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1. Wprowadzenie

scherichia coli obok Bacillus subtilis i Saccharomyces caerevisiae pozo-

staje najezesSeiej stosowanym mikroorganizmem wykorzystywanym do

ekspresji heterologieznych genéw. O uzyteeznosei E. coli w procesach uzy-
skiwania obcych biatek decyduje nie tylko dobra znajomos¢ genomu, ale
i fizjologii tego gatunku bakterii (1). Istotna jest rowniez tatwos¢ hodowhi,
mozliwosé uzyskiwania duzych ilosci biomasy na prostych podtozach, a takze
wzglednie proste sposoby izolacji wytworzonych biatek.

Mozna przyjaé, ze niemal kazde biatko, ktdre nie jest zbyt mate tzn. za-
wiera wiecej niz 80 aminokwasow (aa), ani zbyt duze (SOOaa), zbyt hydro-
fobowe, lub ze zbyt duza liczbg reszt cysteinowych, moze podlega¢ ekspresji
w E. coli (2). By¢ moze teza ta wymaga dodatkowego zastrzezenia dotyczgcego
sekwencji N-konca produktu biatkowego, ktory to koniec warunkuje utrzy-
manie sie biatka w cytozolu (3,4).

2. Czynniki okreslajgce wydajnos¢ ekspresji

Konstruowane i stosowane ukiady ekspresji heterotogicznych genéw obej-
mujg wszystkie etapy powstawania produktu biatkowego, wigcznie z obecno-
Scig czynnikoéw decydujacych o efektywnej transkrypcji, jak i translacji, oraz
modyfikacjami posttranslacyjnymi. Odnosi sie to zwilaszcza do szybkosci
transkrypcji oraz stabilnosci transkryptéw. Stabilnos¢ mRNA zalezy od obec-
nosci struktur drugorzedowych tak na koricu 5’ jak i w sekwencji termina-
cyjnej, a takze od czynnikéw biatkowych odpowiedzialnych za degradacje
informacyjnego RNA. Wydajnos¢ procesu transkrypcji natomiast zalezy od
wybranego promotora, sposobu jego ewentualnej indukcji, sposobu termina-
cji, a takze od stopnia powigzania z replikacja plazmidu niosgcego gen. Moga

biotechnologia 2 (37) >97



12 Tomasz Cieslikowski

na niego wptywac rowniez takie czynniki jak pierwszo- i drugorzedowa stru-
ktura informacyjnego RNA, ktére decydujg o kinetyce procesu wigzania pod-
jednostki rybosomu i o inicjacji translacji (5).

Kontrola samego procesu translacji (tzn. elongacji translacji) moze odby-
wacé sie nie tylko przez modyfikacje struktury drugorzedowej transkryptu
poza obszarem inicjacji, ale réwniez przez dobér kodonéw — tzw. kodonéw
optymalnych (6,7,8,9). Stanowi to niemal zasade konstruowania uktadu eks-
presji heterologicznego genu, w przypadku gdy gen ten uzyskujemy na dro-
dze chemicznej syntezy. Jednak dobdr taki nie stanowi najwazniejszego
z czynnikéw decydujacych o efektywnej wartosci ekspresji rozumianej jako
wypadkowa proceséw syntezy i degradacji biatka (10) (por. tab. 5). O podat-
nosci produktu na dziatanie komadrkowych procesdéw degradacji przesadza
czesto struktura samej sekwencji kodujgcej. Dlatego projektowanie i opty-
malizacja uktadu ekspresji odnoszg sie rOwniez do procesu degradacji infor-
macyjnego RNA.

Ponadto stosuje sie szereg rozwigzan chronigcych uzyskany juz produkt
przed proteoliza. Sg to na przykiad; kilkakrotne powtdrzenie genu powodu-
jace synteze wielu kopii tego samego biatka w postaci jednego taricucha
polipeptydowego (11), potaczenie w jeden produkt sekwencji aminokwaso-
wych dwéch réznych biatek, czy wreszcie takie zaprojektowanie genu, ze
bezposredni produkt ekspresji syntetyzowany jest w formie prekursora pod-
legajgcego sekreciji.

Ludzki interferon gamma jest jednym z tych biatek, ktére od dawna wy-
twarza sie w komoérkach E. coli w bardzo zréznicowanych uktadach ekspre-
syjnych. Diuga, prawie pietnastoletnia, historia rekombinowanego interfero-
nu dostarczyta tu szerokiego spektrum przykitadéw. Wiasnie dzieki temu in-
terferon gamma moze stuzy¢ jako dobra ilustracja stosowanych sposobow
heterologicznej ekspresji.

W dalszej czesci artykutu na przyktadzie IFNy przedstawiono uwarunko-
wania procesu i poziomu ekspresji wynikajgce ze struktury operonu, kolejno
na poziomie transkrypcji, translacji jak tez modyfikacji posttranslacyjnych.

3.Regulacja ekspresji na etapie transkrypcji

Regulacje ekspresji genu heterologicznego w E. coli na etapie transkrypcji
mozna rozpatrywac¢ z czterech punktéw widzenia: wyboru promotora, spo-
sobu terminacji, wyboru plazmidu (szybkos¢ jego replikacji), oraz stabilnosci
transkryptu. Interferon gamma stanowi tu dobrg egzemplifikacje stosowa-
nych rozwiazan, a to z tej przyczyny, ze jego transkrypcje uzyskiwano z roz-
nych promotorow, jak np. lacUV5, trp, XPL, XPR, tac i innych.

Po raz pierwszy rekombinowany interferon gamma uzyskano w zespole
Goeddela i wsp. (12). W komodrkach E. coli szczepu W3110 plazmid zawiera-
jacy promotor trp pozwalat na ekspresje do 250 u IFNy/ml ekstraktu komoér-
kowego (mierzong zdolnoscig wiazania przeciwcial). Niemal w tym samym
czasie w komérkach WAB801, z pochodnej plazmidu pBR322 zawierajacej pro-
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motor lacUV5 uzyskano 486-850 u/ml (13). Zastosowanie promotora (3-lakta-
mazy w pochodnej pBR322 w komdrkach LE392 doprowadzito do wydajnosci
wytwarzania interferonu o jeden rzad wiekszej (okoto 2560 u/ml) (14). Ostatni
plazmid zawierat zmodyfikowang sekwencje Shine-Datgamo (SD), w jej postaci
optymalnej w sensie zdolnosci wigzania rybosomu tzn. AGGAGG. Dopiero
wprowadzenie silnych promotoréw T5P25 i tac pozwolito na uzyskanie pre-
paratywnych ilosci — okre$lonych wielko$cig efektu cytopatycznego — rze-
du odpowiednio 1,2 x 10" u/ ml (15) i 80 x 10® u/ml (16) (tab.l).

Tabela i
Zestawienie uktadoéw ekspresyjnych, w ktérych wytwarzano ludzkie biatko ifny
w KOMORKACH £. coli. UZYSKANA WYDAINOSC, METODY JEJ POMIARU

Plazmid Promotor Szczep £. Wydajno_s_c Sposéb p’omlaru P|§m|en-
coli ekspresji aktsTwnosci IFNy nictwo
IFNytrp”S dolnosé wi i
pIFRYP trp W3110 250 u/m| 290N0sC wigzania )
przeciwciat
PGIFS lacUV5 WAB02 486 u/ml CToKt cytopatyczny; (13)
wirus Sindbis/amniocyty
pJPiRs-1FNy efekt cytopatyczny: wirus
80 X 10® encefalomyocarditis/
T5P25 LE392 u/ml komorki linii raka ptuc 14)
Ab549
pJRi-1IFNy efekt cytopatyczny: wirus
encefalomyocarditis/
A
P LE392 2560 u/ml komorki linii raka ptuc (14
A549
pCGtac502 12 x 100 efekt cytopatyczny: wirus
tac MC1061 ' Jmi encefalomyocarditis/ (15)
u komorki WISH
pLPPY 21% biatka nie okres$lano
lip + lac W3110 komorko- @17)
wego
PL2olFe 48% biatka nie okreslano
T5P25 LE392 komorko- (32)

wego

W poszukiwaniu dobrych promotoréw wykorzystano uktady tandemowve,
jak np. kombinacje promotora lip i regionu promotora laktozy (17), ktére
réwniez pozwolity na uzyskiwanie duzych ilosci biatka.

