSp1 pajaka
Nephila clavipes w kokonach transgenicznych jedwabni-
kéw morwowych (Bombyx mori) [81]. 1500 nukleotydo-
wy fragment genu MaSp1 bedacy pod kontrola promotora
genu serycyny (Serl) jedwabnika morwowego wbudowa-
no do genomu B. mori przez zastosowanie systemu pig-
gyBac. Otrzymany rekombinowany jedwab odznaczat si¢
niewiele lepsza wytrzymatoscia i rozciagliwoscia niz je-
dwab naturalny.

WYTWARZANIE INZYNIEROWANYCH PAJECZYCH JEDWABI (IPJ)

Ze wzgledu na ograniczenia zwigzane z uzyciem natu-
ralnych sekwencji cDNA spidroin (wydajnos¢ a koszty)
do pozyskiwania rekombinowanych biatek jedwabiu bar-
dziej obiecujace jest stosowanie strategii wykorzystujacej
syntetyczne geny [42,68]. Technologia ta polega na synte-
zie krétkiej nici DNA kodujacej sekwencj¢ konsensusowa
danej spidroiny (tzw. modut DNA) (ryc. 2). Konstrukcja
modutéw DNA zaktada optymalizacj¢ kodonéw do da-
nego systemu ekspresyjnego. Na koricach 3 i 5° znajdu-
ja si¢ odcinki DNA pozwalajace na kontrolowang ligacje.
Sa one rozpoznawane przez dwa rézne enzymy restryk-
cyjne, generujace komplementarne do siebie lepkie kon-
ce. Sekwencja DNA jest podwajana w procesie ligacji,
a prawidtowa orientacja insertu jest weryfikowana w wy-
niku analizy restrykcyjnej. W pozycji potaczenia sekwen-
¢ji, miejsce restrykcyjne nie jest odtwarzane. W ten spos6b
mozna taczy¢ dowolng liczbg powtarzajacych si¢ moty-
wéw. Znane sa przyklady 4-96 powtérzen inzynierowa-
nych biatek pajgczych opartych gtéwnie na sekwencjach
konsensusowych biatek MaSp1, MaSp2 i Flag pochodza-
cych od ztotego pajaka jedwabnego oraz pajaka krzyzaka
ogrodowego (tabela 3).

WielkoS¢ czasteczkowa uzyskiwanych analogéw
IPJ opartych na sekwencji MaSp zlotego pajaka je-
dwabnego byla heterogenna i wynosita 12-285 kDa
[20,21,34,50,64,77,84,88]. Za posrednictwem multimery-
zacji otrzymano warianty genéw réznigce si¢ liczba powtd-
rzefi modutéw, a tym samym wielkoscia biatka. Przyktadem
modutu opartego na biatku MaSpl jest polipeptyd
GRGGLGGQGAGAAAAAGGAGQGGYGGLGSQGTS
[10]. Uzycie bioreaktora zwigksza wydajnos¢ produkcji
inzynierowanych IPJ. Niestety w wyniku niespecyficznych
oddziatywar i precypitacji biatka, obserwowano duze stra-
ty w trakcie procesu oczyszczania. Zastosowanie bioreak-
tora pozwolito uzyskaé 1500 mg 15-meru powyzszego po-
lipeptydu z jednego litra hodowli. Po procesie oczyszczania
jego ilos¢ zostata oceniona tylko na 2,5 mg/1 [10]. Proces
oczyszczania rekombinowanych IPJ istotnie wplywa na
ostateczng ilos¢ pozyskanego biatka. Zastosowanie kwa-
su organicznego do lizy komdrek bakteryjnych pozwala na
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Tabela 3. Produkgja rekombinowanych inzynierowanych i naturalnych fragmentdw biatek jedwabiu pajeczego w réznych systemach ekspresyjnych

