® Postepy Hig Med Dosw (online), 2012; 66: 322-329 www.phmd.pl

e-ISSN 1732-2693

Received:  2011.11.03
Accepted:  2012.04.25
Published: 2012.06.11

Review

Renaturacja in vitro biatek zakumulowanych w ciatach
inkluzyjnych

In vitro renaturation of proteins from inclusion bodies

Dorota Porowiniska, Ewelina Marszatek, Paulina Wardecka,
Michat Komoszynski

Zaktad Biochemii, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Stowa kluczowe:

Streszczenie

Rekombinowane biatka i enzymy dzigki ich heterologicznej ekspresji w prokariotycznych sys-
temach ekspresyjnych sa powszechnie wykorzystywane w diagnostyce, medycynie i przemysle.
Wysoki poziom ekspresji obcych biatek w komédrkach bakteryjnych prowadzi jednak do tworze-
nia nieaktywnych i nierozpuszczalnych agregatéw — ciat inkluzyjnych.

Przywracanie zagregowanym biatkom aktywnosci biologicznej jest procesem skomplikowanym
i czasochtonnym. Kazde reaktywowane biatko wymaga eksperymentalnego ustalenia optymal-
nych warunkéw. Wybor procedury i czas jej trwania zaleza od rodzaju rekombinowanego biatka,
jego wlasciwosci oraz czystosci ciat inkluzyjnych.

Do reaktywacji biatek zakumulowanym w ciatach inkluzyjnych niezbedne sa 4 etapy: 1) izolacja
ciat inkluzyjnych, 2) rozpuszczenie agregatéw, 3) renaturacja i 4) oczyszczanie aktywnych kata-
litycznie czasteczek.

Wydajnos¢ procesu renaturacji zalezy od wielu czynnikéw: fizycznych, chemicznych i biologicz-
nych. Parametry te determinuja szybkos¢ procesu, zapobiegaja agregacji, wpltywaja na rozpusz-
czalnos¢ i utatwiaja faldowanie tancuchéw peptydowych oraz stabilizacjg fatldowanych czasteczek.

Do najpowszechniej stosowanych metod renaturacji biatek naleza: rozcieficzenie, dializa oraz me-
tody chromatograficzne.

ciata inkluzyjne ° refaldowanie ¢ renaturacja * chaperony

Summary

Recombinant proteins and enzymes are commonly used in many areas of our life, such as dia-
gnostics, industry and medicine, due to heterologous synthesis in prokaryotic expression systems.
However, a high expression level of foreign protein in bacteria cells results in formation of inac-
tive and insoluble aggregates — inclusion bodies.

Reactivation of aggregated proteins is a complex and time-consuming process. Every protein re-
quires experimental optimization of the process conditions. The choice of the refolding method
depends on the type of recombinant protein and its physical, chemical and biological properties.

Recovery of the activity of proteins accumulated in inclusion bodies can be divided into 4 steps:
1) inclusion bodies isolation, 2) solubilization of aggregates, 3) renaturation, 4) purification of
catalytically active molecules.
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Efficiency of the refolding process depends on many physical factors and chemical and biologi-
cal agents. The above parameters determine the time of the folding and prevent protein aggrega-
tion. They also assist the folding and have an influence on the solubility and stability of native

molecules.

To date, dilution, dialysis and chromatography are the most often used methods for protein

refolding.
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DTE - 1,4-ditioerytrytol; DTT - 1,4-ditiotreitol; EDTA - kwas wersenowy; EGTA - kwas
etylenoglikol-0-0"-bis(2-aminoetyl)-N,N,N’,N’-tetraoctowy; GSH - zredukowany glutation;

GSSH - utleniony glutation; GuHCI - chlorowodorek guanidyny; IB - ciata inkluzyjne (inclusion
body); NDSB - sulfobetaina (pozbawiona detergentéw); PDI - izomeraza disiarczkowa biatek;
PEG - glikol polietylenowy; PPI - izomeraza prolinowa cis/trans; SDS - dodecylosiarczan sodu;
TCEP - tris-(2-karboksyetylofosfina).

1. Wstep

Obecnie stosuje si¢ ponad 100 lekéw, ktérych zZrédtem sa
komérki organizméw zywych, a ponad 1000 takich prepa-
ratow jest w fazie badan klinicznych. Przewazajaca wigk-
szo$¢ to biatka rekombinowane, ktére stanowi¢ moga nowa
postaé lekéw wykorzystywanych do leczenia chordb, na
ktore jak dotad nie ma skutecznego lekarstwa. Wsréd nich
sg schorzenia zwiazane z zaburzeniami genetycznymi, rak,
nadci$nienie, czy AIDS. Ponadto ogromnie wzrosto wy-
korzystanie bialek oraz enzyméw w diagnostyce, a takze
w przemysle spozywczym, tekstylnym, skérzanym i che-
micznym [7,29,39]. Wykorzystywanie tych czasteczek w tak
wielu dziedzinach zycia jest mozliwe dzigki ich syntezie
w prokariotycznych i eukariotycznych systemach ekspre-
syjnych [27,29,41,43]. Komorki ssakéw i owadéw pozwa-
laja na uzyskanie aktywnych katalitycznie bialek majacych
wszystkie niezb¢dne modyfikacje potranslacyjne. Jednakze
hodowla tych komérek jest czasochtonna i bardzo kosztow-
na, a ilos¢ uzyskanego produktu jest przewaznie niewielka.
Zastosowanie tego rodzaju systemOw ogranicza si¢ wigc
gtéwnie do badan laboratoryjnych. W przeciwienstwie do
komdrek eukariotycznych, hodowla bakterii jest tania i po-
zwala uzyskaé, w krotkim czasie, duze ilosci rekombino-
wanych bialek [4,27,30,31,34,38,39,41,43]. Duza zaleta
komoérek prokariotycznych jest bardzo dobrze poznany me-
chanizm transkrypcyji i translacji oraz mozliwos¢ zastoso-
wania wielu r6znych mutantéw [7,27,29,39]. Z tego powo-
du do produkgcji biatek, ktére do aktywnosci biologiczne;j
nie wymagaja potranslacyjnych modyfikacji, najczesciej
wykorzystywane sa mikroorganizmy (gtéwnie Escherichia

