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1. Wprowadzenie

Escherichia coli obok Bacillus subtilis i Saccharomyces caerevisiae pozo
staje najezęśeiej stosowanym mikroorganizmem wykorzystywanym do 
ekspresji heterologieznych genów. O użyteeznośei E. coli w procesach uzy

skiwania obcych białek decyduje nie tylko dobra znajomość genomu, ale 
i fizjologii tego gatunku bakterii (1). Istotna jest również łatwość hodowłi, 
możliwość uzyskiwania dużych ilości biomasy na prostych podłożach, a także 
względnie proste sposoby izolacji wytworzonych białek.

Można przyjąć, że niemal każde białko, które nie jest zbyt małe tzn. za
wiera więcej niż 80 aminokwasów (aa), ani zbyt duże (SOOaa), zbyt hydro
fobowe, lub ze zbyt dużą liczbą reszt cysteinowych, może podlegać ekspresji 
w E. coli (2). Być może teza ta wymaga dodatkowego zastrzeżenia dotyczącego 
sekwencji N-końca produktu białkowego, który to koniec warunkuje utrzy
manie się białka w cytozolu (3,4).

2. Czynniki określające wydajność ekspresji
Konstruowane i stosowane układy ekspresji heterołogicznych genów obej

mują wszystkie etapy powstawania produktu białkowego, włącznie z obecno
ścią czynników decydujących o efektywnej transkrypcji, jak i translacji, oraz 
modyfikacjami posttranslacyjnymi. Odnosi się to zwłaszcza do szybkości 
transkrypcji oraz stabilności transkryptów. Stabilność mRNA zależy od obec
ności struktur drugorzędowych tak na końcu 5’, jak i w sekwencji termina- 
cyjnej, a także od czynników białkowych odpowiedzialnych za degradację 
informacyjnego RN A. Wydajność procesu transkrypcji natomiast zależy od 
wybranego promotora, sposobu jego ewentualnej indukcji, sposobu termina- 
cji, a także od stopnia powiązania z replikacją plazmidu niosącego gen. Mogą
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na niego wpływać również takie czynniki jak pierwszo- i drugorzędowa stru
ktura informacyjnego RNA, które decydują o kinetyce procesu wiązania pod- 
jednostki rybosomu i o inicjacji translacji (5).

Kontrola samego procesu translacji (tzn. elongacji translacji) może odby
wać się nie tylko przez modyfikację struktury drugorzędowej transkryptu 
poza obszarem inicjacji, ale również przez dobór kodonów — tzw. kodonów 
optymalnych (6,7,8,9). Stanowi to niemal zasadę konstruowania układu eks
presji heterologicznego genu, w przypadku gdy gen ten uzyskujemy na dro
dze chemicznej syntezy. Jednak dobór taki nie stanowi najważniejszego 
z czynników decydujących o efektywnej wartości ekspresji rozumianej jako 
wypadkowa procesów syntezy i degradacji białka (10) (por. tab. 5). O podat
ności produktu na działanie komórkowych procesów degradacji przesądza 
często struktura samej sekwencji kodującej. Dlatego projektowanie i opty
malizacja układu ekspresji odnoszą się również do procesu degradacji infor
macyjnego RNA.

Ponadto stosuje się szereg rozwiązań chroniących uzyskany już produkt 
przed proteolizą. Są to na przykład; kilkakrotne powtórzenie genu powodu
jące syntezę wielu kopii tego samego białka w postaci jednego łańcucha 
polipeptydowego (11), połączenie w jeden produkt sekwencji aminokwaso- 
wych dwóch różnych białek, czy wreszcie takie zaprojektowanie genu, że 
bezpośredni produkt ekspresji syntetyzowany jest w formie prekursora pod
legającego sekrecji.

Ludzki interferon gamma jest jednym z tych białek, które od dawna wy
twarza się w komórkach E. coli w bardzo zróżnicowanych układach ekspre
syjnych. Długa, prawie piętnastoletnia, historia rekombinowanego interfero
nu dostarczyła tu szerokiego spektrum przykładów. Właśnie dzięki temu in
terferon gamma może służyć jako dobra ilustracja stosowanych sposobów 
heterologicznej ekspresji.

W dalszej części artykułu na przykładzie IFNy przedstawiono uwarunko
wania procesu i poziomu ekspresji wynikające ze struktury operonu, kolejno 
na poziomie transkrypcji, translacji jak też modyfikacji posttranslacyjnych.

3. Regulacja ekspresji na etapie transkrypcji
Regulację ekspresji genu heterologicznego w E. coli na etapie transkrypcji 

można rozpatrywać z czterech punktów widzenia: wyboru promotora, spo
sobu terminacji, wyboru plazmidu (szybkość jego replikacji), oraz stabilności 
transkryptu. Interferon gamma stanowi tu dobrą egzemplifikację stosowa
nych rozwiązań, a to z tej przyczyny, że jego transkrypcję uzyskiwano z róż
nych promotorów, jak np. lacUV5, trp, XPL, XPR, tac i innych.

Po raz pierwszy rekombinowany interferon gamma uzyskano w zespole 
Goeddela i wsp. (12). W komórkach E. coli szczepu W3110 plazmid zawiera
jący promotor trp pozwalał na ekspresję do 250 u IFNy/ml ekstraktu komór
kowego (mierzoną zdolnością wiązania przeciwciał). Niemal w tym samym 
czasie w komórkach WA801, z pochodnej plazmidu pBR322 zawierającej pro
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motor lacUV5 uzyskano 486-850 u/ml (13). Zastosowanie promotora (3-lakta- 
mazy w pochodnej pBR322 w komórkach LE392 doprowadziło do wydajności 
wytwarzania interferonu o jeden rząd większej (około 2560 u/ml) (14). Ostatni 
plazmid zawierał zmodyfikowaną sekwencję Shine-Dałgamo (SD), w jej postaci 
optymalnej w sensie zdolności wiązania rybosomu tzn. AGGAGG. Dopiero 
wprowadzenie silnych promotorów T5P25 i tac pozwoliło na uzyskanie pre- 
paratywnych ilości — określonych wielkością efektu cytopatycznego — rzę
du odpowiednio 1,2 x 10^ u/ ml (15) i 80 x 10® u/ml (16) (tab.l).

Tabela i

Zestawienie układów ekspresyjnych, w których wytwarzano ludzkie białko ifny

w KOMÓRKACH £. coli. UZYSKANA WYDAJNÓŚĆ, METÓDY JEJ POMIARU

Plazmid Promotor Szczep £. 
coli

Wydajność
ekspresji

Sposób pomiaru 
akt5Twności IFNy

Piśmien
nictwo

pIFNytrp^S
trp W3110 250 u/ml zdolność wiązania 

przeciwciał (2)

pGlF5 lacUV5 WA802 486 u/ml efekt cytopatyczny; 
wirus Sindbis/amniocyty (13)

pJPiRs-IFNy

T5P25 LE392
80 X 10® 

u/ml

efekt cytopatyczny: wirus 
encefalomyocarditis/ 
komórki linii raka płuc 
A549

(14)

pJRi-IFNy

Ap"" LE392 2560 u/ml

efekt cytopatyczny: wirus 
encefalomyocarditis / 
komórki linii raka płuc 
A549

(14)

pCGtac502
tac MC1061

1,2 X 10® 
u/ml

efekt cytopatyczny: wirus 
encefalomyocarditis/ 
komórki WISH

(15)

pLPPY
lip + lac W3110

21% białka 
komórko

wego

nie określano
(17)

PL29IF6
T5P25 LE392

48% białka 
komórko

wego

nie określano
(32)

W poszukiwaniu dobrych promotorów wykorzystano układy tandemowe, 
jak np. kombinację promotora lip i regionu promotora laktozy (17), które 
również pozwoliły na uzyskiwanie dużych ilości białka.