Organizm Pochodzenie Opis biatka Wielkosc (kDa) Pismiennictwo
Prokarionty
Escherichia coli polimer syntetyczny motywy powtarzajace sie 76—89 [13]
jedwabiu pajeczego
Nephila clavipes sekwencje powtarzajace sie MaSp1, MaSp2 1M-41 [64]
Nephila clavipes sekwencje powtarzajace sie MaSp1, MaSp2 65-163 [20]
Nephila clavipes motywy bogate w Gly 9-20 [21]
Nephila clavipes naturalny region C-koricowy MaSp1 43 [3]
Nephila clavipes sekwencje powtarzajace sie MaSp1 25 [77,84,85]
Nephila clavipes motywy bogate w Gly z Flag 25 [92]
Nephila clavipes sekwencje powtarzajace sie MaSp1, MaSp2 43-56 [4]
Araneus diadematus sekwencje powtarzajace sig ADF3, ADF4 34-60 [34]
Nephila clavipes sekwencje powtarzajce sie MaSp1, MaSp2 20-56 [52]
Araneus diadematus sekwencje powtarzajace sig ADF3, ADF4 48-106 [18,36,45,72,73]
Nephila clavipes sekwencje powtarzajace sie MaSp1 45 [86]
Nephila clavipes sekwencje powtarzajace sie MaSp1 48 [10]
Nephila clavipes sekwencje powtarzajace sie MaSp1 49-60 [32]
Nephila clavipes sekwencje powtarzajace sie MaSp2 58 [50]
Nephila edulis region C-koricowy MaSp1, MaSp2 10 [76]
Nephila antipodiana naturalny region C-koricowy TuSp No [33]
Nephila clavipes sekwencje powtarzajace sie Flag 14-94 [28]
Nephila clavipes sekwencje powtarzajace sie MaSp1 100-285 [88]
Eukarionty
Drozdze
Pichia pastoris Nephila clavipes sekwencje powtarzajace sie MaSp1 65 [19]
polimer syntetyczny syntetyczne sekwengje powtérzone 28-32 [82]
jedwabiu pajeczego
Nephila clavipes sekwencje powtarzajace sie MaSp1 94-113 [11]
Nephila clavipes sekwencje powtarzajace sie MaSp1 9% [1]
Komérki owadzie
519 (Spodaptera Araneus diadematus naturalny region C-koricowy ADF3, ADF4 35-56 [35]
fruiperda) Araneus diadematus naturalny region C-koricowy ADF3, ADF4 50-60 [37-39]
Araneus ventricosus naturalny region C-koricowy Flag 28 [47]
BmN Nephila clavipes motyw powtarzajacy sie Flag 37 [54]
(Bombyx mori)
Komarki ssacze Araneus diadematus, naturalny region C-koricowy ADF3, 60-140 [46]
MAC-T, BHK Nephila clavipes MaSp1iMaSp2
Organizmy
transgeniczne
Tyton Nephila clavipes sekwencje powtarzajace sie MaSp1 13-100 [70,71]
(Nicotiana tobaccum)
Ziemniak
(Solanum tuberosum)
Tytor Nephila clavipes sekwencje powtarzajace sie MaSp1, MaSp2 60 [53]
(Nicotiana tobaccum) ~ Nephila clavipes sekwencje powtarzajace sie MaSp2 65 [62]
Rzodkiewnik Nephila clavipes sekwencje powtarzajace sie MaSp1, MaSp2 64 [91]
(Arabidopsis thaliana)
Mysz (Mus musculus)  Nephila clavipes sekwencje powtarzajace sie MaSp1 31-66 [89]
Jedwabnik morwowy  Nephila clavipes sekwencje powtarzajace sie MaSp1 70 [81]

(Bombyx mori)