coli i Bacillus subtilis). Jednak w wielu przypadkach wy-
soki poziom ekspresji heterologicznych biatek w komor-
kach bakteryjnych prowadzi do ich akumulacji w ciatach
inkluzyjnych (inclusion bodies — IB) [4,27,29,31,39,41,43].
Przywrdcenie aktywnosci (reaktywacja, renaturacja, refat-
dowanie) biatkom zgromadzonym w ciatach inkluzyjnych
jest procesem skomplikowanym i ustalenie optymalnych
warunkow tego procesu wymaga przeprowadzenia wielu
eksperymentow.

2. CIALA INKLUZYINE

Ciata inkluzyjne to nierozpuszczalne i nieaktywne agrega-
ty niesfatdowanych i/lub czgsciowo sfatdowanych biatek.
W komoérce IB zwykle obecne sa w cytoplazmie, w niewiel-
kiej liczbie (przewaznie 1/kom.) [5,33,42]. Powstaja w wy-
niku nieswoistych oddziatywan hydrofobowych i/lub jono-
wych migdzy taiicuchami biatkowymi [11,33,42]. Jednak,
wbrew pozorom, sa to struktury charakteryzujace si¢ wy-
sokim stopniem organizacji. Zagregowane w ciatach inklu-
zyjnych biatka tworzg liczne, ciasno upakowane struktu-
ry B. Powstaja zaréwno w obrebie pojedynczego taiicucha
polipeptydowego, jak réwniez migdzy tancuchami r6znych
polipeptydéw [11,45,46]. Jest to prawdopodobnie gtéwna
przyczyna nierozpuszczalno$ci bialek IB, a takze ich od-
pornosci na proteolityczng degradacje [20,33,42]. Ciata in-
kluzyjne charakteryzuja si¢ duza jednorodnoscia [5,11,20].
Zawierajag 40-90% rekombinowanego biatka [3,33,42].
Reszte stanowia zanieczyszczenia, ktére mozemy podzie-
li¢ na dwie grupy. Pierwsza stanowiq biatka bakteryjne od-
dziatujace z nowo syntetyzowanymi polipeptydami. Druga
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grupa zanieczyszczen sa lipidy i biatka bton zasocjowane
z powierzchnig ciat inkluzyjnych [5,11,20,33].

Tworzenie ciat inkluzyjnych jest procesem ztozonym i za-

leznym od wielu warunkéw srodowiskowych oraz rodza-

ju eksprymowanych biatek. Do najwazniejszych czynni-
kow, ktére zwigkszaja prawdopodobiefistwo tworzenia
agregatow naleza:

* lokalne wysokie stezenie syntetyzowanego biatka,

* przejsciowa akumulacja biatek o catkowicie lub czg-
Sciowo nieprawidiowej konformaciji,

e gromadzenie si¢ fragmentow tancuchéw polipeptydo-
wych powstatych w wyniku proteolitycznej degradacji
biatek,

* nieprawidlowy proces fatdowania biatek,

* brak modyfikacji potranslacyjnych niezbgdnych do
uzyskania rozpuszczalnosci przez niektére biatka
eukariotyczne,

* hamowanie tworzenia i/lub nieprawidlowe rozmieszcze-
nie mostkow disiarczkowych w redukcyjnym srodowi-
sku cytosolu bakteryjnego,

* toksyczny wptyw rekombinowanego biatka na komor-
ki bakteryjne.

Tworzenie cial inkluzyjnych jest z pozoru procesem nie-
pozadanym, ale ma takze pewne zalety. Agregaty mozna
tatwo i z duza wydajnoscia wyizolowac z lizatu komérko-
wego, a to stanowi prosta droge do oczyszczenia interesu-
jacego nas biatka [4,33].

3. REAKTYWACJA BIALEK (REFALDOWANIE)

Renaturacja jest procesem majacym na celu przywrdcenie
prawidlowej konformacji i aktywnosci biologicznej zdena-
turowanym biatkom z ciat inkluzyjnych. Badania dowiodty,
ze proces ten przebiega wieloetapowo, poprzez tworzenie
struktur posrednich. Motorem napedzajacym proces refat-
dowania sa oddzialywania hydrofobowe. W pierwszym eta-
pie tworzone sa struktury drugorzedowe, ktére nastgpnie
tworza bardziej skomplikowane konformacje przestrzenne.