Systemy regulacji ekspresji przez kontrole transkrypcji polegaja rowniez
rat sie na odwracalnym ukierunkowaniu wklonowanego promotora. Biatko
Int faga lambda indukowane impulsem termicznym powodowato ,,wiasciwy”
zwrot odcinka promotora (18). Dwuplazmidowy uktad ekspresyjny, w ktérym
jeden z plazmidéw nosit gen biatka heterologicznego i odwracalny promotor,
drugi za$§ — indukowalny gen integrazy, pozwalat na uzyskiwanie biatek
toksycznych dla E. coli (19).
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Dobér terminatora transkrypcji zasadniczo zmienia obraz ekspresji. Ter-
minator genu 3 faga T4 dwukrotnie podnosi poziom syntezy IFNy w ukiadzie
zawierajagcym promotor PL i sekwencje Shine-Dalgarno pochodzaca z regionu
atenuatora tiyptofanu E. colt Ten sam terminator — w przypadku gdy ob-
szar SD pochodzi z faga MS2 — podnosi poziom syntezy IFNy trzykrotnie
w poréwnaniu z uktadem nie zawierajgcym zadnego sygnatu terminacji (20).
Bardzo wysoki poziom ekspresji komérkowej uzyskano klonujgc pod kontrolg
promotorg PN25, gen interferonu zakonczony terminatorem to faga lambda.
Innym wartym odnotowania przykitadem jest plazmid pDS6. Zawiera on te
same elementy kontroli transkrypcji, ale posiada podwdjne miejsce wigzania
lybosomu, czym dodatkowo wzmacnia wydajnos$¢ translacji (21).

Stabilnos¢ transkryptu zalezy nie tylko od struktury 3’ jak i 5 koncéow
mRNA, lecz takze od obecnosci w komorce biatek biorgcych udziat w proce-
sach degradacji transkiyptu (np. RNaza E, Rnaza Il) (22,23).

Obecnos¢ struktur typu ,,szpilki do wtoséw” na kraricach transkryptu ma
znaczenie nie tylko dla zahamowania procesu degradacji (24), ale réwniez
— jak postuluja niektérzy autorzy — prowadzi do obnizenia zawartosci
struktur dwuniciowych w pozostatej czesci czasteczki mRNA (25). Wytwarza-
nie tych struktur na poczatku transkryptu genu odbywa sie kosztem wy-
starczajgcej ilosci energii aby czas dostepnosci catego miejsca inicjacji pod-
jednostce rybosomu ulegt znacznemu wydtuzeniu. Ta wielce prawdopodobna
hipoteza nie znalazta, jak na razie, potwierdzenia ani tym bardziej zastoso-
wania. Podobnie w celu poprawienia poziomu transkrypcji nie stosuje sie
metod zwiekszania stabilnosci mRNA (10). Tymczasem sama sekwencja nie-
kodujaca réwniez moze miec istotny wptyw na wydajnos¢ syntezy transkryp-
tu; sekwencja ograniczajgca od strony 5' czes¢ kodujacg genu pod kontrolg
promotorg trp pozwala trzykrotnie podwyzszy¢ poziom transkrypcji, a ilos¢
aktywnego IFNy — nawet szesciokrotnie, jesli zostaje poszerzona o odpo-
wiedni fragment z promotora PL. Obie te sekwencje tzn. zarébwno poprze-
dzajagca promotor trp jak i poprzedzajaca promotor PL sga wzbogacone w pary
(A+T) (26). Delecje segmentu zawierajgcego dwa takie ,,bloki” par (A+T) chara-
kterystycznych dla promotora trp, doprowadzaja do obnizenia jego zdolnosci
wigzania podjednostki rybosomu. Sekwencje te lezg powyzej (w kierunku 5j
obszaru (-35) promotora. Pierwsza z nich znajduje sie w okolicach pozycji
(-50), druga w poblizu pozycji (-90). W swej czeSci 5 pokrywaja sie one ze
znaleziong w tych obszarach sekwencjg zgodnosci, charakterystyczng dla
natywnych promotoréw E. colt Ma ona postac:

CgTT-TGG~ A-A 1a7TT

Diugos¢ 3'-skrajnego odcinka (A+T), ktdry zaznaczono przez podkres$lenie,
wynosi okoto 10-14 nukleotydéw. Mechanizm opisywanego zjawiska nie
jest do kornca jasny, proponowane wyjasnienia odnoszg sie albo do bezpo-
Sredniego oddziatywania tej sekwencji z polimerazg RNA, badz z blizej nie-
okreSlonym czynnikiem transkrypcyjnym (27).
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S1 Q SD or ATG SWAM SP
| -71-8 +1 +12 +15 +26
flanka 5' obszaru SD
UTR
RSB
Rys. 1. Zestawienie fragmentow poezagtku transkiyptu genu; SI — miejsce wigzania biatka
S1 (Mertens, 1995), SD — obszar Shine-Dalgamo, or — ,,obszar rozdzielajacy”, SP — przykiad

sekwencji z obszaru kodujgcego, komplementarnej do 16S rRNA, tu: do fragmentu 1471 - 1482
(Sprengart, 1990), SWAM — sekwencja pierwszych czterech kodonéw, komplementarna do frag-
mentu 1394- 1399 w 16S rRNA (Chen, 1994), D — alternatywny obszar niekodujacy, komple-
mentarny do fragmentu 1343 - 1355 w 16S rRNA, mogacy stuzyé¢ Jako miejsce SD (lvanov, 1995),
UTR — obszar nie ttumaczony na sekwencje aminokwasowg (untranslated region), RBS — ob-
szar wigzania rybosomu.

Duza liczba kopii plazmidu obniza niekiedy poziom transkrypcji, ma to
miejsce, gdy dochodzi do oddziatywania kompleksu polimerazy RNA z repli-
somem. Zjawisko to dodatkowo podkresla znaezenie obecnos$ei terminatoréw
transkrypcji (10). Mimo jednak, ze najpopularniejsze typy plazmidéw eks-
presyjnych to te, ktére mozna nazwa¢ pochodnymi pBR322 (10) (kilkadziesiat
kopii na komorke), stosuje sie rowniez plazmidy ekspresyjne o wysokiej li-
czbie kopii, jak np. plazmidy serii pCZ utworzonej z plazmidu pIMIA (2000
kopii na komorke) (27).

4. Regulacja ekspresji na etapie translacji

Wsrdod ezynnikéw majgcych wplew na wydajnosé ekspresji, a zwigzanych
bezposrednio ze strukturg informacyjnego RNA, mozna wyroznic¢ kilka Scisle
zdefiniowanyeh. Sg to: sekweneja obszaru Shine-Dalgarno, kodon inicjaeji
translacji, sekwencja rozdzielajaca te dwa obszary — tzw. ,,spacer region”,
sekweneja obszaru lezaeego ,,powyzej’ sekweneji SD, a takze sekwencja ,,po-
nizej” kodonu iniejaeji (rys. 1).

W obszarze rozdzielajagcym (rys. 1) niektorzy autorzy wyrézniaja kilkunu-
kleotydowy odcinek od konca 5' oraz trzy- czteronukleotydowy fragment na
jego 3' koncu. Innym parametrem, niekiedy silnie zaleznym od wymienio-
nych, jest drugorzedowa struktura informacyjnego RNA. W szczegdlnosci
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podstawowe znaczenie ma obecnos¢ struktur typu ,,szpilki do wlosow” w po-
czatkowej czesci genu. Istniejg jednak rowniez przestanki wynikajace z termo-
dynamicznych wiasciwosci nici RNA sugerujace zasadniczy wpltyw na poziom
ekspresji genu struktur drugorzedowych mRNA wystepujacych na calej jego
dtugosci. Jedna zamiana G(+35)-->C(+35) powoduje zmniejszenie energii swo-
bodnej struktur drugorzedowych o AG = 2,8 kcat/mot i zwiekszenie poziomu
syntezy IFNP z 1 do 28% catkowitego biatka komoérkowego (28).

4.1. Sekwencja Shine-Dalgarno

Zateznos¢ ekspresji tFNy od postaci sekwencji Shine-Datgarno przez diugi
czas nie stanowita przedmiotu systematycznej analizy. Praca H. Chen i wsp.
stanowi tu raczej wyjatek (29). Ekspresje tFNy prowadzono w komdrkach
LE392 po umieszczeniu genu pod kontrolg promotora T5P25 w plazmidzie
— pochodnej pBR322 (tab. 1). Najwyzszy poziom ekspresji uzyskiwano, gdy
obszar SD stanowit siedmionukieotydowy odcinek postaci: T AGGAGGT TT
(17% catkowitego biatka komérkowego). Podstawienie A -->T w pozycji pier-
wszej obnizato wydajnos¢ do okoto 10%, natomiast podstawienie dwoch ko-
lejnych adenin w miejsca tymin powodowato jedynie nieznaczne (0o okoto
4%), dalsze zahamowanie ekspresji. Zastosowane w tych doswiadczeniach
sekwencje zestawiono w tabeli 2.