No — nieokreslono. Dane uzupetnione na podstawie referencji [29,66,78].
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uzyskanie 4-5-krotnie wigkszej ilosci biatka niz uzycie bu-
foru zawierajacego 8M mocznik [52]. Uzycie kwasu orga-
nicznego zwigkszyto rozpuszczalnos$¢ jedwabiu, przy jed-
noczesnej denaturacji biatek bakteryjnych, co pozwolito na
odzyskanie wigkszej ilosci oczyszczonego IPJ (pochodnego
MaSp1 od Nephila clavipes) [52]. W mikrobiologicznych
systemach ekspresyjnych wydajnos¢ otrzymywania oczysz-
czonego IPJ wynosi 2-40 mg na litr pozywki [3,21,64,84].
Ponadto zaobserwowano spadek wydajnosci produkcji IPJ
w miar¢ wzrostu wielkosci insertu wprowadzanego do wek-
tora ekspresyjnego [64,84,85]. Problemy zwiazane z pro-
dukcja rekombinowanych IPJ w systemie bakteryjnym,
wynikajace gtéwnie z duzej zawartosci glicyny (43—45%),
mozna zminimalizowaé poprzez modyfikacj¢ samych bak-
terii ekspresyjnych. Przyktadem jest wprowadzenie zmian
w szlaku metabolicznym glicylo-tRNA Escherichia coli
[88]. Glicylo-tRNA jest syntetyzowany poprzez przylacze-
nie glicyny do odpowiedniej czasteczki tRNA (tRNASY)
w obecnosci syntetazy glicylo-tRNA. Nadekspresja odpo-
wiednich tRNA® (rozpoznajacych GGC i GGU) pozwoli-
ta na zwigkszenie puli glicylo-tRNA, co z kolei zapewni-
o bardziej wydajne wytwarzanie wigkszych fragmentéw
biatka. Dalsze podwyzszenie wydajnosci uzyskano dzig-
ki wprowadzeniu genu odpowiedzialnego za synteze gli-
cyny (glyA). W oparciu o t¢ strategie wyprodukowano in-
zynierowane biatka MaSp1, uzyskujac produkty o réznej
liczbie powtérzen monomerdw (32-96). Masa czastecz-
kowa otrzymanych biatek wynosita odpowiednio 100,7—
284,9 kDa. Najwigksze uzyskane IPJ osiagneto wielkosé
podobna do spidroin naturalnych (250-320 kDa) wytwa-
rzanych w gruczotach pajeczych [88].

Kolejnymi biatkami, ktére wyprodukowano stosujac powyz-
sz technologi¢ byly biatka oparte na sekwencjach ADF-
3 1 ADF-4 [34]. Skonstruowano dwa syntetyczne modu-
ty nasladujace powtarzalng sekwencj¢ ADF-3: (i) poli(A)
przypominajacy bogata w alaning pajecza sekwencje kon-
sensusowq oraz (ii) poli(Q) o duzej zawartosci glutami-
ny. Analogicznie zaprojektowano pojedynczy motyw dla
konsensusowej, powtarzajacej si¢ sekwencji biatka ADF-4
(modut C). Ponadto utworzono biatka hybrydowe polega-
jace na potaczeniu inzynierowanego cDNA z naturalng se-
kwencja pajecza kodujaca niepowtarzajacy si¢ region kon-
ca 3’ genu ADF-3 (NR3) [34]. Sekwencje regionu NR3
zamplifikowano z uzyciem reakcji PCR. Kodony sekwen-
cji NR3 utrudniajace ekspresj¢ biatka w systemie bakte-
ryjnym zostaly wymienione za posrednictwem ukierunko-
wanej mutagenezy. Produkt reakcji PCR (NR3) nastgpnie
potaczono z syntetyczng, powtarzajaca si¢ sekwencja ADF-
3. Podobnie skonstruowano powtarzajaca si¢ sekwencje
biatka ADF-4 zawierajaca wielokrotnie powtérzony mo-
tyw konsensusowy (modut C) oraz sekwencje¢ kodujaca re-
gion NR korica 3* genu ADF4 (NR4). Inzynierowane biat-
ka (AQ) ,, (AQ) ,NR3, (QAQ),, (QAQ),NR3, C , C NR4
wyprodukowano w systemie Escherichia coli z poréwny-
walna wydajnoscia (10-30 mg/l pozywki hodowlanej).
Zastosowanie bioreaktora pozwolito na uzyskanie duzej
wydajnosci rzgdu 140-360 mg oczyszczonego biatka na
litr pozywki hodowlanej [34]. Biatka oczyszczono stosu-
jac bardzo prosta, dwustopniowa metodg. Lizat bakteryjny
poddawano termicznej denaturacji (70-80°C), co powodo-
walo denaturacjg biatek bakteryjnych. IPJ nast¢pnie wytra-
cano siarczanem amonu (20-30%) [34]. Metoda ta, prosta,
szybka, tania, niewymagajaca technik chromatograficznych

stwarza realne mozliwosci wykorzystania jedwabiu paje-
czego w przemysle.