Nie ma uniwersalnej metody reaktywacji. Kazde biatko
wymaga eksperymentalnego ustalenia optymalnych wa-
runkéw tego procesu. Wybodr procedury i czas jej trwania
zalezy od rodzaju rekombinowanego biatka, jego wilasci-
wosci oraz czystosci ciat inkluzyjnych. Wydajnos¢ proce-
su reaktywacji biatek jest r6zna, jednak przewaznie wyno-
si zaledwie 15-25% catkowitego zagregowanego biatka.

Przywracanie aktywnosci biatkom z ciat inkluzyjnych

obejmuje 4 etapy:

1. Izolacjg ciat inkluzyjnych z komoérek bakteryjnych i ich
oczyszczanie.

2. Rozpuszczenie zagregowanych bialek.

3. Renaturacje peptydow.

4. Oczyszczanie aktywnych katalitycznie biatek.

Najwazniejszy jest etap trzeci bowiem od niego zalezy sku-
tecznos¢ catego procesu [5,33,47].

3.1. Izolacja i oczyszczanie cial inkluzyjnych

Duza gestos¢ ciat inkluzyjnych (wigksza niz organelli ko-
morkowych) umozliwia ich tatwe izolowanie z lizatéw

bakteryjnych poprzez wirowanie. Dla wydajnosci tego
procesu bardzo wazne jest, aby struktura komorek ulegta
peinej dezintegracji. W przeciwnym razie podczas wiro-
wania nieuszkodzone komorki beda sedymentowaty wraz
z ciatami inkluzyjnymi [17,20,30,31,35]. Proces dezinte-
gracji komérek moze by¢ prowadzony metodami mecha-
nicznymi, chemicznymi, enzymatycznymi lub ich kombi-
nacjami. Najczesciej stosowane sa sposoby mechaniczne:
sonifikacja, prasa Frencha i wysokocisnieniowa homogeni-
zacja dla duzych hodowli przemystowych. Wydajnos¢ tych
proceséw mozna zwigkszy¢ dodajac do zawiesiny bakterii
lizozym i EDTA [17,20,30,31,33].

W celu usunigcia zanieczyszczen z powierzchni ciat inklu-
zyjnych wyizolowane IB przemywa si¢ kilkakrotnie bufo-
rem zawierajacym detergenty (np. Triton X-100, SDS) lub
niskie stezenia zwiazkéw chaotropowych (np. chlorowo-
dorek guanidyny, mocznik). Zbyt wysokie st¢zenie tych
zwiazkéw moze doprowadzi¢ do rozpuszczenia réwniez
agregatéw [17,30,35,41].

Alternatywnym sposobem izolacji ciat inkluzyjnych z ko-
morek bakteryjnych jest metoda chemiczna opisana przez
Falconera i wsp. [17]. Polega na ekstrakcji biatek bakteryj-
nych przez zwigkszenie przepuszczalnosci blony komor-
kowej z uzyciem roztworu mocznika, EDTA i zwigzkéw
utatwiajacych tworzenie mostkéw disiarczkowych. W tych
warunkach powierzchnia IB ulega utlenieniu, dzigki cze-
mu nie ulegaja one rozpuszczeniu. Istotna wada tej metody
jest to, iz moze by¢ stosowana tylko do biatek zawieraja-
cych duze ilosci reszt cysteinowych. Niewielka modyfi-
kacja procedury, polegajaca na uzyciu mieszaniny Triton
X-100 i EDTA, pozwala na jej wykorzystanie do izolacji
wigkszej liczby biatek. Metoda ta jest najczgsciej stoso-
wana w preparatyce ciat inkluzyjnych na skale przemy-
stowa. Umozliwia bowiem wyizolowanie zagregowanych
biatek bezposrednio z zawiesiny bakteryjnej. W procesie
tym uwalniane sa jednak znaczne ilosci DNA, co prowadzi
do wzrostu lepkosci preparatu. Skutkiem tego sa problemy
z otrzymaniem czystego produktu. Precypitacja DNA za
pomoca sperminy lub innych czynnikéw stracajacych lub
degradujacych kwas dezoksyrybonukleinowy moze roz-
wiazad ten problem [17].

3.2. Rozpuszczanie cial inkluzyjnych

Do rozpuszczania ciat inkluzyjnych zwykle stosuje si¢ wy-
sokie stezenia zwiazkéw denaturujacych, takich jak 6M
chlorowodorek guanidyny czy 8M mocznik [17,30,31,43].
Czesciej stosowany jest GuHCI ze wzgledu na silniejsze
wtasciwosci chaotropowe. Roztwory mocznika moga by¢
zanieczyszczone cyjanianem, ktéry podczas dtugiej inku-
bacji w alkalicznym srodowisku karbamoiluje wolne gru-
py aminowe w taricuchu polipeptydowym. Dodatkowo roz-
puszczalnos¢ ciat inkluzyjnych w moczniku zalezy od pH.
Dla kazdego biatka optimum pH tego procesu ustala si¢
doswiadczalnie [30,31,33, 41,43]. W wyniku denaturacji
przez chlorowodorek guanidyny lub mocznik zagregowa-
ne biatka ulegaja rozfatdowaniu eksponujac hydrofobowe
fragmenty taficucha na zewnatrz czasteczki. Alternatywna
technika jest tzw. metoda tagodnego rozpuszczania, ktdrej
celem jest solubilizacja zagregowanych biatek bez utraty
ich struktury drugorzedowej. Efekt ten uzyskuje si¢ sto-
sujac bufory zawierajace niewielkie st¢zenia zwiazkéw
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denaturujacych, detergenty (SDS, CTAB, sarkozyl) i/lub
argining, ktéra zapobiega agregacji. Metoda ta pozwala
uzyskaé¢ w petni lub czgsSciowo aktywne czasteczki bia-
tek. Dalsze etapy renaturacji sa wowczas znacznie tatwiej-
sze lub w ogdle nie sa konieczne. Podobny efekt rozpusz-
czenia daja bufory o ekstremalnym pH zawierajace (lub
nie) niskie st¢zenia zwiazkéw denaturujacych. Takie po-
stgpowanie moze jednak prowadzi¢ do nieodwracalnych
zmian w strukturze biatek prowadzacych do ich denatu-
racji [20,31,33].