Systemy regulacji ekspresji przez kontrolę transkrypcji polegają również 
na ścisłej kontroli jej inicjacji. Prototyp takiego plazmidu ekspresyjnego opie
rał się na odwracalnym ukierunkowaniu wklonowanego promotora. Białko 
Int faga lambda indukowane impulsem termicznym powodowało „właściwy” 
zwrot odcinka promotora (18). Dwuplazmidowy układ ekspresyjny, w którym 
jeden z plazmidów nosił gen białka heterologicznego i odwracalny promotor, 
drugi zaś — indukowalny gen integrazy, pozwalał na uzyskiwanie białek 
toksycznych dla E. coli (19).
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Dobór terminatora transkrypcji zasadniczo zmienia obraz ekspresji. Ter
minator genu 3 faga T4 dwukrotnie podnosi poziom syntezy IFNy w układzie 
zawierającym promotor PL i sekwencję Shine-Dalgarno pochodzącą z regionu 
atenuatora tiyptofanu E. colt Ten sam terminator — w przypadku gdy ob
szar SD pochodzi z faga MS2 — podnosi poziom syntezy IFNy trzykrotnie 
w porównaniu z układem nie zawierającym żadnego sygnału terminacji (20). 
Bardzo wysoki poziom ekspresji komórkowej uzyskano klonując pod kontrolą 
promotorą PN25, gen interferonu zakończony terminatorem to faga lambda. 
Innym wartym odnotowania przykładem jest plazmid pDS6. Zawiera on te 
same elementy kontroli transkrypcji, ale posiada podwójne miejsce wiązania 
lybosomu, czym dodatkowo wzmacnia wydajność translacji (21).

Stabilność transkryptu zależy nie tylko od struktury 3’ jak i 5’ końców 
mRNA, lecz także od obecności w komórce białek biorących udział w proce
sach degradacji transkiyptu (np. RNaza E, Rnaza II) (22,23).

Obecność struktur typu „szpilki do włosów” na krańcach transkryptu ma 
znaczenie nie tylko dla zahamowania procesu degradacji (24), ale również 
— jak postulują niektórzy autorzy — prowadzi do obniżenia zawartości 
struktur dwuniciowych w pozostałej części cząsteczki mRNA (25). Wytwarza
nie tych struktur na początku transkryptu genu odbywa się kosztem wy
starczającej ilości energii aby czas dostępności całego miejsca inicjacji pod- 
jednostce rybosomu uległ znacznemu wydłużeniu. Ta wielce prawdopodobna 
hipoteza nie znalazła, jak na razie, potwierdzenia ani tym bardziej zastoso
wania. Podobnie w celu poprawienia poziomu transkrypcji nie stosuje się 
metod zwiększania stabilności mRNA (10). Tymczasem sama sekwencja nie- 
kodująca również może mieć istotny wpływ na wydajność syntezy transkryp
tu; sekwencja ograniczająca od strony 5’ część kodującą genu pod kontrolą 
promotorą trp pozwala trzykrotnie podwyższyć poziom transkrypcji, a ilość 
aktywnego IFNy — nawet sześciokrotnie, jeśli zostaje poszerzona o odpo
wiedni fragment z promotora PL. Obie te sekwencje tzn. zarówno poprze
dzająca promotor trp jak i poprzedzająca promotor PL są wzbogacone w pary 
(A+T) (26). Delecje segmentu zawierającego dwa takie „bloki” par (A+T) chara
kterystycznych dla promotora trp, doprowadzają do obniżenia jego zdolności 
wiązania podjednostki rybosomu. Sekwencje te leżą powyżej (w kierunku 5j 
obszaru (-35) promotora. Pierwsza z nich znajduje się w okolicach pozycji 
(-50), druga w pobliżu pozycji (-90). W swej części 5’ pokrywają się one ze 
znalezioną w tych obszarach sekwencją zgodności, charakterystyczną dla 
natywnych promotorów E. colt Ma ona postać:

CgTT-TGG^ A-A T A 'T' T
A T

Długość 3’-skrajnego odcinka (A+T), który zaznaczono przez podkreślenie, 
wynosi około 10-14 nukłeotydów. Mechanizm opisywanego zjawiska nie 
jest do końca jasny, proponowane wyjaśnienia odnoszą się albo do bezpo
średniego oddziaływania tej sekwencji z polimerazą RNA, bądź z bliżej nie
określonym czynnikiem transkrypcyjnym (27).
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QS1 SD or ATG SWAM SP

1 -71-8 + 1 + 12 +15 +26

flanka 5' obszaru SD

UTR

RSB

Rys. 1. Zestawienie fragmentów poezątku transkiyptu genu; SI — miejsce wiązania białka 
SI (Mertens, 1995), SD — obszar Shine-Dalgamo, or — „obszar rozdzielający”, SP — przykład 
sekwencji z obszaru kodującego, komplementarnej do 16S rRNA, tu: do fragmentu 1471 - 1482 
(Sprengart, 1990), SWAM — sekwencja pierwszych czterech kodonów, komplementarna do frag
mentu 1394- 1399 w 16S rRNA (Chen, 1994), D — alternatywny obszar niekodujący, komple
mentarny do fragmentu 1343 - 1355 w 16S rRNA, mogący służyć Jako miejsce SD (Ivanov, 1995), 
UTR — obszar nie tłumaczony na sekwencję aminokwasową (untranslated region), RBS — ob
szar wiązania rybosomu.

Duża liczba kopii plazmidu obniża niekiedy poziom transkrypcji, ma to 
miejsce, gdy dochodzi do oddziaływania kompleksu polimerazy RNA z repli- 
somem. Zjawisko to dodatkowo podkreśla znaezenie obecnośei terminatorów 
transkrypcji (10). Mimo jednak, że najpopularniejsze typy plazmidów eks
presyjnych to te, które można nazwać pochodnymi pBR322 (10) (kilkadziesiąt 
kopii na komórkę), stosuje się również plazmidy ekspresyjne o wysokiej li
czbie kopii, jak np. plazmidy serii pCZ utworzonej z plazmidu plMlA (2000 
kopii na komórkę) (27).

4. Regulacja ekspresji na etapie translacji
Wśród ezynników mających wpł3cw na wydajność ekspresji, a związanych 

bezpośrednio ze strukturą informacyjnego RNA, można wyróżnić kilka ściśle 
zdefiniowanyeh. Są to: sekweneja obszaru Shine-Dalgarno, kodon inicjaeji 
translacji, sekwencja rozdzielająca te dwa obszary — tzw. „spacer region”, 
sekweneja obszaru leżąeego „powyżej” sekweneji SD, a także sekwencja „po
niżej” kodonu iniejaeji (rys. 1).

W obszarze rozdzielającym (rys. 1) niektórzy autorzy wyróżniają kilkunu- 
kleotydowy odcinek od końca 5’ oraz trzy- czteronukleotydowy fragment na 
jego 3’ końcu. Innym parametrem, niekiedy silnie zależnym od wymienio
nych, jest drugorzędowa struktura informacyjnego RNA. W szczególności
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podstawowe znaczenie ma obecność struktur typu „szpilki do włosów” w po
czątkowej części genu. Istnieją jednak również przesłanki wynikające z termo
dynamicznych właściwości nici RNA sugerujące zasadniczy wpływ na poziom 
ekspresji genu struktur drugorzędowych mRNA występujących na całej jego 
długości. Jedna zamiana G(+35)-->C(+35) powoduje zmniejszenie energii swo
bodnej struktur drugorzędowych o AG = 2,8 kcał/moł i zwiększenie poziomu 
syntezy IFNP z 1 do 28% całkowitego białka komórkowego (28).

4.1. Sekwencja Shine-Dalgarno
Załeżność ekspresji łFNy od postaci sekwencji Shine-Dałgarno przez długi 

czas nie stanowiła przedmiotu systematycznej analizy. Praca H. Chen i wsp. 
stanowi tu raczej wyjątek (29). Ekspresję łFNy prowadzono w komórkach 
LE392 po umieszczeniu genu pod kontrolą promotora T5P25 w plazmidzie 
— pochodnej pBR322 (tab. 1). Najwyższy poziom ekspresji uzyskiwano, gdy 
obszar SD stanowił siedmionukłeotydowy odcinek postaci: T AGGAGGT TT 
(17% całkowitego białka komórkowego). Podstawienie A -->T w pozycji pier
wszej obniżało wydajność do około 10%, natomiast podstawienie dwóch ko
lejnych adenin w miejsca tymin powodowało jedynie nieznaczne (o około 
4%), dalsze zahamowanie ekspresji. Zastosowane w tych doświadczeniach 
sekwencje zestawiono w tabeli 2.