Tabela 2
Zmiany poziomu ekspresji interferonu-gamma

ZALEZNIE OD DEUGOSCI 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 rozdzielajgcy zawiera miejsce restrykcyjne Hindlll, nt — liczba nukleotydéw.

Wczesniejsza praca E. Remaut i wsp., dotyczy raczej wptywu na poziom
ekspresji calego obszaru wigzania rybosomu (20). Opisane w tej pracy wpro-
wadzenie obszaru RBS pochodzacego z genu replikazy RNA faga MS2, z sil-
nym promotorem PL faga X, pozwala na ekspresje interferonu gamma wy-
noszaca 3,5% catkowitego biatka komdérkowego, podczas gdy zastgpienie go
sekwencjg pochodzacg z atenuatora tryptofanowego podnosi jg do 15%. War-
tosci te wedlug ostatnio publikowanych danych (Mertens i wsp. 1995) wy-
noszg odpowiednio 10 i 25% catkowitego biatka komorkowego. Natomiast
zastosowanie obszaru RBS pochodzgcego z faga T7glO podnosi poziom aku-
mulowanego biatka do wartosci 52% (30). Obszar wigzania rybosomu (RBS
— Ribosomal Binding Site] odgrywa w procesie translacji role analogicznag
do tej jaka odgrywa promotor w trakcie transkrypcji i w t}nTi sensie mozna
go traktowac jako ,translacyjny odpowiednik promotora” (31). Obszar ten
zawiera okoto 30- 40 nukieotydéw (32). Sita RBS — czyli jego zdolnos$¢ do
wigzania podjednostki 30S rybosomu, zalezy w gtéwnej mierze od tworzacych
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sie lokalnie struktur drugorzedowych (33). Niezaleznie od tego, na skutecz-
nos$¢ wigzania wptywa réwniez w sposob istotny sekwencja, w ktorej skiad
wchodzg wspomniany obszar SD, odcinek rozdzielajgcy, oraz pierwsze nu-
kleotydy tak sekwencji kodujacej jak i poprzedzajacej bezposrednio sekwen-
cje SD. Z prac Golda i Stormo znana jest sekwencja tzw. uniwersalnych
RBS zawierajgca wszystkie wymienione elementy (31). Ma ona umozliwiac
ekspresje dowolnego obcego biatka. Obok elementéw kanonicznych, zawiera
liczne miejsca pozwalajagce na dopasowanie ,,uniwersalnego” miejsca RBS do
konkretnego genu, poprzez wstawienie dori wiasciwych (optymalnych) nu-
kleotydéw. W sekwencji tej korzystne sa trakty bogate w paiy (A+T) lub
nawet sekwencje oligo-A. Sekwencja uniwersalnego RBS nie moze by¢ jednak
traktowana jako optymalna, gdyz elementy kanoniczne nie moga uwzgledniac
jednoczesnie wszystkich uwarunkowan strukturalnych dla dowolnego genu.
Nie sktadajg sie zatem na nig rowniez pozycje o charakterze zachowawczym,
czyhli utrzymujace jednoczesnie podwyzszony poziom ekspresji, ale rzadziej
ulegajace mutacji (34).

4.2. Odcinek rozdzielajacy

Zmienna czesto$¢ mutacji w obszarze rozdzielajgcym SD i kodon inicjacji
obserwowali Mateucci i wsp., a wystepujace zmiany poziomu ekspresji biatka
zalezaty silnie od tych mutacji (34). W miejscach (-9), (-8), (-1) liczac od
kodonu inicjujagcego ATG (A = +1) prawdopodobienstwo wystgpienia mutacji
jest jak 5 x 10*2- ig-i, a w pozycjach (-7), (-6), (-3) jest jak 2 x 10*2- 3 x
10*2. Wystepowanie tyminy w pozycji (-4), jak sie wydaje, ma charakter kon-
serwatywny. Natomiast zmiany w pozycjach (-3 ) i (-2), ktoére sg bardziej
prawdopodobne, moga znaczaco wptywaé na poziom ekspresji. Podstawienie
G(-3)-->T(-3) obniza ekspresje do 30%, a podstawienie A(-3) -->T(-3) zwieksza
do 130% wartosci poczatkowej. Zmiany wynikajace z mutacji w pozycji (-2)
sg mniejsze: podstawienie T(-2) —>C(-2) podwyzsza ekspresje o 10% w sto-
sunku do wartosci poczatkowej, a podstawienie A(-2),G(-2) —>T(-2) obniza
do 60% tej wartosci. Guanina w pozycji (-1), moze znacznie zahamowac
ekspresje. Prawdopodobnie wigze sie to albo z hamowaniem translacji przez
powstawanie drugorzedowych struktur (niemozliwych do przewidzenia meto-
dami rachunkowymi) albo z ostabieniem oddziatywania z nukleotydami petli
antykodonu IMet-tRNA, albo tez z wytwarzaniem niewtasciwych wigzan po-
miedzy mRNA, a z koricem 3' 16S rRNA (35). Dzieje sie tak w pr2?ypadku
tripletu ACC, ktory jesli wystepuje w poblizu tej pozycji (za kodonem ATG)
moze zahamowac translacje, np. biatka hirudyny poprzez zbyt duze powi-
nowactwo do otoczenia rejonu ASD (anty-SD) w 16S rRNA (35). Mimo to
nalezy zaznaczy¢, ze znane sa uklady ekspresyjne dostarczajgce znacznych
ilosci IFNy, a zawierajgce G w pozycji (-1) (36) ( por. rys. 2).

Wpltyw sekwencji poprzedzajacej bezposrednio start translacji na ekspresje
innych biatek badano metodami mutagenezy kasetowej. Wykazano upr’y-
wilejowang role tyminy w pozycji (-1) i adeniny/tyminy w pozycji (-2) np.
UAU i CUU sg tripletami wspomagajacymi ekspresje genu lacZ, wtedy gdy
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poprzedzajg kodon inicjacji translacji (35). Natomiast w przypadku IFNP pod-
stawienie C-->U w pozycji (-2) lub (-1) obniza wydajnos¢ syntezy do odpo-
wiednio 8 i 4% wartosci poczatkowej wynoszacej 18%, zas jednocze$ne pod-
stawienie cytozyny w obu miejscach powoduje spadek syntezy do wartosci
ponizej 1% (29). Podobnie dzieje sie dla wielu rozmaitych biatek, jak np.
acylazy penicyliny czy IFNy: sekwencja i dtugos¢ odcinka rozdzielajgcego
ograniczaja w analogiczny sposéb ich ekspresje (37). Regulg jest, ze odlegtos¢
pomiedzy odcinkiem SD, a kodonem ATG nie powinna by¢ mniejsza niz 7-8
nukleotydéw (37,38), a skrocenie jej do 6-7 powoduje spadek aktywnosci
wzglednej uzyskiwanego IFNy (mierzonej hamowaniem efektu cytopatycznego
na komoérkach WISH) do 15%. Skrécenie tego odcinka do 5 nukleotydéw
powoduje spadek ekspresji ponizej 10% aktywnosci, a do 4 — blokuje eks-
presje catkowicie (37). Wydtuzenie odcinka rozdzielajagcego do 11 nukleoty-
déw nie zmienia istotnie wartosci ekspresji w poréwnaniu z uktadem opty-
malnarm (8 nukleotydéw). Rowniez wprowadzenie zmian wewnatrz srodkowej
czesci jedenastonukleotydowego odcinka, o ile nie zmienia to struktury wy-
7zszego rzedu (por. tab. 3), nie wplywa na ekspresje IFNy. Podobny wynik
uzyskano dla tancucha g mysiej immunoglobutiny, gdzie wydtuzenie 7-nu-
kleotydowej sekwencji;

GTGATCA ATG
do postaci:
GTATTGATCA ATG

nie zmienialo poziomu ekspresji o wiecej niz o 0,4 ru [relative units) (39)
(por. tab. 3).