W procesie rozpuszczania ciat inkluzyjnych stosuje si¢
rowniez zwiazki chelatujace jony metali (EDTA, EGTA)
oraz niskoczasteczkowe zwiazki tiolowe (3-merkaptoeta-
nol, 1,4-ditiotreitol (DTT), 1,4-ditioerytrytol (DTE), cyste-
ina). Pierwsze z nich pozwalaja uniknaé utleniania cysteiny
z udzialem metali. Natomiast zwiazki redukujace rozry-
waja nieprawidlowo utworzone wigzania disiarczkowe we-
wnatrz czasteczek i migdzy tanicuchami. Wigzania te moga
tworzy¢ si¢ podczas dezintegracji komorek bakteryjnych.
Ponadto obecnos¢ w ciatach inkluzyjnych proteaz wyma-
ga dodania do mieszaniny ekstrakcyjnej inhibitoréw tych
enzymoOw. Zapobiega to lub ogranicza proteolityczna de-
gradacje bialek podczas procesu rozpuszczania [20,30,41].

Jesli rekombinowane biatko stanowi mniej niz 2-5% cat-
kowitej ilosci biatek bakteryjnych lub mniej niz 2/3 biatek
ciat inkluzyjnych zalecane jest przeprowadzenie procesu
oczyszczania zdenaturowanych agregatow przed rozpocze-
ciem renaturacji [41]. Do oczyszczania IB wykorzystuje sig
rozne rodzaje chronografii (powinowactwa, jonowymien-
na, saczenie molekularne w warunkach denaturujacych),
ktére pozwalaja na selektywne wyizolowanie interesuja-
cego nas rekombinowanego biatka. Oczyszczanie rozpusz-
czonych polipeptydéw przed rozpoczgciem renaturacji nie
jest konieczne w przypadku stosowania saczenia moleku-
larnego, jako metody reaktywacji, poniewaz pozwala ona
na jednoczesna renaturacj¢ i oczyszczanie biatka [4,41].

3.3. Renaturacja bialek cial inkluzyjnych

W zaleznosci od rodzaju biatka renaturacja in vitro moze
trwac od kilku sekund do kilku dni. Proces prawidtowego
zwijania taricucha polipeptydowego konkuruje z procesa-
mi denaturacji biatek oraz ich agregacja. Przyczyna sq od-
dziatywania migdzyczasteczkowe wystepujace migdzy wy-
eksponowanymi hydrofobowymi fragmentami taiicuchéw
polipeptydowych pozbawionych struktury drugo- i trzecio-
rzedowej. Jest to gtdwny powdd niskiej wydajnosci refat-
dowania [13,30,32,40]. Ograniczenie agregacji jest wigc
gtéwnym zadaniem w procesie reaktywacji biatek.

Proces renaturacji sktada si¢ z dwu zachodzacych jedno-
czes$nie etapéw. Pierwszy polega na usunigciu nadmiaru
zwigzkéw denaturujacych i tiolowych stosowanych podczas
rozpuszczania ciat inkluzyjnych. Zwiazki te moga nega-
tywnie wptywac na proces ponownego fatdowania biatek
[32,41,43,44]. Przed ich usunigciem nalezy jednak obni-
zy¢ pH mieszaniny. Zapobiega to formowaniu si¢ nowych,
nieprawidlowych wigzan [5]. Drugi etap to tworzenie opty-
malnych warunkéw Srodowiska (m.in. temperatura, pH,
sita jonowa, st¢zenie biatka) do prawidtowego fatdowa-
nia taficucha polipeptydowego [32,40,44]. Optymalizacja
warunkéw renaturacji jest konieczna do przywrécenia

prawidtowej konformacji biatkom i odzyskania ich aktyw-
nosci biologicznej [8,17]. Wlasciwe parametry fizyczne re-
naturacji, czynniki chemiczne i biologiczne nalezy dobie-
ra¢ indywidualnie dla kazdego biatka. Wplyw na to ma:
dhugos¢ taricucha, punkt izoelektryczny, obecnosé wiazan
disiarczkowych oraz inne wiasciwosci fizyko-chemiczne
polipeptyddéw.

3.3.1. Czynniki fizyczne wplywajace na refatdowanie

Podstawowym parametrem, odgrywajacym znaczaca role
w procesie fatdowania jest stgzenie biatka w Srodowisku
renaturacyjnym. Utworzenie prawidtowo zwinigtego taricu-
cha maleje wraz ze wzrostem stg¢zenia biatka. Najczesciej
stosuje si¢ stezenia w zakresie 10—-100 pug/ml [13,17,41].
Ogranicza to w znacznym stopniu agregacje czasteczek
biatka i zwigksza wydajnos$¢ prowadzonego procesu.