Tabela 2
Zmiany poziomu ekspresji interferonu-gamma

ZALEŻNIE OD DŁUGOŚCI OPTYMALNEGO ODCINKA SHINE-DALGARNO (32)

TGAAGCTACGTT GGAGGT TTAAGCTT. ATG.TGT.TAC .TGC. CAG. GAC. CC ca. 7% SD=6nt

TGAAGCTACGT AGGAGGT TTAAGCTT. ATG.TGT.TAC.TGC.CAG.GAC.ee ca. 15% SD=7nt

TGAAGCTACG AAGGAGGT TTAAGCTT. ATG.TGT.TAC.TGC. CAG. GAC .CC ca. 14 % SD=8nt

Odcinek rozdzielający zawiera miejsce restrykcyjne Hindlll, nt — liczba nukleotydów.

Wcześniejsza praca E. Remaut i wsp., dotyczy raczej wpływu na poziom 
ekspresji całego obszaru wiązania rybosomu (20). Opisane w tej pracy wpro
wadzenie obszaru RBS pochodzącego z genu replikazy RNA faga MS2, z sil
nym promotorem PL faga X, pozwala na ekspresję interferonu gamma wy
noszącą 3,5% całkowitego białka komórkowego, podczas gdy zastąpienie go 
sekwencją pochodzącą z atenuatora tryptofanowego podnosi ją do 15%. War
tości te według ostatnio publikowanych danych (Mertens i wsp. 1995) wy
noszą odpowiednio 10 i 25% całkowitego białka komórkowego. Natomiast 
zastosowanie obszaru RBS pochodzącego z faga T7gl0 podnosi poziom aku- 
mulowanego białka do wartości 52% (30). Obszar wiązania rybosomu (RBS 
— Ribosomal Binding Site] odgrywa w procesie translacji rolę analogiczną 
do tej jaką odgrywa promotor w trakcie transkrypcji i w t}nTi sensie można 
go traktować jako „translacyjny odpowiednik promotora” (31). Obszar ten 
zawiera około 30- 40 nukłeotydów (32). Siła RBS — czyli jego zdolność do 
wiązania podjednostki 30S rybosomu, zależy w głównej mierze od tworzących
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się lokalnie struktur drugorzędowych (33). Niezależnie od tego, na skutecz
ność wiązania wpływa również w sposób istotny sekwencja, w której skład 
wchodzą wspomniany obszar SD, odcinek rozdzielający, oraz pierwsze nu- 
kleotydy tak sekwencji kodującej jak i poprzedzającej bezpośrednio sekwen
cję SD. Z prac Golda i Stormo znana jest sekwencja tzw. uniwersalnych 
RBS zawierająca wszystkie wymienione elementy (31). Ma ona umożliwiać 
ekspresję dowolnego obcego białka. Obok elementów kanonicznych, zawiera 
liczne miejsca pozwalające na dopasowanie „uniwersalnego” miejsca RBS do 
konkretnego genu, poprzez wstawienie doń właściwych (optymalnych) nu- 
kleotydów. W sekwencji tej korzystne są trakty bogate w paiy (A+T) lub 
nawet sekwencje oligo-A. Sekwencja uniwersalnego RBS nie może być jednak 
traktowana jako optymalna, gdyż elementy kanoniczne nie mogą uwzględniać 
jednocześnie wszystkich uwarunkowań strukturalnych dla dowolnego genu. 
Nie składają się zatem na nią również pozycje o charakterze zachowawczym, 
czyłi utrzymujące jednocześnie podwyższony poziom ekspresji, ale rzadziej 
ulegające mutacji (34).

4.2. Odcinek rozdzielający
Zmienna częstość mutacji w obszarze rozdzielającym SD i kodon inicjacji 

obserwowali Mateucci i wsp., a występujące zmiany poziomu ekspresji białka 
zależały silnie od tych mutacji (34). W miejscach (-9), (-8), (-1) licząc od 
kodonu inicjującego ATG (A = +1) prawdopodobieństwo wystąpienia mutacji 
jest jak 5 x 10*2- iq-i, a w pozycjach (-7), (-6), (-3) jest jak 2 x 10*2- 3 x 
10*2. Występowanie tyminy w pozycji (-4), jak się wydaje, ma charakter kon
serwatywny. Natomiast zmiany w pozycjach (-3 ) i (-2), które są bardziej 
prawdopodobne, mogą znacząco wpływać na poziom ekspresji. Podstawienie 
G(-3)-->T(-3) obniża ekspresję do 30%, a podstawienie A(-3) -->T(-3) zwiększa 
do 130% wartości początkowej. Zmiany wynikające z mutacji w pozycji (-2) 
są mniejsze: podstawienie T(-2) —>C(-2) podwyższa ekspresję o 10% w sto
sunku do wartości początkowej, a podstawienie A(-2),G(-2) —>T(-2) obniża 
do 60% tej wartości. Guanina w pozycji (-1), może znacznie zahamować 
ekspresję. Prawdopodobnie wiąże się to albo z hamowaniem translacji przez 
powstawanie drugorzędowych struktur (niemożliwych do przewidzenia meto
dami rachunkowymi) albo z osłabieniem oddziaływania z nukleotydami pętli 
antykodonu IMet-tRNA, albo też z wytwarzaniem niewłaściwych wiązań po
między mRNA, a z końcem 3’ 16S rRNA (35). Dzieje się tak w pr2?ypadku 
tripletu ACC, który jeśli występuje w pobliżu tej pozycji (za kodonem ATG) 
może zahamować translację, np. białka hirudyny poprzez zbyt duże powi
nowactwo do otoczenia rejonu ASD (anty-SD) w 16S rRNA (35). Mimo to 
należy zaznaczyć, że znane są układy ekspresyjne dostarczające znacznych 
ilości IFNy, a zawierające G w pozycji (-1) (36) ( por. rys. 2).

Wpływ sekwencji poprzedzającej bezpośrednio start translacji na ekspresję 
innych białek badano metodami mutagenezy kasetowej. Wykazano upr2^y- 
wilejowaną rolę tyminy w pozycji (-1) i adeniny/tyminy w pozycji (-2) np. 
UAU i CUU są tripletami wspomagającymi ekspresję genu lacZ, wtedy gdy
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poprzedzają kodon inicjacji translacji (35). Natomiast w przypadku IFNP pod
stawienie C-->U w pozycji (-2) lub (-1) obniża wydajność syntezy do odpo
wiednio 8 i 4% wartości początkowej wynoszącej 18%, zaś jednocześne pod
stawienie cytozyny w obu miejscach powoduje spadek syntezy do wartości 
poniżej 1% (29). Podobnie dzieje się dla wielu rozmaitych białek, jak np. 
acylazy penicyliny czy IFNy: sekwencja i długość odcinka rozdzielającego 
ograniczają w analogiczny sposób ich ekspresję (37). Regułą jest, że odległość 
pomiędzy odcinkiem SD, a kodonem ATG nie powinna być mniejsza niż 7-8 
nukleotydów (37,38), a skrócenie jej do 6-7 powoduje spadek aktywności 
względnej uzyskiwanego IFNy (mierzonej hamowaniem efektu cytopatycznego 
na komórkach WISH) do 15%. Skrócenie tego odcinka do 5 nukleotydów 
powoduje spadek ekspresji poniżej 10% aktywności, a do 4 — blokuje eks
presję całkowicie (37). Wydłużenie odcinka rozdzielającego do 11 nukleoty
dów nie zmienia istotnie wartości ekspresji w porównaniu z układem opty- 
maln3rm (8 nukleotydów). Również wprowadzenie zmian wewnątrz środkowej 
części jedenastonukleotydowego odcinka, o ile nie zmienia to struktury wy
ższego rzędu (por. tab. 3), nie wpływa na ekspresję IFNy. Podobny wynik 
uzyskano dla łańcucha ą mysiej immunoglobułiny, gdzie wydłużenie 7-nu- 
kleotydowej sekwencji;

do postaci:
GTGATCA ATG 

GTATTGATCA ATG

nie zmieniało poziomu ekspresji o więcej niż o 0,4 ru [relative units) (39) 
(por. tab. 3).