Tabela 3
Warianty odcinka rozdzielajgcego sd

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

AGGA CACAG AUG ca 0% ant
AGGA ACAGAUCU AUG 100% 8nt
AGGA UCAGAUCAUCU.AUG 100% 1Int
AGGA ACAGAUGAUCU.AUG 100% lint

Zestawienie sekwencji obszaru rozdzielajacego (or) sekwencje SD i kodon inicjacji translacji,
uzytych w uktadach ekspresyjnych dla interferonu gamma, gen pod kontrolg promotora PL,
w ukladzie dwucistronowym. Sekwencje dituzsze niz 8 nukleotydéw nie zmieniajg wydajnosci
ekspresji.

4.3. Wzajemne relacje pomiedzy fragmentami obszaru RBS

Odcinek tezacy na koncu 3' sekwencji SD — a zatem obszar rozdziela-
jacy, moze by¢ dodatkowo kompensowany 8-nukleotydowym odcinkiem le-
zacym na jego 5 koncu. Zmiany w sekwencji tego odcinka modulujg eks-
presje w zakresie nawet dwdch rzedow wielkosci. Utworzenie struktury o ener-
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gii AG>|-10,7 kcal/mol | wystarcza aby catkowicie zablokowac ekspresje na-
wet przy ,silnej” sekwencji SD postaci GGAG (40). Zatem samo wyekspono-
wanie miejsca SD bagdZz kodonu inicjacji translacji nie zawsze wystarcza.
Nalezy raczej przyjaé, ze sita miejsca RBS, w znacznej mierze zalezy od jego
udziatu w strukturach dwuniciowych, a scislej od energii koniecznej do usu-
niecia tych struktur. Inaczej méwiac, regulacja wydajnosci nastepuje bardziej
przez wyeksponowanie ealego obszaru inicjaeji, niz przez stan tancucha nu-
kleotydowego poza tym obszarem. Mozna jednak réwniez méwic¢ o korelacji
miedzy wydajnoscig translacji a wielkos$cig frakcji zrelaksowanych jednoni-
ciowych mRNA. Przy czym przez stan relaksacji nalezy rozumieé stan opty-
malnej energetycznie konformacji czasteczki w danym ukiadzie. Tak zatem,
niekiedy, jak w przypadku biatka ptaszcza faga MS2, okazuje sie, ze mutacje
w pozyejach (-6), (-3), (-i-6), (-f9), (+12), (+13), (+15) liczac od AUG (A = +1)
wplywajg na ekspresje jedynie, gdy zmieniajg stabilno$¢ drugorzedowyeh
struktur transkryptu (5). Tworzaca sie w otoczeniu kodonu inicjacji translacji
12-nukleotydowa struktura ,,szpilki do wioséw” obniza poziom ekspresji tego
biatka. Przy stopniowym zwiekszaniu stabilnosci tej struktury, na kazde ko-
lejne -1,2 kcal/mol przypada 10-krotne obnizenie wartosci ekspresji (41).
W tym kontekscie mozliwe jest wyjasnienie tzw. paradoksu przewagi ,,pra-
wdziwego” miejsca inicjacji nad ,,przypadkowym?”, czyli miejsca odpowiadaja-
cego poczatkowi translacji okreslonego genu nad miejscem, jedynie przy-
pominajgeym swg sekwencjg miejsce inicjacji. Wynika ona z energetycznej
przewagi struktury ,,poprawnej” (5). Warto jednak podkres$li¢, ze nie zawsze
mozliwe jest stwierdzenie czy poziom ekspresji zalezy silniej od energii wy-
nikajacej z tworzonych wewnatrzczasteczkowych struktur drugorzedowyeh
czy od samej struktury pierwszorzedowej, ktéra odpowiada za wigzanie pod-
jednostki 30S lybosomu. Wydaje sie, ze zaleznos¢ ta zmienia sie wraz z po-
tozeniem rozpatrywanego obszaru, a wptywa¢ moga na nig liczne oddziaty-
wania. Przyktadowo, obszar TIR {Translation Initiation Region) opisany w pra-
cy Sprengarta i wsp. wplywa na poziom ekspresji genu 0,3 faga T7 w sposéb
zalezny od sekweneji odeinka (+9) - (+37), w szezegoélnosci zas od odcinka
(+15) - (+26), ktory to fragment jest komplementarny do sekwencji 1471 -
1482 16S rRNA. Obserwacja ta wykazuje istnienie dodatkowych miejsc od-
dziatywania rybosomalnych RNA i mRNA wspomagajacych translacje niekto-
rych genéw (42). Kilka wybranych sekwencji TIR, zastosowanych w uktadach
ekspresyjnych w E. coli dla uzyskania rekombinowanego interferonu gamma,
zestawiono na rysunku 2.

Drugorzedowa struktura powstajgea na tym obszarze ma eharakter kon-
serwatywny tzn. nawet zniszczona poprzez wprowadzenie mutacji punkto-
wych zostaje odtworzona w ciagu Kkilkuset podziatéw komérkowych, droga
spontanicznych mutacji punktowych kompensujgcych skutki wprowadzo-
nych zmian. Eksperymenty prowadzone nad takimi ukltadami pozwalaly za-
obserwowa¢ w trakcie kolejnych podziatéw przywracanie pierwotnyeh stru-
ktur drugorzedowyeh. Powstajgce w tych procesach mutacje spontaniczne
nastepowaty poza sekwenejg SD i nie zmieniaty kodowanych aminokwaséw.
Wspotzaleznos$¢ postaci obszaru SD i wytwarzanych struktur drugorzedowyeh
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wektor PJIPIR3-IFNY
promotor: T5P25 +1 SD
TATAATAGATTCATAAATTTGAAGCTAGGAGGTITAAGCTT. ATG.TGT.TAC.TGC.CAG.GAC.C

wektor pJRj-1FNy
gen p-lac SD
ACGATGCCTGACTAAGGAGGTTTAAGCTT ATG.TGT.TAC.TGC.CAG.GAC.C

wektor: pDS6
promotor PN25
+1

TATAATAGATTCAAATTGTGAGCGGATAACAATTTGAATTC- “RBS”---------- ATG

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

Rys. 2. Sekwencje pogranicza promotora i poczgatkowych fragmentéw czesci kodujacej w wy-
branych uktadach ekspresji interferonu gamma. Poczatek transkiyptu opisano znakiem +1, ob-
szar Shine-Dalgamo (SD) podkreslono. W czesci kodujacej kolejne kodony genu interferonu gam-
ma oddzielono kropkami. Sekwencja bezposredniego otoczenia SDII w plazmidzie pDS6, opisana
jako ,,RBS" nie zostata podana przez autoréw. W przypadku plazmidu pJRi-IFNy miejsce startu
transkrypcji znajduje sie przed pierwszym cistronem. Podane uktady opisano w tekscie.

korica 5' transkiyptu jest przedmiotem analizy Olsthooma i wsp. Wynika
z niej, ze stopien komplementarnosci pomiedzy sekwencjami SD i ASD
w 16S rRNA oraz wartos$¢ energii wytwarzanej struktury ,,szpilki do witoséw”
pozostaja w réwnowadze (43).

Stosowane niekiedy powielanie miejsca RBS, prowadzgce do powstawania
tandemu badz nawet wielokrotnego miejsca wigzania lybosomu, nie zwieksza
w spos6b jednoznaczny wydajnosci translacji interferonu. Istnieje bowiem
krytyczna odlegto$¢ sasiadujgcych sekwencji SD. Sgsiedztwo blizsze niz 40
nukleotydow wymusza na tych sekwencjach konkurencje o dostep do pod-
jednostek 30S rybosomu. Zjawisko to ilustrujg eksperymenty nad synteza
hybrydowego biatka hIFNy-hCT. Podwojenie poprzedzajacej sekwencje kodu-
jaca, dwunastonukleotydowej sekwencji ,,uniwersalnego” SD:

TGG AGA AGG AGG TTTAIA)

powoduje spadek ekspresji az do 17% wartosci poczatkowej. Trzykrotne po-
wtérzenie tej sekwencji obniza wydajnos¢ syntezy biatka do 11%. Spadek
ekspresji, aczkolwiek wynika réwniez z inhibicji transkrypcji (odpowiednio
60 i 40%), jest jednak zbyt znaczny by mdgt by¢ catkowicie w ten sposob
wyjasniony. Utworzenie tetrameru sekwencji SD powoduje niewielki wzrost
syntezy RNA i poziomu ekspresji, nie przywracajac jednak poziomu pierwot-
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nego (44). Powdéjny uktad RBS bywa stosowany w sposéb skuteczny i pozwala
niekiedy na uzyskanie w E. coli duzych ilosci IFNy (21).