Kazde biatko ma inne optimum temperatury, w ktérym
jest termodynamicznie stabilne [41]. Parametr ten reguluje
szybkos$¢ procesu renaturacji, a takze wptywa na intensyw-
nos¢ agregacji biatek. Niska temperatura ogranicza two-
rzenie oddziatywar hydrofobowych migdzy czasteczkami.
Sprzyja to prawidlowemu fatdowaniu tancuchéw polipep-
tydowych. Spowalnia jednak caty proces i przez to wydtu-
za czas jego trwania [41].

Wydajnos¢ reaktywacji w istotny sposob zalezy réwniez
od pH srodowiska, ze wzgledu na jego wplyw na tadu-
nek biatek. Od niego zalezy stabilnos¢, rozpuszczalnos$é
oraz kinetyka tworzenia wiazan disiarczkowych. pH roz-
tworu do renaturacji powinno by¢ o 1-2 jednostki wyzsze
od punktu izoelektrycznego faldowanego biatka. W tych
warunkach zwigksza si¢ rozpuszczalnosé polipeptydéw
i tym samym zmniejsza ryzyko ich agregacji. Jesli biatko
w swojej strukturze zawiera mostki disiarczkowe, optymal-
ne pH powinno zawieraé si¢ miedzy 7,5 a 10. Srodowisko
alkaliczne utatwia bowiem tworzenie poprawnych wiazan
typu -S-S-. Dtugi czas dziatania pH nizszego od 3,5 lub
wyzszego od 10,5 moze spowodowac chemiczne modyfi-
kacje biatek [28].

Istotnym czynnikiem wplywajacym na poprawnos¢ fatdo-
wania jest ci$nienie hydrostatyczne. Renaturacja prowa-
dzona przy wysokim cisnieniu (ok. 3 kbar) w obecnosci
niedenaturujacych st¢zei GuHCI ogranicza akumulacje
biatek i niszczy juz utworzone agregaty. Powstate w ten
spos6b monomery utrzymuja swoja struktur¢ drugorze-
dowa, a stopniowe zmniejszanie ci$nienia do 1,5-2 kbar
pozwala na przyjmowanie natywnych konformacji nawet
przy wysokim stg¢zeniu biatka [10,17,41].

3.3.2. Czynniki chemiczne wptywajqce na refatdowanie

W procesie renaturacji biatek stosowane sa nastgpujace
zwiazki chemiczne: aceton, acetamid, cukry i ich pochod-
ne, alkohole o krétkich taiicuchach, rozpuszczalniki orga-
niczne, DMSO, jony (najcz¢sciej Zn?*, Ca®") i inne kofak-
tory, detergenty jonowe i niejonowe (Chaps, SDS, Tween
80, Triton X-100, NDBS 201), denaturanty (GuHCI i mocz-
nik) w niskich stg¢zeniach, PEG oraz substraty enzymodw.
Powyzsze zwiazki wplywaja na rozpuszczalnos$¢ zdenaturo-
wanych biatek oraz stabilnos¢ stanéw przejsciowych i pra-
widlowo zwinigtych taiicuchéw polipeptydowych. Zwigksza

325



Postepy Hig Med Dosw (online), 2012; tom 66: 322-329

to wydajnos$¢ procesu renaturacji. Zaleta stosowania ww.
zwiazkow jest fatwosc ich usunigcia ze Srodowiska uzywa-
nego w procesie reaktywacji biatek [17,21,32,35].

Zwiazkiem najczesciej uzywanym do ochrony biatek przed
agregacja jest 0,4 do 1M L-arginina. Aminokwas ten byt
stosowany w renaturacji wigkszosci dotychczas analizowa-
nych biatek. Mechanizm dziatania Arg nie zostat jeszcze
w pelni poznany. Sadzi sig, ze arginina ogranicza oddzia-
tywania biatko-biatko i biatko-powierzchnia, co zmniej-
sza agregacje polipeptydéw i utatwia ich oczyszczanie
[6,8,20]. Zmiana rozpuszczalnosci zdenaturowanego biat-
ka w obecnosci argininy wynika z hydrofobowego oddzia-
tywania tego zwiazku z aminokwasami faficucha polipep-
tydowego [1,6]. Grupa guanidynowa argininy oddziatuje
z resztami tryptofanu taiicucha polipeptydowego, co praw-
dopodobnie zwigksza rozpuszczalnos¢ biatek i zmniejsza
ryzyko tworzenia agregatéw [1,33].

Detergenty znajdujace si¢ w roztworach do renaturacji réw-
niez skutecznie zmniejszaja agregacje biatka. NDBS 201,
to zwiazek pozbawiony hydrofobowego taiicucha, charak-
terystycznego dla detergentéw, co jest powodem jego uzy-
wania w renaturacji bialek w wysokim stgzeniu.

Kofaktory, takie jak jony cynku i miedzi, moga stabilizowac
biatka juz na poziomie intermediatéw ich fatldowania [20].