Tabela 3
Warianty odcinka rozdzielającego sd

I KODON INICJACJI TRANSLACJI. A POZIOM EKSPRESJI IFNy (41)

AGGA CACAG AUG ca 0% 4nt
AGGA ACAGAUCU AUG 100% 8nt

AGGA UCAGAUCAUCU.AUG 100% 1 Int
AGGA ACAGAUGAUCU.AUG 100% 1 Int

Zestawienie sekwencji obszaru rozdzielającego (or) sekwencję SD i kodon inicjacji translacji, 
użytych w układach ekspresyjnych dla interferonu gamma, gen pod kontrolą promotora PL, 
w układzie dwu cist ro nowym. Sekwencje dłuższe niż 8 nukleotydów nie zmieniają wydajności 
ekspresji.

4.3. Wzajemne relacje pomiędzy fragmentami obszaru RBS
Odcinek łeżący na końcu 3’ sekwencji SD — a zatem obszar rozdziela

jący, może być dodatkowo kompensowany 8-nukleotydowym odcinkiem le
żącym na jego 5’ końcu. Zmiany w sekwencji tego odcinka modulują eks
presję w zakresie nawet dwóch rzędów wielkości. Utworzenie struktury o ener
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gii AG>|-10,7 kcal/mol I wystarcza aby całkowicie zablokować ekspresję na
wet przy „silnej” sekwencji SD postaci GGAG (40). Zatem samo wyekspono
wanie miejsca SD bądź kodonu inicjacji translacji nie zawsze wystarcza. 
Należy raczej przyjąć, że siła miejsca RBS, w znacznej mierze zależy od jego 
udziału w strukturach dwuniciowych, a ściślej od energii koniecznej do usu
nięcia tych struktur. Inaczej mówiąc, regulacja wydajności następuje bardziej 
przez wyeksponowanie eałego obszaru inicjaeji, niż przez stan łańcucha nu- 
kleotydowego poza tym obszarem. Można jednak również mówić o korelacji 
między wydajnością translacji a wielkością frakcji zrelaksowanych jednoni- 
ciowych mRNA. Przy czym przez stan relaksacji należy rozumieć stan opty
malnej energetycznie konformacji cząsteczki w danym układzie. Tak zatem, 
niekiedy, jak w przypadku białka płaszcza faga MS2, okazuje się, że mutacje 
w pozyejach (-6), (-3), (-i-6), (-f-9), (+12), (+13), (+15) licząc od AUG (A = +1) 
wpływają na ekspresję jedynie, gdy zmieniają stabilność drugorzędowyeh 
struktur transkryptu (5). Tworząca się w otoczeniu kodonu inicjacji translacji 
12-nukleotydowa struktura „szpilki do włosów” obniża poziom ekspresji tego 
białka. Przy stopniowym zwiększaniu stabilności tej struktury, na każde ko
lejne -1,2 kcal/mol przypada 10-krotne obniżenie wartości ekspresji (41). 
W tym kontekście możliwe jest wyjaśnienie tzw. paradoksu przewagi „pra
wdziwego” miejsca inicjacji nad „przypadkowym”, czyli miejsca odpowiadają
cego początkowi translacji określonego genu nad miejscem, jedynie przy
pominaj ąeym swą sekwencją miejsce inicjacji. Wynika ona z energetycznej 
przewagi struktury „poprawnej” (5). Warto jednak podkreślić, że nie zawsze 
możliwe jest stwierdzenie czy poziom ekspresji zależy silniej od energii wy
nikającej z tworzonych wewnątrzcząsteczkowych struktur drugorzędowyeh 
czy od samej struktury pierwszorzędowej, która odpowiada za wiązanie pod- 
jednostki 30S lybosomu. Wydaje się, że zależność ta zmienia się wraz z po
łożeniem rozpatrywanego obszaru, a wpływać mogą na nią liczne oddziały
wania. Przykładowo, obszar TIR {Translation Initiation Region) opisany w pra
cy Sprengarta i wsp. wpływa na poziom ekspresji genu 0,3 faga T7 w sposób 
zależny od sekweneji odeinka (+9) - (+37), w szezególności zaś od odcinka 
(+15) - (+26), który to fragment jest komplementarny do sekwencji 1471 - 
1482 16S rRNA. Obserwacja ta wykazuje istnienie dodatkowych miejsc od
działywania rybosomalnych RNA i mRNA wspomagających translację niektó
rych genów (42). Kilka wybranych sekwencji TIR, zastosowanych w układach 
ekspresyjnych w E. coli dla uzyskania rekombinowanego interferonu gamma, 
zestawiono na rysunku 2.

Drugorzędowa struktura powstająea na tym obszarze ma eharakter kon
serwatywny tzn. nawet zniszczona poprzez wprowadzenie mutacji punkto
wych zostaje odtworzona w ciągu kilkuset podziałów komórkowych, drogą 
spontanicznych mutacji punktowych kompensujących skutki wprowadzo
nych zmian. Eksperymenty prowadzone nad takimi układami pozwalały za
obserwować w trakcie kolejnych podziałów przywracanie pierwotnyeh stru
ktur drugorzędowyeh. Powstające w tych procesach mutacje spontaniczne 
następowały poza sekweneją SD i nie zmieniały kodowanych aminokwasów. 
Współzależność postaci obszaru SD i wytwarzanych struktur drugorzędowyeh
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wektor PJP1R3-IFNY
promotor: T5P25 +1 SD
TATAATAGATTCATAAATTTGAAGCTAGGAGGTITAAGCTT.

Tomasz Cieślikowski

ATG.TGT.TAC .TGC .CAG .GAC .C

wektor pJRj-IFNy 
gen p-Iac SD
ACGATGCCTGACTAAGGAGGTTTAAGCTT ATG .TGT.TAC .TGC. CAG. GAC. C

wektor: pDS6 
promotor PN25

+ 1
TATAATAGATTCAAATTGTGAGCGGATAACAATTTGAATTC- “RBS”---------- ATG

wektor: pIFNy-trp-1/2
+ 1 SD
AAGTTCACGTAAAAAGGGTATCGCGGAATTCAGGAGGCCTCTAG ATG.TGT.TAC .TGC. CAG. GAC

Rys. 2. Sekwencje pogranicza promotora i początkowych fragmentów części kodującej w wy
branych układach ekspresji interferonu gamma. Początek transkiyptu opisano znakiem +1, ob
szar Shine-Dalgamo (SD) podkreślono. W części kodującej kolejne kodony genu interferonu gam
ma oddzielono kropkami. Sekwencja bezpośredniego otoczenia SDII w plazmidzie pDS6, opisana 
jako „RBS” nie została podana przez autorów. W przypadku plazmidu pJRi-lFNy miejsce startu 
transkrypcji znajduje się przed pierwszym cistronem. Podane układy opisano w tekście.

końca 5’ transkiyptu jest przedmiotem analizy Olsthooma i wsp. Wynika 
z niej, że stopień komplementarności pomiędzy sekwencjami SD i ASD 
w 16S rRNA oraz wartość energii wytwarzanej struktury „szpilki do włosów” 
pozostają w równowadze (43).

Stosowane niekiedy powielanie miejsca RBS, prowadzące do powstawania 
tandemu bądź nawet wielokrotnego miejsca wiązania lybosomu, nie zwiększa 
w sposób jednoznaczny wydajności translacji interferonu. Istnieje bowiem 
krytyczna odległość sąsiadujących sekwencji SD. Sąsiedztwo bliższe niż 40 
nukleotydów wymusza na tych sekwencjach konkurencję o dostęp do pod- 
jednostek 30S rybosomu. Zjawisko to ilustrują eksperymenty nad syntezą 
hybrydowego białka hlFNy-hCT. Podwojenie poprzedzającej sekwencję kodu
jącą, dwunastonukleotydowej sekwencji „uniwersalnego” SD:

TGG AGA AGG AGG TTTAIA)

powoduje spadek ekspresji aż do 17% wartości początkowej. Trzykrotne po
wtórzenie tej sekwencji obniża wydajność syntezy białka do 11%. Spadek 
ekspresji, aczkolwiek wynika również z inhibicji transkrypcji (odpowiednio 
60 i 40%), jest jednak zbyt znaczny by mógł być całkowicie w ten sposób 
wyjaśniony. Utworzenie tetrameru sekwencji SD powoduje niewielki wzrost 
syntezy RNA i poziomu ekspresji, nie przywracając jednak poziomu pierwot
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nego (44). Powójny układ RBS bywa stosowany w sposób skuteczny i pozwala 
niekiedy na uzyskanie w E. coli dużych ilości IFNy (21).