4.4. Sekwencja konca 5 genu

Na wydajnos$¢ syntezy majag réwniez istotny wptyw nukleotydy sekwencji
kodujacej. Sekwencja ta rozpoczyna sie kodonem ATG, najczestszym natu-
ralnym kodonem inicjacji w E. coli. Inne: GTG, TTG, ATG (45), znacznie
mniej wazg na procesie translacji. Pierwsze kodony decydujg réwniez o ha-
mowaniu translacji na skutek powstawania struktur drugorzedowych na ich
obszarze. Struktuiy te moga nie tylko przestania¢ kodon inicjacji, ale rowniez
wigzaé koniec 5’, sekwencji kodujacej. Zaleznos¢ pomiedzy wydajnosciag trans-
lacji, a stabilnoscig struktur dwuniciowych na tym obszarze ilustruje przy-
ktad IFNy. Jesli energia potrzebna do wytworzenia takich struktur wynosi
-4,4 kcal/mol, wowczas synteza IFNy osigga poziom okoto 19% catkowitego
biatka komérkowego. Przy wzroscie wartosci tej energii do -6,6 kcal/mot,
poziom syntezy IFNy obniza sie do 10%. Nie jest jednak regulg, ze mniejsza
wartos¢ energii zawartej w tworzacych sie strukturach dwuniciowych prze-
sgdza o wiekszej wartosci ekspresji niesionego genu (37) (por. tab. 4). Nie
decyduja o tym takze uzyte kodony nawet jesli sa one optymalne dla E. coli,
co wyraznie podkresla zestawienie czestosci wystepowania zastosowanych
tripletéw. By¢é moze, przykiad ten nalezy wigza¢ z obserwacja de Boera do-
tyczaca znaczenia otoczenia pozycji (+10) (35). Najblizsze otoczenie tej pozycji
powoduje bowiem prawie 30-krotny wzrost poziomu ekspresji IFNy wytgcznie
na skutek mutacji w pozycji (+12), nie powodujac jednoczesnie zmian stru-
kturalnych transkiyptu, mozliwych do wykrycia metodami analizy numery-
cznej (46). Pewne uzupelnienie mogag tu stanowi¢ dwa kolejne priyktady
z cytowanej pracy L.H.Tessier i wsp. — ciche mutacje dokonane w pozycji
(+9) i (+12) zmniejszajg Srednig czestos¢ wystepowania zastosowanych ko-
donow o okoto 0,5%o0 (por. tab. 5) i nie zmieniajg stanu konformacji taricucha
RNA. W wyniku tej operacji nastepuje wzrost ekspresji o 8%. (por. tab. 5).

Tabela 4

Zmiany poziomu ekspresji iIFNy W zaleznosci od postaci korica 5 genu (4i)

<v> AG %T ru
TI TGC TAC TGC
6.2 134 6.2 8.6 +1,2 kcal/mol 24% 20%
T4 TGC TAT TGT
6.2 149 4.7 8.6 -1,2 kcal/mol 33% 100%
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Tabela 5

Zmiany poziomu ekspresji ifny w zaleznosci od postaci konca 5 genu (41)

<v> AG %T ru
T2 TGC TAT TGC
6.2 149 6,2 9.1 -1.2 kcal/mol 25% 20%
T4 TGC TAT TGT
6.2 149 4.7 8.6 -1.2 kcal/mol 33% 100%

Tabele przedstawiajg wartosci energii wynikajace z tworzenia sie struktury drugorzedowej na
poczatku genu, oraz odpowiadajace im wartosci wydajnosci ekspresji podane zaréwno jako pro-
cent catkowitego biatka komoérkowego jak i w wartosciach wzgtednej aktywnosci otrzymanego
IFNy.

<v> — udredniona warto$¢ czestosci stosowanych kodonéw na tym obszarze, AG — energia
potrzebna do wytworzenia struktur drugorzedowych na jednoniciowym fragmencie mRNA, %T —
procent catkowitego biatka komérkowego, ru — wzgledna aktywnos$¢ produktu {relative units);
pod kazdym tripletem nukleotydowym podano czesto$¢ jego wystepowania w genomie E. coli,
przypadajaca na 1000 nukleotydéw chromosomalnego DNA. Wartosci czestosci ,v' podano za:
(6),

Prowadzona przez H. Chen’a (29) analiza zalezno$ci wydajnosci ekspresji
IFNy od mutacji w obszarze 5’-korica samego genu uwzglednia catkowitg
zamiane pierwszych 11-12 nukleotydéw genu IFNy wchodzacych w skiad
krarica 3' miejsca RBS. Sekwencje bogate w pary (A+T) znacznie podwyzszajg
wydajnosc¢ ekspresji. Dzieki temu wprowadzenie sekwencji odpowiadajgcej
czterem pierwszym kodonom acetylotransferazy chloramfenikolu:

GAG AAA AAA ATC
lub sekwencji:
AAA AAA ATT AA

znacznie zwieksza (3-5-krotnie) poziom ekspresji tak zmienionego interfero-
nu-gamma (29). Wydaje sie, ze mozna wspomniany efekt wigza¢ z obserwa-
cjami zespoldw Scherera i wsp. oraz Schneidera i wsp., ktérzy podobnie jak
i Dreyfus odnotowywali tendencje do zwiekszonego udziatu adenin w tej cze-
$ci RBS (29). Ustalono jej optymalng sekwencje SWAM (Scherer, Walkins-
haw, Amott, Morre) o postaci AAAAAAATTAA. Wykazano (29), ze rowniez
sekwencje podobne do SWAM wzmacniajg ekspresje w obecnosci funkcjo-
nalnego 5' konca RBS, co wiecej umozliwiajg ekspresje, gdy koniec 5 miejsca
RBS nie ma zdolnosci wigzania rybosomu. Poniewaz, jak sie wydaje, na tym
obszarze nie wystepuja zadne drugorzedowe struktury, zaproponowano (29)
istnienie dodatkowej domeny oddziatujacej z rybosomem w trakcie tworzenia
kompleksu inicjacji translacji. Proponowanym miejscem oddziatywania jest
albo odcinek 1394- 1399 16S rRNA (odpowiadajgcy miejscu P rybosomu),
lub jego konca 5’. Koniec ten posiada miejsca komplementarne do fragmen-
tow korica 5' licznych genéw E. colt Wydaje sie, ze wystarczy¢ moga nawet
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dwa triplety elementu SWAM aby wystgpito oddziatywanie podobne do od-
dziatywania SD/ASD. Podobne, A+T bogate sekwencje, gdy poprzedzajg ko-
don inicjacji wystarczajg niekiedy do niezateznego rozpoczecia procesu trans-
lacji. Na przykiad sekwencje pochodzgce z sekwencji Q wirusa mozaiki ty-
toniowej zawierajgce fragment:

UUACAAUUACUA

i bedace komplementarnymi do odcinka 1343 -1355 16S rRNA, sg w stanie
zastepowac odcinek SD ze skutecznoscig rzedu 20% normalnego poziomu
ekspresji (47).

Poczatek genu, dokiadniej pierwszy triplet nukleotydowy nastepujacy za
kodonem metioniny, podwyzsza niekiedy poziom translacji. Nastepuje to wte-
dy, gdy dzieki obecnosci puiyny bezposrednio za kodonem ATG zwieksza sie
stopien komplementarnosci pomiedzy mRNA, a petlg antykodonu fMet tRNA
(48). Natomiast usuniecie 9 pierwszych nukleotydéw w genie IFNy powoduje
10-krotny wzrost poziomu ekspresji do wartosci 7,5% catkowitego biatka
komoérkowego. Delecja ta, w przypadku uktadu ekspresyjnego zawierajagcego
promotor tac powoduje, ze powstajgca w otoczeniu kodonu inicjacji translacji
struktura dwuniciowa jest o wiele mniej stabilna. Obliczenia dokonane na
obszarze 60 pierwszych nukleotydéw informacyjnego RNA wykazywaly two-
rzenie sie tzw. ,struktury szpilki do wioséw” o wartosci odpowiednio -9,9
kcal/mol i -5,7 kcal/mol dla petnego i zmodyfikowanego przez delecje genu
IFNy (49).