Réwnie istotnym procesem jak dzialania antyagregacyj-
ne jest zapewnienie odpowiednich warunkéw do tworze-
nia mostkéw disiarczkowych. Biatka, ktére maja liczne
wiazania typu -S-S- wymagaja sSrodowiska zawierajacego
zwiazki utleniajace i redukujace. Pozwala to na prawidio-
we formowanie ww. wigzan w fatdujacych czasteczkach.
Najprostszym sposobem utleniania biatek jest wykorzysta-
nie tlenu atmosferycznego w obecnosci metali, jako kata-
lizatoréw. Najcze¢sciej stosowane sa pary zwiazkow tiolo-
wych, np. GSH/GSSH, DTT/GSSH oraz cysteina/cystyna
w stezeniu 5—15 mM. Jednocze$nie stosunek iloSciowy po-
staci zredukowanej do utlenionej nie powinien przekraczaé
1:1 lub 5:1 [4,20,33,41]. Stwierdzono, ze bardziej skutecz-
nym od omawianych wyzej zwiazkéw w tworzeniu natyw-
nych mostkéw disiarczkowych jest BMC, ktéry nasladuje
dziatanie izomerazy disiarczkowej (PDI). W refatdowaniu
biatek niezawierajacych w czasteczce wigzan typu -S-S-
stosuje si¢ TCEP. Zwiazek ten jest nietiolowym redukto-
rem dziatajacym znacznie silniej niz powszechnie uzywa-
ny DTT. Zapobiega on formowaniu wewnatrz czasteczki
nieswoistych wiazan disiarczkowych, ktére moga zaburzac
prawidtowa konformacj¢ biatka [36].

3.3.3. Zastosowanie czynnikow biologicznych do
refatdowania in vitro

W laboratoriach coraz czg¢sciej tworzy si¢ warunki, kt6-
re nasladuja proces faldowania biatek in vivo. W tym celu
wykorzystuje si¢ biatka opiekuricze (chaperony) i inne
biatka wspomagajace proces faldowania (foldazy) [17,43].
W komoérkach odgrywaja one zasadnicza rol¢ w procesie
fatdowania nowo syntetyzowanych biatek, utatwiajac tan-
cuchom polipeptydowym przyjecie prawidtowej konforma-
cji. Biatka opiekuricze ograniczajq nieswoiste oddziatywa-
nia w obre¢bie taiicuchéw polipeptydowych i migdzy nimi
[15]. Uczestnicza réwniez w wlasciwej dystrybucji biatek

w komorce oraz reaktywacji juz zagregowanych polipep-
tydéw. Dodatkowo biatka opiekunicze uczestnicza w trans-
lokacji biatek poprzez membrany oraz chronia biatka ko-
morkowe w sytuacjach stresowych poprzez hamowanie ich
agregacji [2,14,15,20,24,25,26,49].

a) Biatka opiekuricze — chaperony

W procesie renaturacji bialek najczesciej wykorzystywa-
ne sa chaperony bakteryjne: GroEL/GroES, DnaK/Dnal/
GrpE i CIpA/ClpB [4].

W zaleznosci od petnionej funkcji, biatka opiekuricze mo-
zemy podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza stanowia bial-
ka, ktére wiagzac si¢ do nieprawidtowo zwinigtych poli-
peptydéw, zapobiegaja ich agregacji. Sa to tzw. ,holder
chaperones”, do ktérych naleza IbpA i IbpB. Do drugiej
grupy naleza ,.folder chaperones”, m.in. systemy DnaK/J
i GroEL/ES, ktére uczestniczg w formowaniu wtasciwej
konformacji polipeptydéw. Zastosowanie biatek opiekun-
czych w procesie renaturacji ogranicza wysoki koszt (nie-
zbedne jest ich wysokie stgzenie) oraz konieczno$¢ ich
usunigcia z roztworu po zakoriczeniu renaturacji. Dlatego
stosowanie chaperonéw w procesach na duza skalg jest
mato optacalne [22,31]. Odmienne zestawy biatek opie-
kuriczych moga w rézny sposéb wplywac na proces fat-
dowania réznych bialek, tak wigc ich wybdr nalezy usta-
li¢ eksperymentalnie [22].

Wysoki koszt stosowania chaperonéw mozna obniza¢ im-
mobilizujac je na statych nosnikach i/lub wykorzystujac tzw.
sztuczne chaperony (np. cyklodekstryne) [17,41]. Utatwia
to i przyspiesza izolacj¢ oraz oczyszczanie produktéw re-
naturacji, a takze umozliwia ponowne uzycie unierucho-
mionych bialek. Cyklodekstryny pozwalaja na wykorzy-
stanie detergentéw do rozpuszczania cial inkluzyjnych.
Tworza odwracalne kompleksy z hydrofobowymi tatka-
mi na powierzchni zdenaturowanych biatek, zapobiegajac
ich agregacji i zwigkszajac w ten sposdb wydajnos¢ pro-
cesu renaturacji. Mimo wyzej wymienionych zalet, reak-
tywacja z zastosowaniem immobilizowanych sztucznych
chaperonéw jest mniej wydajna niz w przypadku rozpusz-
czalnych form tych czasteczek [37].

b) Inne biatka wspomagajqce proces fatdowania
— foldazy

Podczas gdy chaperony sprzyjaja odpowiedniemu fat-
dowaniu, foldazy moga utatwia¢ ten proces. Enzymy te
wspomagaja m.in. tworzenie i rozmieszczenie mostkow
disiarczkowych w obrebie faldujacych czasteczek biatka.
Do najczgsciej wykorzystywanych foldaz w refatdowa-
niu naleza: izomeraza prolinowa cis/trans (PPI), oksydo-
reduktaza disiarczkowa (DsbA), izomeraza disiarczkowa
(DsbC) oraz izomeraza disiarczkowa biatek (PDI) [4,48].

c) Propeptydy

Innym sposobem zwigkszania wydajnosci refatdowania
jest wykorzystanie tzw. propeptydéw. Sa to fragmenty
taricucha biatkowego zwykle umiejscowione migdzy se-
kwencja sygnalowa, a dojrzata czescig taricucha biatko-
wego. In vivo propeptydy wspomagaja proces prawidio-
wego zwijania si¢ biatek. Badania in vitro wykazaty, ze
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propeptydy moga zwigksza¢ wydajnos¢ refaldowania za-
réowno, gdy sa syntetyzowane wraz z taiicuchem polipep-
tydowym, jak i wtedy, gdy sa oddzielnie dodawane do bu-
foru renaturacyjnego [41].