4.4. Sekwencja końca 5’ genu
Na wydajność syntezy mają również istotny wpływ nukleotydy sekwencji 

kodującej. Sekwencja ta rozpoczyna się kodonem ATG, najczęstszym natu
ralnym kodonem inicjacji w E. coli. Inne: GTG, TTG, ATG (45), znacznie 
mniej ważą na procesie translacji. Pierwsze kodony decydują również o ha
mowaniu translacji na skutek powstawania struktur drugorzędowych na ich 
obszarze. Struktuiy te mogą nie tylko przesłaniać kodon inicjacji, ale również 
wiązać koniec 5’, sekwencji kodującej. Zależność pomiędzy wydajnością trans
lacji, a stabilnością struktur dwuniciowych na tym obszarze ilustruje przy
kład IFNy. Jeśli energia potrzebna do wytworzenia takich struktur wynosi 
-4,4 kcal/mol, wówczas synteza IFNy osiąga poziom około 19% całkowitego 
białka komórkowego. Przy wzroście wartości tej energii do -6,6 kcal/moł, 
poziom syntezy IFNy obniża się do 10%. Nie jest jednak regułą, że mniejsza 
wartość energii zawartej w tworzących się strukturach dwuniciowych prze
sądza o większej wartości ekspresji niesionego genu (37) (por. tab. 4). Nie 
decydują o tym także użyte kodony nawet jeśli są one optymalne dla E. coli, 
co wyraźnie podkreśla zestawienie częstości występowania zastosowanych 
tripletów. Być może, przykład ten należy wiązać z obserwacją de Boera do
tyczącą znaczenia otoczenia pozycji (+10) (35). Najbliższe otoczenie tej pozycji 
powoduje bowiem prawie 30-krotny wzrost poziomu ekspresji IFNy wyłącznie 
na skutek mutacji w pozycji (+12), nie powodując jednocześnie zmian stru
kturalnych transkiyptu, możliwych do wykrycia metodami analizy numery
cznej (46). Pewne uzupełnienie mogą tu stanowić dwa kolejne pr2ykłady 
z cytowanej pracy L.H.Tessier i wsp. — ciche mutacje dokonane w pozycji 
(+9) i (+12) zmniejszają średnią częstość występowania zastosowanych ko- 
donów o około 0,5%o (por. tab. 5) i nie zmieniają stanu konformacji łańcucha 
RNA. W wyniku tej operacji następuje wzrost ekspresji o 8%. (por. tab. 5).

Tabela 4
Zmiany poziomu ekspresji iFNy w zależności od postaci końca 5’ genu (4i)

<v> AG %T ru
Tl TGC TAC TGC

6.2 13.4 6.2 8.6 + 1,2 kcal/mol 24% 20%
T4 TGC TAT TGT

6.2 14.9 4.7 8.6 -1,2 kcal/mol 33% 100%
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Tabela 5
Zmiany poziomu ekspresji ifny w zależności od postaci końca 5’ genu (4I)

<v> AG %T ru

T2 TGC TAT TGC
6.2 14.9 6,2 9.1 -1.2 kcal/mol 25% 20%

T4 TGC TAT TGT
6.2 14.9 4.7 8.6 -1.2 kcal/mol 33% 100%

Tabele przedstawiają wartości energii wynikające z tworzenia się struktury drugorzędowej na 
początku genu, oraz odpowiadające im wartości wydajności ekspresji podane zarówno jako pro
cent całkowitego białka komórkowego jak i w wartościach wzgłędnej aktywności otrzymanego 
IFNy.

<v> — uśredniona wartość częstości stosowanych kodonów na tym obszarze, AG — energia 
potrzebna do wytworzenia struktur drugorzędowych na jednoniciowym fragmencie mRNA, %T — 
procent całkowitego białka komórkowego, ru — względna aktywność produktu {relative units); 
pod każdym tripletem nukleotydowym podano częstość jego występowania w genomie E. coli, 
przypadającą na 1000 nukleotydów chromosomalnego DNA. Wartości częstości „v” podano za: 
(6).

Prowadzona przez H. Chen’a (29) analiza zależności wydajności ekspresji 
IFNy od mutacji w obszarze 5’-końca samego genu uwzględnia całkowitą 
zamianę pierwszych 11-12 nukleotydów genu IFNy wchodzących w skład 
krańca 3’ miejsca RBS. Sekwencje bogate w pary (A+T) znacznie podwyższają 
wydajność ekspresji. Dzięki temu wprowadzenie sekwencji odpowiadającej 
czterem pierwszym kodonom acetylotransferazy chloramfenikolu:

lub sekwencji:
GAG AAA AAA ATC 

AAA AAA ATT AA

znacznie zwiększa (3-5-krotnie) poziom ekspresji tak zmienionego interfero
nu-gamma (29). Wydaje się, że można wspomniany efekt wiązać z obserwa
cjami zespołów Scherera i wsp. oraz Schneidera i wsp., którzy podobnie jak 
i Dreyfus odnotowywali tendencję do zwiększonego udziału adenin w tej czę
ści RBS (29). Ustalono jej optymalną sekwencję SWAM (Scherer, Walkins- 
haw, Amott, Morre) o postaci AAAAAAATTAA. Wykazano (29), że również 
sekwencje podobne do SWAM wzmacniają ekspresję w obecności funkcjo
nalnego 5’ końca RBS, co więcej umożliwiają ekspresję, gdy koniec 5’ miejsca 
RBS nie ma zdolności wiązania rybosomu. Ponieważ, jak się wydaje, na tym 
obszarze nie występują żadne drugorzędowe struktury, zaproponowano (29) 
istnienie dodatkowej domeny oddziałującej z rybosomem w trakcie tworzenia 
kompleksu inicjacji translacji. Proponowanym miejscem oddziaływania jest 
albo odcinek 1394- 1399 16S rRNA (odpowiadający miejscu P rybosomu), 
lub jego końca 5’. Koniec ten posiada miejsca komplementarne do fragmen
tów końca 5’ licznych genów E. colt Wydaje się, że wystarczyć mogą nawet
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dwa triplety elementu SWAM aby wystąpiło oddziaływanie podobne do od
działywania SD/ASD. Podobne, A+T bogate sekwencje, gdy poprzedzają ko- 
don inicjacji wystarczają niekiedy do niezałeżnego rozpoczęcia procesu trans
lacji. Na przykład sekwencje pochodzące z sekwencji Q wirusa mozaiki ty
toniowej zawierające fragment:

UUACAAUUACUA

i będące komplementarnymi do odcinka 1343 -1355 16S rRNA, są w stanie 
zastępować odcinek SD ze skutecznością rzędu 20% normalnego poziomu 
ekspresji (47).

Początek genu, dokładniej pierwszy triplet nukleotydowy następujący za 
kodonem metioniny, podwyższa niekiedy poziom translacji. Następuje to wte
dy, gdy dzięki obecności puiyny bezpośrednio za kodonem ATG zwiększa się 
stopień komplementarności pomiędzy mRNA, a pętlą antykodonu fMet tRNA 
(48). Natomiast usunięcie 9 pierwszych nukleotydów w genie IFNy powoduje 
10-krotny wzrost poziomu ekspresji do wartości 7,5% całkowitego białka 
komórkowego. Delecja ta, w przypadku układu ekspresyjnego zawierającego 
promotor tac powoduje, że powstająca w otoczeniu kodonu inicjacji translacji 
struktura dwuniciowa jest o wiele mniej stabilna. Obliczenia dokonane na 
obszarze 60 pierwszych nukleotydów informacyjnego RNA wykazywały two
rzenie się tzw. „struktury szpilki do włosów” o wartości odpowiednio -9,9 
kcal/mol i -5,7 kcal/mol dla pełnego i zmodyfikowanego przez delecję genu 
IFNy (49).