Oprdcz bakteryjnych systeméw nadekspresji stosowano tak-
ze drozdzowy system produkcji Pichia pastoris. IPJ uzy-
skiwano w iloSciach zadowalajacych (do 1000 mg/1), jed-
nak wystgpowatly problemy z procesem jego oczyszczania
z powodu tworzacych si¢ agregatéw [19]. Ponadto prze-
prowadzono pierwsze proby produkcji rekombinowanych
IPJ w transgenicznych roslinach, takich jak tyton [8,53,70],
ziemniak [70,71] czy rzodkiewnik pospolity (Arabidopsis
thaliana) [8,69,90]. IPJ byty kierowane do réznych orga-
noéw roslinnych w celu osiagnigcia mozliwie najwyzszej
wydajnosci. W lisciach tytoniu i ziemniaka produkowano
wariant nasladujacy biatko MaSpl od Nephila clavipes.
W przypadku lisci tytoniu uzyskano wydajnosé na pozio-
mie 2% calkowitego rozpuszczalnego biatka [70]. Przy
produkcji w rzodkiewniku pospolitym kierowanie do apo-
plastéw lisci pozwolito uzyska¢ akumulacje rzedu 8,5%
(w/w), natomiast do retikulum endoplazmatycznego na-
sion — 18% biatka catkowitego [90]. Produkcja IPJ w sys-
temach roslinnych wydaje si¢ obiecujaca alternatywa, jed-
nak zwigkszenie efektywnosci produkcji wymaga dalszych
badan. Prébuje si¢ rowniez uzyskaé wysokoczasteczkowy
inzynierowany jedwab pajeczy wykorzystujac zwierzeta
transgeniczne np. myszy [89]. Wydajnos¢ produkc;ji jest
jednak niska, a koszt bardzo wysoki.

Produkcja naturalnych i inzynierowanych biatek jedwa-
biu pajeczego w réznych systemach ekspresyjnych zosta-

fa przedstawiona w tabeli 3.

FunkcionaLizacsa IP)

Istotna zaleta IPJ jest mozliwos¢ tworzenia réznych ich wa-
riantow o okreslonych witasciwosciach fizycznych i funk-
cjonalnych. Funkcjonalizacjg inzynierowanych genetycznie
biatek jedwabiu mozna modulowaé na etapie konstruowa-
nia modutéw DNA. Strategia ta polega na przytaczaniu do
sekwencji konsensusowych multimeru jedwabiu synte-
tycznych oligonukleotydéw kodujacych domeny funkcyj-
ne. Sekwencje ,,obce”” moga nadawac nowa cechg powsta-
tej chimerze. Moga to by¢ miejsca chemicznie reaktywne,
pozwalajace na pdzZniejsza (po utworzeniu odpowiedniej
struktury) ,,dekoracje” biotworzywa, czy tez sekwencje
peptydowe rozpoznajace/wiazace metale, enzymy, recep-
tory komoérkowe, itp. Przyktad mechanizmu modyfikowa-
nia rekombinowanych IPJ przedstawia ryc. 3.

Znane sa przyktady wprowadzania pojedynczych amino-
kwaséw np. cysteiny, metioniny [75, 77], czy tez wprowa-
dzanie sekwencji polipeptydowych. Pojedyncze amino-
kwasy wprowadzaja grupe funkcyjna wykorzystywana do
przylaczania aktywnych czastek, np. barwnikéw, czy tez
pozwalaja na kontrolg struktury jedwabiu [75]. Najczgsciej
wykorzystywanym motywem polipeptydowym nadajacym
funkcje jest peptyd RGD [10,58, 59]. Domena RGD beda-
ca sktadowa fibronektyny odpowiada za wigzanie do re-
ceptoréw znajdujacych si¢ na powierzchni blony komér-
kowej [43]. Jest ona wykorzystywana w celu zwigkszenia
adhezji komérek do biotworzywa. Inny przyktad, to nowy
system dostarczania genéw, ktdry opiera si¢ na fuzji po-
limeréw opartych na IPJ z kationowymi modutami poli-
(L-lizyny) [60,61]. Polipeptydy kationowe maja zdolnos¢
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Ryc. 3. Biatka hybrydowe — przyktad funkcjonalizacji inzynierowaych biatek jedwabiu pajeczego. Moduty DNA kodujace polipeptydy spetniajace okreslone
funkcje s3 przytaczane za pomoca klonowania do modutéw DNA kodujacych inzynierowane biatka jedwabiu pajeczego. Pajecze domeny nadaja
strukture, np. wtdkna, film, hydrozel, rusztowania, mikrokapsutki, mikro-, nanosfery