Podczas syntezy in vivo lub tuz po jej zakonczeniu wiele
bialek jest transportowanych przez dwuwarstwowa btong.
Proces ten mozna nasladowac stosujac trojfazowy system
refaldowania. Fazg gérna stanowi roztwoér organiczny od-
dzielony od buforu do renaturacji (faza dolna) za pomoca
oleju parafinowego (faza srodkowa), ktéry petni rolg ,,mem-
brany”. W takim uktadzie zdenaturowane biatko dodaje si¢
do fazy gérnej i poprzez wirowanie zmusza do przejscia
przez warstwe parafiny do fazy dolnej [41].

4. TECHNIKI RENATURACII

W ostatnich latach opracowano wiele metod renaturacji
biatek izolowanych z cial inkluzyjnych. Do najpowszech-
niej stosowanych naleza:

e refaldowanie przez rozcieficzenie,

* metoda dializy,

e renaturacja bialek zwiazanych z faza stata.

Procesy te polegaja na fizycznym oddzieleniu czasteczek
fatdowanych taricuchéw polipeptydowych. Pozwala to na
redukcje oddziatywan biatko-bialko, co zmniejsza agre-
gacje i w efekcie zwigksza odzysk aktywnych czasteczek
[19,33]. Wybdr metody zalezy od sktonnosci biatka do
agregacji oraz kinetyki refatdowania [4].

4.1. Renaturacja metoda rozcienczania

Jest to najprostsza i zarazem najcze¢sciej stosowana meto-
da renaturacji biatek. Polega ona na silnym rozcienczeniu
roztworu zdenaturowanych ciat inkluzyjnych buforem do
refaldowania. Umozliwia to prawidlowe fatdowanie tan-
cuchéw polipeptydowych i przyjecie natywnej konforma-
cji. Gwaltowne obnizenie st¢zenia zwiazkow denaturu-
jacych, w ktérych rozpuszczone zostaty ciata inkluzyjne
oraz znaczne obnizenie stgzenia renaturowanego biatka (do
1-10 pg/ml) zapobiegaja powstawaniu wewnatrz- i mig-
dzyczasteczkowych oddziatywan i tym samym agrega-
cji [17,19,44]. Odpowiednia temperatura oraz czas trwa-
nia jego reaktywacji pozwalaja na uzyskanie prawidtowo
sfatldowanych i aktywnych katalitycznie biatek.

Metoda ta jest czasochtonna, a ze wzgledu na bardzo ni-
skie stezenia biatka mato wydajna. Wymaga uzycia duzych
zbiornikéw, ogromne;j ilosci buforu, a po renaturacji wie-
lu dodatkowych etapéw zageszczania i oczyszczania biat-
ka. Wiaze si¢ to z wysokimi kosztami [19,31]. Z tych po-
wodow reaktywacja przez rozcieficzanie z powodzeniem
stosowana jest w warunkach laboratoryjnych, jednak nie
stosuje si¢ jej na skale przemystowa [17,19,23,31].

Odmiang refaldowania przez rozcieficzanie jest tzw. re-
naturacja pulsacyjna. Polega na dodawaniu do buforu re-
naturacyjnego zdenaturowanych i rozpuszczonych IB nie
jednorazowo, ale matymi porcjami [20,31,33]. Odstepy
czasowe migdzy kolejnymi porcjami dodawanego biatka
musza by¢ ustalone do§wiadczalnie. Zaktada sig, ze mata
ilo$¢ zdenaturowanego biatka tatwiej przyjmuje natywna
konformacje, a prawidtowo zwinigte czasteczki nie tworza

agregatéw z niesfatldowanymi peptydami. Ten sposéb pro-
wadzenia renaturacji umozliwia znaczne zwigkszenie kon-
cowego stezenia biatka w buforze do refatdowania [41].

Alternatywna do wyzej opisanej metody jest tzw. odwrot-
ne rozcieficzanie. W metodzie tej bufor renaturujacy jest
dodawany do zdenaturowanych biatek. Prowadzi to do jed-
noczesnego, stopniowego obnizania tak st¢zenia refoldo-
wanych bialek, jak i zwigzkéw denaturujacych [9].

4.2. Renaturacja metoda dializy

W metodzie tej zdenaturowane biatko dializowane jest do
buforu renaturujacego zawierajacego czynniki sprzyjaja-
ce prawidlowemu faldowaniu taricuchéw polipeptydowych.
Podczas tego procesu st¢zenie denaturanta jest stopniowo
zmniejszane, co umozliwia przyjecie przez biatka wtasci-
wej konformacji [4,40].