4.5. Sekwencja 5'- flankujaca SD

Odrebnym, regulujgcym elementem jest sekwencja ograniczajgca od stro-
ny 5 obszar SD. Odcinek ten, stanowiacy jednoczesnie ochrone przed de-
gradacja egzonukleolityczng, bierze réwniez udziat w wigzaniu rybosomu.
Tworzone na tym obszarze struktury maja znaczenie regulacyjne. Dla zajscia
inicjacji translacji niezbedne jest przynajmniej okoto 10 nukteotydéw poprze-
dzajacych obszar SD, a wydtuzenie tego odcinka o dalsze 8 zasad znacznie
zwieksza ekspresje (35). Zazwyczaj w syntetycznym uktadzie ekspresyjnym
sekwencja ta jest krotka i nie powinna przekracza¢ 40 - 60 nukleotyddw.

Oddziatywania angazujace nukleotydy konca 5' transkryptu sg w stanie
zapewniac¢ retaksacje catego tancucha nukleotydowego (50). Odziatywania te
prowadza do tworzenia struktur dwuniciowych typu ,szpilki do wiosow”.
W niektérych genach wystepujagcych w naturze, jak w przypadku biatka pta-
szcza faga MS2 powstawanie tych struktur oddziatuje na kilkusetnukleoty-
dowe fragmenty tancucha. ldentyczny efekt relaksacji mozna osiggnaé¢ przy
znacznie krétszych flankach korica 5 genu zapewniajgc im wiasciwag sekwen-
cje. Podobne zjawisko zaobserwowano badajac wptyw 21-nukleotydowego
fragmentu poprzedzajgcego obszar RBS, na ekspresje genu reduktazy dihy-
drofolanu (24). W badanym uktadzie ekspresyjnym obszar wigzania rybosomu
(pochodzacy z genu | bakteriofaga T7) podlega wyeksponowaniu dzieki wy-
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twarzaniu na krancu 5' transkryptu silnej struktury dwuniciowej. W ten spo-
s6b wspomniany 21-nukleotydowy fragment (pochodzaey z genu reduktazy),
powoduje podniesienie ekspresji o rzad wielkoSci (24). JednoczeSnie struktury
formujaee sie dzieki odziatywaniu obszaru najblizszego otoczenia sekwencji
SD (tzw. obszar periSD) z fragmentami sekwencji lezagcymi dalej w kierunku
3, w glebi RBS, mogag prowadzi¢ niekiedy do 100-krotnego zahamowania
ekspresji, jak ma to miejsce w wypadku interferonu-gamma (44).

W cytowanej wczesniej pracy H. Chen i wsp. (29) przebadano szereg krot-
kich sekwencji poprzedzajgcych optymalng strukture Shine-Dalgarno wraz
z ich wptywem na poziom ekspresji IFNy. Odcinek poprzedzajaey kodon star-
tu stanowita sekwencja rozpoznawana przez endonukleaze HindJIl, poprze-
dzona dwiema tymidynami. Sladowa ekspresje (<2%) biatka uzyskiwano, gdy
odcinek flankujacy byt dituzszy niz 9 nukleotyddéw, optymalna gdy miat on
dtugos¢ 16 nukleotydow (okoto 16,8% catkowitego biatka komodrkowego),
a sekwencja flankujaca miata posta¢: ATAAATTTG; wstawienie dodatkowych
czterech nukleotyddéw TOGA nie podnosi dalej poziomu ekspresji, lecz zmniej-
sza go do okoto 7% (por. tab. 6).

Tabela 6

Zmiany poziomu ekspresji interferonu gamma liczonego jako procent
CALKOWITEGO BIALKA KOMORKOWEGO W ZALEZNOSCI OD DLUGOSCI ODCINKA POPRZEDZAJACEGO OBSZAR SD (32)

ATAAATTTG GTAGGAGGTTTAAGCTT.ATG <2% ant
ATAAATTTGAAGCTAC GTAGGAGGTTTAAGCTT.ATG cal’% l6nt
ATAAATTTGAAGCTACTCGA GTAGGAGGTTTAAGCTT.ATG ca’% 20nt

Odcinek rozdzielajacy (or) zawiera miejsce restrykcyjne Hindlll.

4.6. Uktady dwucistronowe

Innym sposobem, prowadzacym do wydajnej ekspresji heterologieznego
biatka jest tzw. ukiad dwucistronowy. Pierwszy taki system oparty na pla-
zmidzie pIMIA, eharakteryzujgcym sie wysoka liczbg kopii, zostat skonstruo-
wany dla ekspresji bydlecego hormonu wzrostu bGH pod kontrola promoto-
row trp i Ipp. W tym ukladzie pierwszy, krotki peptyd podlega wydajnej
ekspresji, a dwa miejsca SD dobrane sg tak, by umozliwi¢ optymalne wia-
zanie rybosomu. Kodon stopu dla pierwszego peptydu umieszczony jest za
drugim miejscem SD, powodujgc wyeksponowanie tego obszaru (51).

Dwie sekwencje stuzgce ekspresji bGH oparte na tym systemie przedsta-
wiono ponizej:

ATGTATCGATTAAATAAGGAGGAATAACATATG ...
ATGTTCCCATTGGAGGATGATTAAATG...

Zadaniem pierwszego cistronu jest zapewnienie optymalnej inicjacji trans-
lacji (52). Jego doboér zalezy w wysokim stopniu od wybranego promotora
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oraz od sekwencji od strony 3' lezacej juz w czesci kodujacej drugiego ci-
stronu. Umieszczenie w obrebie czesci kodujgcej pierwszego peptydu dwdch
dalszych kodondw stopu zapewnia zatrzymanie translacji we wszystkich ram-
kach odczytu. Dla genu IFNy, umieszczonego pod promotorem tac rejon pier-
wszedgo cistronu, zapisany w kierunku 5’-3' miatl posta¢ przedstawiona na
rysunku 3. Poziom ekspresji IFNy wzrost w tym ukiadzie o 100% w poréw-
naniu z uktadem ekspresji bezposredniej. Podstawienie C-->G w pozycji (-17)
w obszarze poprzedzajgcym SDII podniosto jeszcze ponad dwukrotnie poziom
ekspresji (53).

SDI -17 SDII
L\GTTCACGTAAAAAGGGTATCGACA. ATGAAAGCAATNTCGTACTGAAAGATCTrAATCATGCACAGGAGACTTTCTGATG
C

Rys. 3. Dwucistronowy uktad ekspresji IFNy. Podkres$lono obydwie sekwencje Shine-Dalgamo,
oraz kodon ,stop” translacji pierwszego cistronu. Kodony inicjacji translacji wyrézniono przez
wyttuszczenie i podkreslenie. Zaznaczono pozycje -17, w ktérej podstawienie C(-17)—>G(-17) pro-
wadzi do 50% zwigkszenia ekspresji.

Efekt korelacji poziomu ekspresji, z tworzacsrmi sie strukturami w mRNA
potwierdzajg Wsmiki uzyskane dla wielu innych genéw hetero- i homologicz-
nych w E. coli (hlIFNa (54), IL-2 (55), gen fnr E. coli (56). Potwierdzany jest
zarowno efekt sekwencji flankujgcej gen od strony 5 (np. gen lacZ E. coli},
jak i efekt struktur sekwencji RBS (np. dla gendéw bydlecej somatotropiny (57),
czy szczurzego IFNa -1 (51)). Struktury dwuniciowe hamujgce translacje po-
jawiaja sie rowniez w przypadku uktadu ekspresji bydlecego hormonu wzrostu.
Dodanie N-koncowej metioniny powoduje niekiedy zmiany strukturalne nie
w obszarze RBS, ale w odlegtych partiach nici mRNA. Chociciz eksperymen-
talnie nie udowodniono istnienia tych struktur, wyliczone wartosci prawdopo-
dobienstwa ich tworzenia dobrze korelujg z uzyskiwanymi warto$ciami pozio-
mu ekspresji (58). Warto zaznaczy¢, ze metody optymalizacji ekspresji znacznie
wykraczajg poza modyfikacje mMRNA klonowanego genu. Konstruuje sie réwniez
dziatajace selektywnie ukiady translacji, syntetyzujgce wybiorczo zadane biat-
ka. Uklady takie opierajg sie na obecnosci jednoczesnie dwoéch plazmidow
w komoérce bakteryjnej. Jeden z nich niesie modyfikowany z konrca 3' (w ob-
szarze ASD) 16S rRNA, podczas gdy drugi niesie gen biatka heterologicznego
zmutowany w obszarze SD w taki sposéb, ze miedzy oboma zmienionymi se-
kwencjami (SD i ASD) zapewniono zachowanie komplementamosci (36,59).