interakcji z DNA poprzez elektrostatyczne oddziatywa-
nia, moga wigc by¢ wykorzystane do transfekcji komo-
rek. Ponadto dotaczenie domeny RGD do domen poli(L-
-lizyny) warunkuje wydajnos¢ procesu [59]. Najnowsze
doniesienia opisuja fuzje IPJ z krétkimi peptydami prze-
nikajacymi i destabilizujacymi btong komdrkowa (CPPs)
[60]. Ich przytaczenie wraz z zastosowaniem domen poli-
(L-lizyn) wzmaga réwniez transfer genéw. Inne przyktady
to funkcjonalizacja dla potrzeb medycyny regeneracyjne;j.
Przyktadem jest przytaczenie do inzynierowanej sekwencji
MaSp1 fragmentu biatka elastyny (ELP) [71]. Modyfikacja
IPJ poprzez wprowadzenie domen selektywnie oddziatu-
jacych z komponentami nieorganicznymi generuje nowa-
torskie organiczno-nieorganiczne kompozytowe systemy
materiatlowe [32,56,86]. W przypadku dotaczenia pepty-
du R5 pochodzacego od bialka silafiny na powierzchni je-
dwabnego biopolimeru odktada si¢ krzemionka. Inzynieria
genetyczna postuzyta takze do skonstruowania hybrydo-
wych biatek jedwabiu pajeczego z fragmentem biatka ma-
cierzy dentyny 1 (DMP1) [32]. Domena biatkowa bgdaca
sktadowa macierzy dentyny zapewniata IPJ zdolnos¢ wia-
zania 1 gromadzenia czasteczek hydroksyapatytu wapnia
(HA). Kompozytowe materialy moga by¢ wykorzystywa-
ne w medycynie regeneracyjnej kosci.

PobpsumowaNIE

Nadzwyczajne wtasciwosci nici pajgczych, takie jak wy-
trzymatos¢, rozciagliwos¢, odpornos¢ na pekanie, a przy

PismiENNICTWO

tym biokompatybilnos¢ i biodegradowalno$¢ inspiruja na-
ukowcéw do poszukiwania rozwiazan produkcji biatek je-
dwabiu i wytwarzania z nich biomateriatéw. W ostatnich
dwudziestu latach obserwujemy olbrzymi postgp w po-
znaniu biologii jedwabnych nici, poczawszy od genety-
ki, poprzez biochemig, a skoficzywszy na badaniach bio-
fizycznych. Wiedza ta zaowocowata rozwojem technologii
inzynierowanych pajeczych jedwabi (IPJ), czego konty-
nuacja jest idea biatek hybrydowych (struktura plus funk-
cja). Celem sa biatka hybrydowe, dzigki ktérym jedwab
pajeczy bedzie inteligentnym biomateriatem przyszto-
Sci. Ostatnie osiagnigcia w dziedzinie optymalizacji me-
tod produkcji i oczyszczania spidroin przetamuja barierg
dostgpnosci materialu, co pozwala na rozwijanie techno-
logii pozyskiwania réznych postaci morfologicznych bio-
materiatow. Biokompatybilne i biodegradowalne filmy,
hydrozele, wt6kna, zregby, mikrokapsutki, mikro- i nanos-
fery, kompleksy jedwab/DNA moga mie¢ duze zastosowa-
nie nie tylko w medycynie. Sposoby wytwarzania jedwab-
nych biomaterialéw oraz potencjalnego ich wykorzystania
przedstawiono w czgsci drugiej pracy przegladowej doty-
czacej inzynierowanego jedwabiu pajeczego.
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