4.5. Sekwencja 5’- flankująca SD
Odrębnym, regulującym elementem jest sekwencja ograniczająca od stro

ny 5’ obszar SD. Odcinek ten, stanowiący jednocześnie ochronę przed de
gradacją egzonukleolityczną, bierze również udział w wiązaniu rybosomu. 
Tworzone na tym obszarze struktury mają znaczenie regulacyjne. Dla zajścia 
inicjacji translacji niezbędne jest przynajmniej około 10 nukłeotydów poprze
dzających obszar SD, a wydłużenie tego odcinka o dalsze 8 zasad znacznie 
zwiększa ekspresję (35). Zazwyczaj w syntetycznym układzie ekspresyjnym 
sekwencja ta jest krótka i nie powinna przekraczać 40 - 60 nukleotydów.

Oddziaływania angażujące nukleotydy końca 5’ transkryptu są w stanie 
zapewniać rełaksację całego łańcucha nukleotydowego (50). Odziaływania te 
prowadzą do tworzenia struktur dwuniciowych typu „szpilki do włosów”. 
W niektórych genach występujących w naturze, jak w przypadku białka pła
szcza faga MS2 powstawanie tych struktur oddziałuje na kilkusetnukleoty- 
dowe fragmenty łańcucha. Identyczny efekt relaksacji można osiągnąć przy 
znacznie krótszych flankach końca 5’ genu zapewniając im właściwą sekwen
cję. Podobne zjawisko zaobserwowano badając wpływ 21-nukleotydowego 
fragmentu poprzedzającego obszar RBS, na ekspresję genu reduktazy dihy- 
drofolanu (24). W badanym układzie ekspresyjnym obszar wiązania rybosomu 
(pochodzący z genu 1 bakteriofaga T7) podlega wyeksponowaniu dzięki wy
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twarzaniu na krańcu 5’ transkryptu silnej struktury dwuniciowej. W ten spo
sób wspomniany 21-nukleotydowy fragment (pochodząey z genu reduktazy), 
powoduje podniesienie ekspresji o rząd wielkości (24). Jednocześnie struktury 
formująee się dzięki odziaływaniu obszaru najbliższego otoczenia sekwencji 
SD (tzw. obszar periSD) z fragmentami sekwencji leżącymi dalej w kierunku 
3’, w głębi RBS, mogą prowadzić niekiedy do 100-krotnego zahamowania 
ekspresji, jak ma to miejsce w wypadku interferonu-gamma (44).

W cytowanej wcześniej pracy H. Chen i wsp. (29) przebadano szereg krót
kich sekwencji poprzedzających optymalną strukturę Shine-Dalgarno wraz 
z ich wpływem na poziom ekspresji IFNy. Odcinek poprzedzająey kodon star
tu stanowiła sekwencja rozpoznawana przez endonukleazę HindJII, poprze
dzona dwiema tymidynami. Śladową ekspresję (<2%) białka uzyskiwano, gdy 
odcinek flankujący był dłuższy niż 9 nukleotydów, optymalną gdy miał on 
długość 16 nukłeotydów (około 16,8% całkowitego białka komórkowego), 
a sekwencja flankująca miała postać: ATAAATTTG; wstawienie dodatkowych 
czterech nukleotydów TOGA nie podnosi dalej poziomu ekspresji, lecz zmniej
sza go do około 7% (por. tab. 6).

Tabela 6
Zmiany poziomu ekspresji interferonu gamma liczonego jako procent

CAŁKOWITEGO BIAŁKA KOMÓRKOWEGO W ZALEŻNOŚCI OD DŁUGOŚCI ODCINKA POPRZEDZAJĄCEGO OBSZAR SD (32)

ATAAATTTG GTAGGAGGTTTAAGCTT.ATG <2% 9nt
ATAAATTTG AAGCTAC GTAGGAGGTTTAAGCTT.ATG ca 17% 16nt

ATAAATTTGAAGCTACTCGA GTAGGAGGTTTAAGCTT.ATG ca7% 20nt

Odcinek rozdzielający (or) zawiera miejsce restrykcyjne Hindlll.

4.6. Układy dwucistronowe
Innym sposobem, prowadzącym do wydajnej ekspresji heterologieznego 

białka jest tzw. układ dwucistronowy. Pierwszy taki system oparty na pla
zmidzie pIMIA, eharakteryzującym się wysoką liczbą kopii, został skonstruo
wany dla ekspresji bydlęcego hormonu wzrostu bGH pod kontrolą promoto
rów trp i Ipp. W tym układzie pierwszy, krótki peptyd podlega wydajnej 
ekspresji, a dwa miejsca SD dobrane są tak, by umożliwić optymalne wią
zanie rybosomu. Kodon stopu dla pierwszego peptydu umieszczony jest za 
drugim miejscem SD, powodując wyeksponowanie tego obszaru (51).

Dwie sekwencje służące ekspresji bGH oparte na tym systemie przedsta
wiono poniżej:

ATGTATCGATTAAATAAGGAGGAATAACATATG ...
ATGTTCCC ATTGG AGGATGATTAAATG...

Zadaniem pierwszego cistronu jest zapewnienie optymalnej inicjacji trans
lacji (52). Jego dobór zależy w wysokim stopniu od wybranego promotora
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oraz od sekwencji od strony 3’ leżącej już w części kodującej drugiego ci- 
stronu. Umieszczenie w obrębie części kodującej pierwszego peptydu dwóch 
dalszych kodonów stopu zapewnia zatrzymanie translacji we wszystkich ram
kach odczytu. Dla genu IFNy, umieszczonego pod promotorem tac rejon pier
wszego cistronu, zapisany w kierunku 5’-3’ miał postać przedstawioną na 
rysunku 3. Poziom ekspresji IFNy wzrósł w tym układzie o 100% w porów
naniu z układem ekspresji bezpośredniej. Podstawienie C-->G w pozycji (-17) 
w obszarze poprzedzającym SDIl podniosło jeszcze ponad dwukrotnie poziom 
ekspresji (53).

SDI -17 SDII
L\GTTCACGTAAAAAGGGTATCGACA.ATGAAAGCAATnTCGTACTGAAAGATCTrAATCATGCACAGGAGACTTTCTGATG

C

Rys. 3. Dwucistronowy układ ekspresji IFNy. Podkreślono obydwie sekwencje Shine-Dalgamo, 
oraz kodon „stop” translacji pierwszego cistronu. Kodony inicjacji translacji wyróżniono przez 
wytłuszczenie i podkreślenie. Zaznaczono pozycję -17, w której podstawienie C(-17)—>G(-17) pro
wadzi do 50% zwiększenia ekspresji.

Efekt korelacji poziomu ekspresji, z tworząc3rmi się strukturami w mRNA 
potwierdzają W3miki uzyskane dla wielu innych genów hetero- i homologicz
nych w E. coli (hlFNa (54), lL-2 (55), gen fnr E. coli (56). Potwierdzany jest 
zarówno efekt sekwencji flankującej gen od strony 5’ (np. gen lacZ E. coli}, 
jak i efekt struktur sekwencji RBS (np. dla genów bydlęcej somatotropiny (57), 
czy szczurzego IFNa -1 (51)). Struktury dwuniciowe hamujące translację po
jawiają się również w przypadku układu ekspresji bydlęcego hormonu wzrostu. 
Dodanie N-końcowej metioniny powoduje niekiedy zmiany strukturalne nie 
w obszarze RBS, ale w odległych partiach nici mRNA. Chociciż eksperymen
talnie nie udowodniono istnienia tych struktur, wyliczone wartości prawdopo
dobieństwa ich tworzenia dobrze korelują z uzyskiwanymi wartościami pozio
mu ekspresji (58). Warto zaznaczyć, że metody optymalizacji ekspresji znacznie 
wykraczają poza modyfikację mRNA klonowanego genu. Konstruuje się również 
działające selektywnie układy translacji, syntetyzujące wybiórczo zadane biał
ka. Układy takie opierają się na obecności jednocześnie dwóch plazmidów 
w komórce bakteryjnej. Jeden z nich niesie modyfikowany z końca 3’ (w ob
szarze ASD) 16S rRNA, podczas gdy drugi niesie gen białka heterologicznego 
zmutowany w obszarze SD w taki sposób, że między oboma zmienionymi se
kwencjami (SD i ASD) zapewniono zachowanie komplementamości (36,59).