5. Ekspresja IFNy, a jego rozpuszczalnos$é

Obce biatko wytwarzane w komodrkach E. coli czesto nie przybiera postaci
rozpuszczainej, lecz ulega agregacji i wytrgca sie w obrebie cytozolu w postaci
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tzw. ciatek inkluzyjnych. Skiad i struktura agregatow nazywanych ciatkami
inkluzyjnymi zalezy od przedziatlu komoérkowego w jakim powstajg. O ile
w cytozolu przybierajg one forme bardziej regularng — guasi-krystaliczng
— i w przypadku IFNy sg to obiekty w ksztaleie zblizonym do walca o wy-
miarach 1,26 gm na 0,81 gm, o tyle w periplazmie maja posta¢ amorfiezng.
Miejsce tworzenia inkluzji okresla jej morfologie, a w rezultaeie i jej rozpu-
szczalno$¢ in vitro (60). Samo powstawanie inkluzji zalezne jest od tempe-
ratury hodowli, skfadu podtoza (np. obecnosci nie metabolizewalnych cu-
krow), szczepu bakteryjnego, jak i wreszeie od stopnia modyfikaeji sekweneji
samego biatka.

Uwaza sig, ze istnieje wieeej niz jeden meehanizm powstawania inkluzji,
a rdwnowage agregacji sg w stanie przesuwac¢ nawet pojedyncze aminokwasy
podstawione w okreslonej pozycji tancucha peptydowego.

Intereferon gamma — jako stosunkowo mate bialtko — stanowi dobry
uktad modelowy do badan nad zaleznoseig agregaeji od skladu aminokwa-
sowego i struktury pierwszorzedowej Z badan krystalograficznych wiadomo,
ze koniee C ezasteezki nie wehodzi w struktury wyzszego rzedu i nawet
daleko idace zmiany pozostajg bez znaezenia dla jego wiaseiwosci immu-
nolog'eznyeh (61). Obserwowano zatem znaezenie zmian w sekwencji konhca
C dla procesbw agregaeji i tworzenia ciatek inkluzyjnych. 90% natywnego
IFNy produkowanego przez E. coli JM 101 w 37°C akumuluje sie w postaci
inkluzji (62). Nastepuje to bez znaezaeego spadku poziomu ekspresji, ktéry
wynosi 40-50% eatkowitego biatka wewnatrzkomérkowego (62). Gen interfe-
ronu gamma modyfikowano wzdtuz catej jego diugosei (63), dzielge go na
sze$¢ odeinkow. Pierwszy (od konca 5j — o diugosci 78 nukleotydéw, ostat-
ni z nich — o dhlugosci 72 nukleotydéw. Najwyzszy stopien agregacji o0sia-
galy te ezasteezki, ktdre powstawaly w wyniku mutaeji w genie w miejseach
odpowiadajgcym obszarom 26aa-56aa i 95aa-123aa. Mutacje polegaly na
wprowadzeniu w miejsee kazdego z tyeh obszaréw, fragmentéw ,,przypadko-
wyeh” sekweneji DNA. Po sklonowaniu, transformanty E. coli eharakteryzu-
jace sie wysoka ekspresja zmutowanego genu IFNy, stanowily dla kazdej
z wymienionyeh mutaeji odpowiednio 79 i 65% uzyskanych klonéw. Jedno-
cze$nie obie te grupy charakteryzowaty sie najwyzszym poziomem agregacji
uzyskiwanego biatka — stanowigeym odpowiednio 64 i 37%. Mutacje frag-
mentu genu odpowiadajgee pozycjom 119aa-143aa ograniczaty poziom eks-
presji do wartosei albo istotnie niskieh, albo zblizonyeh do poziomu biatka
nie modyfikowanego (89% klonow).

Wiekszos$¢ z opisywanych mutein (c™Mi biatek posiadajaeych zmodyfikowana
sekwencje aminokwasowa) interferonu gamma to molekuly zawierajace wieeej
niz jeden zmieniony aminokwas, co stwarza pewng trudno$¢ w prz}y)isaniu
wihaseiwosei agregujacyeh tylko niektérym z nich. Niewatpliwie poxyeja Pro(122)
jest takim miejscem kluezowym. Zamiana Pro(122)—>Ser(122) powoduje zna-
czne zwigkszenie rozpuszczalnosci, podstawienie Pro(122) —>Lys(122) wigze sie
natomiast z wysokim udziatem formy inkluzyjnej uzyskiwanego biatka. Wypada
jednoezesnie podkresli¢, ze na stopien rozpuszczalnosci biatka nie wpltywa sama
tylko zawartos¢ proliny.
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6. Mutacje delecyjne na konicu C-terminalnym

struktura C-konca czasteczki IFNy determinuje zaréwno jego rozpuszczal-
nos¢ jak i — posrednio — podatno$¢ na degradacje proteolityczng. Niska
wartos¢ efektywnej ekspresji wielu mutantow deleeyjnych wynika niekonie-
cznie z niewydolnosci ukiadu translacji, czesto natomiast mozna ja wiazac
z niestabilnoscig tych molekut w E. coli (64). Obeenos¢ tetrameru Arg-Lys-
Arg-Lys na koncu C prowadzi do wytwarzania IFNy gtéwnie w postaci nie-
rozpuszczalnej. Dzieje sie tak zaréwno dla natywnej postaci tego biatka jak
i dla jego mutantéw deleeyjnyeh pozbawionyeh do 11 aminokwasow (63).
Frakcje rozpuszczalne tych bialek sa podatne na degradaeje proteolityczna.
Mutanty delecyjne IFNy pozbawione 14-20 aminokwaséw, a zatem rowniez
tego tetrameru stanowia gtéwnie frakcje rozpuszczalng (65). Wydaje sie, ze
niestabilnos¢ IFNy pozbawionego wiecej niz 21 ostatnieh amionokwasow, wy-
nika ze zmian strukturalnyeh. Ponizej tej liezby aminokwaséw deleeje nie
powodujg zmian w strukturze, przynajmniej obserwowalnych technikg di-
chroizmu kotowego (63). Rola poszezegdlnych aminokwasdw w procesie agre-
gacji biatka i utrzymywania stabilnosci jego molekuty w strukturze dimeru
pozostaje nie do konca wyjasniona. Istotna na przykiad dla aktywnosci anty-
wirusowej utrata seryny w pozycji 135 i pozostatych aminokwasOw konca
C-terminalnego nie wystarcza dla utrzymania dimeru (66). Dalsze deleeje
w pozycji 134, 133, 132 nie powodujg wprawdzie zmian strukturalnyeh wi-
docznych technika jadrowego rezonansu magnetyeznego (NMR), zmniejszajg
jednak radykalnie aktywno$¢ czasteczki. Ewidentne zmiany nastepuja do-
piero przy wiekszyeh deleejach kohea C, siegajacych do pozycji 133 i dalej
— az do pozycji 125. Deleeje 19 - 23 aminokwaséw prowadzg do zmian stru-
ktury, widocznych technikg dichroizmu kotowego, a takze w testach na aktyw-
nos¢ antywirusowa.

Pomiedzy wielkoscig delecji a sposobem utrzymywania sie biatka w ko-
morce zachodzi wyrazny zwigzek. Przy detecji genu powodujaeej pozbawienie
biatka 7 ostatnich aminokwaséw jedynie 20% IFNy (24 pg/ml) pozostaje we
frakeji rozpuszczalnej. Przy deleeji powodujgcej utrate ostatnich 16 amino-
kwasow udziat frakcji rozpuszczalnej pozostaje na tym samym poziomie, cho-
eiaz przy wyzszej eatkowitej wartosci wydajnosci ekspresji (45 pg/ml). Deleeja
nukleotydow kodujacych kolejne trzy aminokwasy zwigksza stopienn rozpu-
szczalnosci produktu, przy jednoczesnym utrzymaniu catkowitej jego ilosci
na poziomie 27 pg/ml. Przylgezenie dodatkowego kodonu leucyny na korcu
genu powoduje zwiekszenie rozpuszczalnosci do 50% (63). Aminokwasy kon-
ca C-terminalnego majg udziat réwniez w utrzymywaniu stabilnosei ezgste-
czki. Utrata trzech N-terminalnych aminokwasdéw potaczona z delecjg jede-
nastu C-terminalnych wystarcza dla utraty aktywnosci interferonu gamma.
Jest prawdopodobne, ze nastepuje to w wyniku zmian w stmkturze dime-
ryeznej, naturalnej dla aktywnego interferonu (64). Sama utrata trzeeh po-
ezatkowych aminokwaséw nie wptywa istotnie ani na strukture ani na zdol-
nos¢ do agregacji w ciatka inkluzyjne. Obie znajdujgce sie tam cysteiny sa
jedynymi w catym biatku i stad wydaje sie, ze mostki dwusiarczkowe nie
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A26 A23 A2l Al19 A16A15 All A7 A4
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30-40%