Dializa nie wymaga uzycia duzych ilosci buforéw, a stoso-
wane stezenia biatka moga by¢ znacznie wyzsze niz w przy-
padku rozcieficzania. Przez to metoda ta moze by¢ znacz-
nie wydajniejsza od omawianej poprzednio. Jednak zbyt
szybkie usuwanie zwiazkéw denaturujacych i/lub zbyt wy-
sokie stezenie denaturowanych bialek moga sprzyjaé agre-
gacji niesfaldowanych lub czgsciowo sfatdowanych czaste-
czek [4,31,44]. Dobér parametréw zalezy od rodzaju biatka
i powinien zosta¢ wyznaczony eksperymentalnie. Ponadto
wydajnos$¢ renaturacji moze obnizy¢ réwniez nieswoista
adsorpcja biatek na membranie dializacyjnej [19,31,41].

Odmiang powyzszej metody jest dializa roztworu biatka
do serii buforéw o malejacym st¢zeniu sktadnikéw dena-
turujacych [4]. Takie stopniowe i powolne obnizanie stg-
zenia denaturantéw zmniejsza ryzyko agregacji niesfat-
dowanych taricuchéw polipeptydowych, jednak znacznie
wydluza czas prowadzonego procesu.

4.3. Renaturacja z zastosowaniem chromatografii
kolumnowej

Do renaturacji rekombinowanych biatek izolowanych
z cial inkluzyjnych stosuje si¢ réwniez chromatografig.
Poczatkowo metoda ta byta wykorzystywana tylko wtedy,
gdy inne sposoby (rozcieficzenie lub dializa) byly niesku-
teczne. Obecnie ten sposéb renaturacji biatek jest stoso-
wany coraz czgsciej. Istota reaktywacji na kolumnie jest
zwiazanie zdenaturowanych polipeptydéw z wybranym
ztozem chromatograficznym. Pozwala to na fizyczne od-
dzielenie od siebie czasteczek zdenaturowanego biatka
o wysokiej hydrofobowosci. Nastgpnie, w celu usunigcia
substancji denaturujacej z kolumny, przemywa sig¢ ja bufo-
rem do renaturacji [17,31,43,44]. Modyfikacja tej metody
jest zastosowanie chromatografii z malejacym gradientem
stgzenia denaturanta przy jednoczesnym rosnacym stgze-
niu buforu renaturacyjnego. Stopniowe wymywanie sub-
stancji chaotropowej zapobiega ponownej agregacji biatek
i sprawia, ze renaturacja przebiega w fagodnych warunkach.
Konicowym etapem procesu jest wymywanie sfatdowane-
go biatka z kolumny za pomoca czynnikéw wykazujacych
wyzsze powinowactwo do nosnika [4,16,41].

Podstawowa zaleta renaturacji biatek na kolumnie jest fi-
zyczny rozdziat niesfaldowanych i czgSciowo sfatdowanych
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czasteczek zwiazanych z no$nikiem [19,31,33,44]. Umozliwia
to prowadzenie calego procesu przy znacznie wyzszych ste-
zeniach biatka niz w przypadku wczesniej opisanych metod.
Przestrzenna separacja poszczegdlnych intermediatow za-
pobiega oddziatywaniom o charakterze biatko-biatko i tym
samym zmniejsza agregacje i zwigksza wydajnos¢ proce-
su [16,19]. Dodatkowo poprawnie sfatdowane czasteczki sa
oddzielane od agregatéw, ktére moga zosta¢ poddane re-
naturacji powtdrnie, zwigkszajac konicowy odzysk zrena-
turowanych biatek [16]. Ponadto refaldowanie na kolumnie
pozwala na jednoczesne oczyszczanie preparatu, dlatego
mozliwe jest naktadanie surowych, nieoczyszczonych ho-
mogenatéw komdérkowych [12,17,41]. Dodatkowym atutem
tej metody jest mozliwos¢ automatyzacji i fatwe zwigksze-
nie skali catego procesu, co moze mie¢ znaczacy wptyw na
jego wykorzystanie na skalg przemystowa.

Do najczesciej stosowanych technik renaturacji z udziatem
chromatografii naleza: saczenie molekularne oraz chro-
matografie: jonowymienna, hydrofobowa i powinowac-
twa. Najpowszechniej stosuje si¢ nosniki jonowymienne,

PismiENNICTWO

gtéwnie ze wzgledu na ich duza pojemnos¢ wiazania bia-
ek oraz mozliwos¢ doktadnej kontroli procesu.

5. PopsumowaniE

Ciata inkluzyjne sa bogatym Zrédtem wielu biatek wyko-
rzystywanych w medycynie i eksperymentach naukowych.
Ograniczeniem szerokiego stosowania tych biatek jest brak
wydajnych i uniwersalnych metod ich renaturacji. Kazde re-
kombinowane biatko wymaga indywidualnego okreslenia
optymalnych parametréw renaturacji, ktére umozliwig pra-
widlowe fatdowanie taricucha polipeptydowego. Techniki
skojarzone z ,,sztucznymi chaperonami” (cyklodekstryna-
mi) pozwalaja na stosunkowo szybkie i precyzyjne opra-
cowanie metod formowania poprawnej struktury biatek.

Naszym zdaniem z przedstawionych wyzej procedur re-
naturacji najbardziej przysztosciowe sa metody wykorzy-
stujace chromatografig, ktére pozwalaja na oczyszczenie
w tym samym eksperymencie, poprzez separacje, biatek
poprawnie zwinigtych od zdenaturowanych.
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