5. Ekspresja IFNy, a jego rozpuszczalność
Obce białko wytwarzane w komórkach E. coli często nie przybiera postaci 

rozpuszczałnej, lecz ulega agregacji i wytrąca się w obrębie cytozolu w postaci
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tzw. ciałek inkluzyjnych. Skład i struktura agregatów nazywanych ciałkami 
inkluzyjnymi zależy od przedziału komórkowego w jakim powstają. O ile 
w cytozolu przybierają one formę bardziej regularną — ąuasi-krystaliczną 
— i w przypadku IFNy są to obiekty w kształeie zbliżonym do walca o wy
miarach 1,26 ąm na 0,81 ąm, o tyle w periplazmie mają postać amorfiezną. 
Miejsce tworzenia inkluzji określa jej morfologię, a w rezultaeie i jej rozpu
szczalność in vitro (60). Samo powstawanie inkluzji zależne jest od tempe
ratury hodowli, składu podłoża (np. obecności nie metabolize walnych cu
krów), szczepu bakteryjnego, jak i wreszeie od stopnia modyfikaeji sekweneji 
samego białka.

Uważa się, że istnieje więeej niż jeden meehanizm powstawania inkluzji, 
a równowagę agregacji są w stanie przesuwać nawet pojedyncze aminokwasy 
podstawione w określonej pozycji łańcucha peptydowego.

Intereferon gamma — jako stosunkowo małe białko — stanowi dobry 
układ modelowy do badań nad zależnośeią agregaeji od składu aminokwa- 
sowego i struktury pierwszorzędowej. Z badań krystalograficznych wiadomo, 
że koniee C eząsteezki nie wehodzi w struktury wyższego rzędu i nawet 
daleko idące zmiany pozostają bez znaezenia dla jego właśeiwości immu
nolog! ezny eh (61). Obserwowano zatem znaezenie zmian w sekwencji końca 
C dla procesów agregaeji i tworzenia ciałek inkluzyjnych. 90% natywnego 
IFNy produkowanego przez E. coli JM 101 w 37°C akumuluje się w postaci 
inkluzji (62). Następuje to bez znaeząeego spadku poziomu ekspresji, który 
wynosi 40-50% eałkowitego białka wewnątrzkomórkowego (62). Gen interfe
ronu gamma modyfikowano wzdłuż całej jego długośei (63), dzieląe go na 
sześć odeinków. Pierwszy (od końca 5j — o długości 78 nukleotydów, ostat
ni z nich — o długości 72 nukleotydów. Najwyższy stopień agregacji osią
gały te eząsteezki, które powstawały w wyniku mutaeji w genie w miejseach 
odpowiadającym obszarom 26aa-56aa i 95aa-123aa. Mutacje polegały na 
wprowadzeniu w miejsee każdego z tyeh obszarów, fragmentów „przypadko- 
wyeh” sekweneji DNA. Po sklonowaniu, transformanty E. coli eharakteryzu- 
jące się wysoką ekspresją zmutowanego genu IFNy, stanowiły dla każdej 
z wymienionyeh mutaeji odpowiednio 79 i 65% uzyskanych klonów. Jedno
cześnie obie te grupy charakteryzowały się najwyższym poziomem agregacji 
uzyskiwanego białka — stanowiąeym odpowiednio 64 i 37%. Mutacje frag
mentu genu odpowiadająee pozycjom 119aa-143aa ograniczały poziom eks
presji do wartośei albo istotnie niskieh, albo zbliżonyeh do poziomu białka 
nie modyfikowanego (89% klonów).

Większość z opisywanych mutein (c^li białek posiadająeych zmodyfikowaną 
sekwencję aminokwasową) interferonu gamma to molekuły zawierające więeej 
niż jeden zmieniony aminokwas, co stwarza pewną trudność w prz}y)isaniu 
właśeiwośei agregującyeh tylko niektórym z nich. Niewątpliwie po2yeja Pro(122) 
jest takim miejscem kluezowym. Zamiana Pro(122)—>Ser(122) powoduje zna
czne zwiększenie rozpuszczalności, podstawienie Pro(122) —>Lys(122) wiąże się 
natomiast z wysokim udziałem formy inkluzyjnej uzyskiwanego białka. Wypada 
jednoeześnie podkreślić, że na stopień rozpuszczalności białka nie wpływa sama 
tylko zawartość proliny.
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struktura C-końca cząsteczki IFNy determinuje zarówno jego rozpuszczal
ność jak i — pośrednio — podatność na degradację proteolityczną. Niska 
wartość efektywnej ekspresji wielu mutantów deleeyjnych wynika niekonie
cznie z niewydolności układu translacji, często natomiast można ją wiązać 
z niestabilnością tych molekuł w E. coli (64). Obeeność tetrameru Arg-Lys- 
Arg-Lys na końcu C prowadzi do wytwarzania IFNy głównie w postaci nie
rozpuszczalnej. Dzieje się tak zarówno dla natywnej postaci tego białka jak 
i dla jego mutantów deleeyjnyeh pozbawionyeh do 11 aminokwasów (63). 
Frakcje rozpuszczalne tych białek są podatne na degradaeję proteolityczną. 
Mutanty delecyjne IFNy pozbawione 14-20 aminokwasów, a zatem również 
tego tetrameru stanowią głównie frakcję rozpuszczalną (65). Wydaje się, że 
niestabilność IFNy pozbawionego więcej niż 21 ostatnieh amionokwasów, wy
nika ze zmian strukturalnyeh. Poniżej tej liezby aminokwasów deleeje nie 
powodują zmian w strukturze, przynajmniej obserwowalnych techniką di
chroizmu kołowego (63). Rola poszezególnych aminokwasów w procesie agre
gacji białka i utrzymywania stabilności jego molekuły w strukturze dimeru 
pozostaje nie do końca wyjaśniona. Istotna na przykład dla aktywności anty
wirusowej utrata seryny w pozycji 135 i pozostałych aminokwasów końca 
C-terminalnego nie wystarcza dla utrzymania dimeru (66). Dalsze deleeje 
w pozycji 134, 133, 132 nie powodują wprawdzie zmian strukturalnyeh wi
docznych techniką jądrowego rezonansu magnetyeznego (NMR), zmniejszają 
jednak radykalnie aktywność cząsteczki. Ewidentne zmiany następują do
piero przy większyeh deleejach końea C, sięgających do pozycji 133 i dąlej 
— aż do pozycji 125. Deleeje 19 - 23 aminokwasów prowadzą do zmian stru
ktury, widocznych techniką dichroizmu kołowego, a także w testach na aktyw
ność antywirusową.

Pomiędzy wielkością delecji a sposobem utrzymywania się białka w ko
mórce zachodzi wyraźny związek. Przy dełecji genu powodująeej pozbawienie 
białka 7 ostatnich aminokwasów jedynie 20% IFNy (24 pg/ml) pozostaje we 
frakeji rozpuszczalnej. Przy deleeji powodującej utratę ostatnich 16 amino
kwasów udział frakcji rozpuszczalnej pozostaje na tym samym poziomie, cho- 
eiaż przy wyższej eałkowitej wartości wydajności ekspresji (45 pg/ml). Deleeja 
nukleotydów kodujących kolejne trzy aminokwasy zwiększa stopień rozpu
szczalności produktu, przy jednoczesnym utrzymaniu całkowitej jego ilości 
na poziomie 27 pg/ml. Przyłąezenie dodatkowego kodonu leucyny na końcu 
genu powoduje zwiększenie rozpuszczalności do 50% (63). Aminokwasy koń
ca C-terminalnego mają udział również w utrzymywaniu stabilnośei eząste- 
czki. Utrata trzech N-terminalnych aminokwasów połączona z delecją jede
nastu C-terminalnych wystarcza dla utraty aktywności interferonu gamma. 
Jest prawdopodobne, że następuje to w wyniku zmian w stmkturze dime- 
ryeznej, naturalnej dla aktywnego interferonu (64). Sama utrata trzeeh po- 
ezątkowych aminokwasów nie wpływa istotnie ani na strukturę ani na zdol
ność do agregacji w ciałka inkluzyjne. Obie znajdujące się tam cysteiny są 
jedynymi w całym białku i stąd wydaje się, że mostki dwusiarczkowe nie
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Rys. 4. Sekwencja aminokwasowa C-końca interferonu gamma. Na rysunku pokazano prze
badane mutanty delecyjne oraz odpowiadające im wartości ekspresji podane jako procent cał
kowitego białka komórkowego. Kolejne mutanty delecyjne opisano symbolem A i liczbą usuniętych 
aminokwasów. Dełecje mniejsze niż 11 aminokwasów nie powodują istotnych zmian w poziomie 
ekspresji w porównaniu z poziomem ekspresji białka natywnego. Niektóre z mutacji doprowadziły 
do włącznia dodatkowego aminokwasu — leucyny na końcu cząsteczki. Opis szczegółowy umie
szczono w tekście.