8%
14-20%

Rys. 4. Sekwencja aminokwasowa C-korca interferonu gamma. Na rysunku pokazano prze-
badane mutanty delecyjne oraz odpowiadajgce im wartosci ekspresji podane jako procent cat-
kowitego biatka komoérkowego. Kolejne mutanty delecyjne opisano symbolem A i liczbg usunietych
aminokwaséw. Detecje mniejsze niz 11 aminokwas6éw nie powoduja istotnych zmian w poziomie
ekspresji w poréwnaniu z poziomem ekspresji biatka natywnego. Niektére z mutacji doprowadzity
do wigcznia dodatkowego aminokwasu — leucyny na korncu czasteczki. Opis szczegétowy umie-
szczono w tekscie.

odgrywajg istotnej roli w procesie agregacji (49). Na tworzenie inkluzji wpty-
waja w rezultacie przede wszystkim zmiany punktu izoelektiycznego (pl) wy-
nikajace z delecji. Zmiany sekwencji konca C-terminalnego prowadza do zna-
cznych przesunie¢ pl, ktéry dla biatka natywnego wynosi pl wT= 10,4, a dla
biatka pozbawionego czternastu C-koncowych aminokwaséw plAc = 8,0 (63).
Delecje konca C-terminalnego IFNy, a wiasciwie konca 3' jego genu w zna-
cznym stopniu wpltywaja na poziom samej ekspresji. Na przyktad, o ile utrata
ostatnich 10-11 aminokwaséw nie zmniejsza istotnie poziomu biatka hete-
rologicznego, ktory osiaga wartos¢ okoto 30 - 40% catego biatka komoérko-
wego, to delecja 14-20, 21 aminokwaséw obnizajga do mniej niz 21%, a na-
wet do 14% (rys. 4). Pozbawienie IFNy 19 aminokwaséw prowadzi do 8%
poziomu ekspresji (63), a dalsza redukcja — powyzej 21 aminokwaséw po-
woduje 50-100-krotne zredukowanie ilosci otrzymywanego biatka (65).

7. Fuzje biatkowe z udziatem IFNy

Biatka fuzyjne sa to biatka hybrydowe, na ktére skiadaja sie dwa lub
wiecej elementéw o znanych wiasciwosciach. Biatka fuzyjne wystepujg row-
niez w obu formach — zaréwno rozpuszczalnej jak i ciatek inkluzyjnych.
Konstrukcja biatka fuzyjnego przesadza o jego postaci w roztworze. Biatko
fuzyjne w postaci rozpuszczalnej zachowuje swa aktywnos$¢ biologiczng. Za-
letg produktu precypitujacego w ciatka irrkluzyjne jest natomiast ochrona
przed proteoliza i stosunkowa tatwos$¢ w jego oczyszczaniu.

Zasadniczo rozréznia sie dwie strategie konstruowania biatek fuzyjnych:
(@) biatko stanowigce przedmiot analizy podigczane jest na koncu C, albo
() na koncu N biatka, ktérego gen stanowi cze$¢ plazmidu ekspresyjnego.
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Wydaje sie, ze sposb6b pierwszy ma zdeeydowang przewage, gdy celem jest
uzyskanie znacznych ilosci biatka o znanych witasciwosciach. Pierwsze biat-
ko, zapewnia efektywnos$¢ uktadu transkrypcji i translacji, a takze moze
zabezpieczac przed degradacjg. Skonstruowano szereg biatek fuzyjnych z udzia-
tem IFNy. Sa to hybrydy z IL-2, TNFa, TNF(3, IFNa-A, MCSF. Biatka te za-
zwyczaj zachowujag aktywnos¢ kazdej ze sktadowych, a cetem ich tworzenia
bywa uzyskanie wyzszej aktywnosci charakterystycznej dla jednej badz dru-
giej ze sktadowych uzyskiwanego biatka hybrydowego. Poszukiwania takie
uzasadniat m. in. synergizm dziatania IFNy i TNF. Polgczone tetrapeptydem
Pro-Vat-Gty-Pro tworzyly one SlkDa biatko zachowujgce zaréwno aktywnosé
antywirusowg jak i cytotoksyczng. Biatko to kodowane przez gen poprzedzo-
ny promotorem T7 jest rozpuszczalne (67). tacznik aminokwasowy miedzy
oboma polipeptydami zapewnia elastycznos¢ catej molekuty i moze miec tez
posta¢ — Gty-Asp-Pro-Leu-Glu-Ser (68).

Biatko fuzyjne IFNy i TNF(3 (gen pod kontrolg promotora trp) réwniez po-
siada aktywnos¢ zwiekszong w poréwnaniu do kazdej z czesci sktadowych,
przynajmniej w odniesieniu do procesow protiferacji komorek. Podobny efekt
uzyskano dla fuzji IFNy z EGF (69). Niekiedy konstrukcja fuzji moze miec
na celu modyfikacje chemiczng samego hybrydu, np. fosforylacje, jak w przy-
padku IFNy potaczonego z HulFNa (69). Stosuje sie nadto konstrukcje majace
na celu ulatwienie procesu oczyszczania IFNy, jak w przypadkach fuzji
z somatostatyng (70), czy tez czynnikem uwalniania hGH (71).

Konstruuje sie tez fuzje biatkowe w celu przemieszczenia produktu biat-
kowego poza cytoplazme, poniewaz uproszczg to proces oczyszczania: zawie-
szony w poditozu produkt mozna straca¢ unikajac tizy komérek wytwarzaja-
cych biatko. Proby uzyskania wydzietanego do podtoza biatka heterologicz-
nego prowadzi sie tworzac hybrydy z natywnymi prekursorami biatek sekre-
cyjnych E. colt O ile jednak metody takie bywaty skuteczne w przypadku
réznych biatek, to zastosowane do wytwarzania interferonu gamma nie przy-
niosto pozytywnych rezultatbw. Hybryd tworzony przez peptyd sygnatowy
enterotoksyny E. coli potagczony z interferonem gamma byt catkowicie degra-
dowany w trakcie sekrecji (72). Problem wydzielania na zewnatrz E. coli
biatek heterologicznych wykracza poza ramy wyznaczone tematem pracy.

Podsumowujac, w artykule podjeto probe krytycznego przedstawienia
uwarunkowan decydujacych o wydajnosci ekspresji biatek heterologicznych
w E. coli rozpatrywanych na przyktadzie IFNy. Omowiono czynniki wplywa-
jace na wydajnos$¢ ekspresji na etapach transkrypcji, translacji i modyfikacji
posttranslacyjnych, wynikajgce zwlaszcza z danych strukturalnych. Nalezy
stwierdzi¢, ze o wydajnej ekspresji decyduja: silny promotor umieszczony w
plazmidzie o liczbie kopii zblizonej do okoto 30 kopii/komoérke i silny ter-
minator transkrypcji. Obszar Shine-Dalgarno powinien mie¢ posta¢ bliskg
optymalnej — tzn. sekwencje AGGAGG, a odcinek poprzedzajacy kodon ini-
cjacji translacji nie powinien by¢ krétszy niz 7-8 nukleotydéw i charakte-
ryzowac sie raczej /Zwiekszonym udziatlem par A+T. Caly obszar wiazania
rybosomu i sekwencja flankujaca SD od strony 5 powinny miec¢ takg postac
aby na obszarze inicjacji translacji nie powstawaty struktury dwuniciowe.
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ktérych usuniecie wymaga energii wiekszej niz 10,7 kcal/mol. Takie stru-
ktury sa natomiast wskazane w sekwencjach poprzedzajacych RBS. Dla wy-
dajnosci ekspresji wazne tez jest aby poczatek sekwencji kodujacej byt bogaty
w pary A+T. Struktura aminokwasowa powinna natomiast spetnia¢ warunki
wynikajgce z regut ograniezajacych degradacje proteolityczna.

Za merytoryczne uwagi, krytyczng ocene i moralne wsparcie dziekuje Panom Profesorom:
Leonowi Sedlaczkowi, Adamowi Jaworskiemu i Wiestawowi Kacy, bez zyczliwego wsparcia ktérych
praca ta nie mogtaby powstac.
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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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