odgrywają istotnej roli w procesie agregacji (49). Na tworzenie inkluzji wpły
wają w rezultacie przede wszystkim zmiany punktu izoelektiycznego (pl) wy
nikające z delecji. Zmiany sekwencji końca C-terminalnego prowadzą do zna
cznych przesunięć pl, który dla białka natywnego wynosi pl wT= 10,4, a dla 
białka pozbawionego czternastu C-końcowych aminokwasów plAc = 8,0 (63). 
Delecje końca C-terminalnego IFNy, a właściwie końca 3’ jego genu w zna
cznym stopniu wpływają na poziom samej ekspresji. Na przykład, o ile utrata 
ostatnich 10-11 aminokwasów nie zmniejsza istotnie poziomu białka hete- 
rologicznego, który osiąga wartość około 30 - 40% całego białka komórko
wego, to delecja 14-20, 21 aminokwasów obniżają do mniej niż 21%, a na
wet do 14% (rys. 4). Pozbawienie IFNy 19 aminokwasów prowadzi do 8% 
poziomu ekspresji (63), a dalsza redukcja — powyżej 21 aminokwasów po
woduje 50-100-krotne zredukowanie ilości otrzymywanego białka (65).

7. Fuzje białkowe z udziałem IFNy
Białka fuzyjne są to białka hybrydowe, na które składają się dwa lub 

więcej elementów o znanych właściwościach. Białka fuzyjne występują rów
nież w obu formach — zarówno rozpuszczalnej jak i ciałek inkluzyjnych. 
Konstrukcja białka fuzyjnego przesądza o jego postaci w roztworze. Białko 
fuzyjne w postaci rozpuszczalnej zachowuje swą aktywność biologiczną. Za
letą produktu precypitującego w ciałka irrkluzyjne jest natomiast ochrona 
przed proteolizą i stosunkowa łatwość w jego oczyszczaniu.

Zasadniczo rozróżnia się dwie strategie konstruowania białek fuzyjnych:
(a) białko stanowiące przedmiot analizy podłączane jest na końcu C, albo
(b) na końcu N białka, którego gen stanowi część plazmidu ekspresyjnego.
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Wydaje się, że sposób pierwszy ma zdeeydowaną przewagę, gdy celem jest 
uzyskanie znacznych ilości białka o znanych właściwościach. Pierwsze biał
ko, zapewnia efektywność układu transkrypcji i translacji, a także może 
zabezpieczać przed degradacją. Skonstruowano szereg białek fuzyjnych z udzia
łem IFNy. Są to hybrydy z lL-2, TNFa, TNF(3, IFNa-A, MCSF. Białka te za
zwyczaj zachowują aktywność każdej ze składowych, a cełem ich tworzenia 
bywa uzyskanie wyższej aktywności charakterystycznej dla jednej bądź dru
giej ze składowych uzyskiwanego białka hybrydowego. Poszukiwania takie 
uzasadniał m. in. synergizm działania IFNy i TNF. Połączone tetrapeptydem 
Pro-Vał-Gły-Pro tworzyły one SlkDa białko zachowujące zarówno aktywność 
antywirusową jak i cytotoksyczną. Białko to kodowane przez gen poprzedzo
ny promotorem T7 jest rozpuszczalne (67). Łącznik aminokwasowy między 
oboma polipeptydami zapewnia elastyczność całej molekuły i może mieć też 
postać — Gły-Asp-Pro-Leu-Glu-Ser (68).

Białko fuzyjne IFNy i TNF(3 (gen pod kontrolą promotora trp) również po
siada aktywność zwiększoną w porównaniu do każdej z części składowych, 
przynajmniej w odniesieniu do procesów prołiferacji komórek. Podobny efekt 
uzyskano dla fuzji IFNy z EGF (69). Niekiedy konstrukcja fuzji może mieć 
na celu modyfikację chemiczną samego hybrydu, np. fosforylację, jak w przy
padku IFNy połączonego z HulFNa (69). Stosuje się nadto konstrukcje mające 
na celu ułatwienie procesu oczyszczania IFNy, jak w przypadkach fuzji 
z somatostatyną (70), czy też czynnikem uwalniania hGH (71).

Konstruuje się też fuzje białkowe w celu przemieszczenia produktu biał
kowego poza cytoplazmę, ponieważ uproszczą to proces oczyszczania: zawie
szony w podłożu produkt można strącać unikając łizy komórek wytwarzają
cych białko. Próby uzyskania wydziełanego do podłoża białka heterologicz- 
nego prowadzi się tworząc hybrydy z natywnymi prekursorami białek sekre- 
cyjnych E. colt O ile jednak metody takie bywały skuteczne w przypadku 
różnych białek, to zastosowane do wytwarzania interferonu gamma nie przy
niosło pozytywnych rezultatów. Hybryd tworzony przez peptyd sygnałowy 
enterotoksyny E. coli połączony z interferonem gamma był całkowicie degra
dowany w trakcie sekrecji (72). Problem wydzielania na zewnątrz E. coli 
białek heterologicznych wykracza poza ramy wyznaczone tematem pracy.

Podsumowując, w artykule podjęto próbę krytycznego przedstawienia 
uwarunkowań decydujących o wydajności ekspresji białek heterologicznych 
w E. coli rozpatrywanych na przykładzie IFNy. Omówiono czynniki wpływa
jące na wydajność ekspresji na etapach transkrypcji, translacji i modyfikacji 
posttranslacyjnych, wynikające zwłaszcza z danych strukturalnych. Należy 
stwierdzić, że o wydajnej ekspresji decydują: silny promotor umieszczony w 
plazmidzie o liczbie kopii zbliżonej do około 30 kopii/komórkę i silny ter
minator transkrypcji. Obszar Shine-Dalgarno powinien mieć postać bliską 
optymalnej — tzn. sekwencję AGGAGG, a odcinek poprzedzający kodon ini
cjacji translacji nie powinien być krótszy niż 7-8 nukleotydów i charakte
ryzować się raczej /Zwiększonym udziałem par A+T. Cały obszar wiązania 
rybosomu i sekwencja flankująca SD od strony 5’ powinny mieć taką postać 
aby na obszarze inicjacji translacji nie powstawały struktury dwuniciowe.
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których usunięcie wymaga energii większej niż 10,7 kcal/mol. Takie stru
ktury są natomiast wskazane w sekwencjach poprzedzających RBS. Dla wy
dajności ekspresji ważne też jest aby początek sekwencji kodującej był bogaty 
w pary A+T. Struktura aminokwasowa powinna natomiast spełniać warunki 
wynikające z reguł ograniezających degradację proteolityczną.

Za merytoryczne uwagi, krytyczną ocenę i moralne wsparcie dziękuję Panom Profesorom: 
Leonowi Sedlaczkowi, Adamowi Jaworskiemu i Wiesławowi Kacy, bez życzliwego wsparcia których 
praca ta nie mogłaby powstać.
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Heterologous genes expression in E. coli; interferon gamnna as the model 
system

Summary

Interferon gamma is a molecule which may serve as a good object for studying and explaining 
the role of expression limiting conditions.

Three levels of limiting factors modifications, i. e. operon choice and structure, changes in 
the secondary mRNA structure, and the influence of post-translational modulation processes are 
described. The relationship between the operon stucture and expression level for other hetero
logous proteins is compared with that of IFN-gamma. In particular, the shape of ribosome binding 
site (RBS) region and its affected different nucleotide substitutions are presented.

The rule of N-terminal and C-terminal end changes for protein stability and inclusion body 
formation is also shown.
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