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Poznan

ydajna ekspresja zrekombinowanych gendéw zalezy od wielu czynnikow.

Do najwazniejszych z nich nalezy zaliczy¢ dokiadna replikacje i segre-
gacje wektoréw ekspresyjnych w kolejnych generacjach komorek oraz efe-
ktywna produkcje zrekombinowanego biatka. W przemystowych procesach
biotechnologicznych istotng role odgrywa dodatkowo mozliwos$¢ regulacji pro-
cesu ekspresji gendw przez czynniki zewnetrzne oraz uzyskanie produktu
0 oczekiwanej aktywnosci biologicznej i mozliwie jak najwyzszej czystosci che-
micznej. Wiekszos¢ wymienionych postulatow powinna by¢ uwzgledniana juz
na etapie konstrukcji wektora ekspresyjnego.

1. Escherichia coli jako organizm gospodarz

Znaczna czesé studiow nad rekombinacjg DNA jest prowadzona przy uzy-
ciu bakterii Escherichia coli. Jedna z zasadniczych przyczyn wyboru tego drob-
noustroju jest dobra znajomos¢ jego genomu i fizjologii. Bakterie E. coli sg
organizmem, dla ktérego opracowano szereg efektywnych systemoéw ekspre-
syjnych. W praktyce wykorzystuje sie trzy typy wektorow: plazmidowe, fagowe
i kosmidy, przy czym zdecydowang wiekszos¢ stanowiag plazmidy. Duza ich
czes$é jest dostepna handlowo. Istotne znaczenie ma takze pozyskanie duzej
liczby mutantéw, wykazujacych defekty metaboliczne.

Z punktu widzenia ekspresji obcych genow E. coli wykazuje zar6wno zalety,
jak i wady (tab. 1). Do wad nalezy zaliczy¢ wytwarzanie szeregu substancji
stanowiagcych zanieczyszczenie produkowanego biatka. Organizm ten wyka-
zuje takze powazne braki wynikajace z niewtasciwego fatdowania biatek i bra-
ku zdotnosci posttranslacyjnej mod3rfikacji biatek, jak np. ich gtikozytaciji.
Przy produkcji biatek wystepujg tez problemy z ich rozpuszczalnoscia.
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Tabela 1

Zalety i wady e. coli jako organizmu gospodarza dla klonowania genéw

Zalety Wady
mutanty bezpieczne dla ludzi trudnosci z sekrecja biatek
mutanty rosnace tylko w warunkach niewlasciwe fatdowanie biatek

in vitro (£. coli K- 12, £. coli W)
dobra znajomo$¢ genomu

szeroka gama wektorow ekspresyjnych brak zdolnosci do modyfikacji
posttranslacyjnej biatek

zdolno$¢ do ekspresji wielu genéw tworzenie nierozpuszczalnych inkluzji
biatkowych

doswiadczenie w hodowlach przemystowych

2. Efektywna replikacja i segregacja

Prawidtowy przebieg replikacji DNA stanowi podstawowy warunek klono-
wania genow. Miedzy szybkoscig wzrostu komorek a szybkoscig replikacji
DNA mogg zachodzi¢ znaczne rdznice. Synteza DNA jest stala i jej dostoso-
wanie do wzrostu komoérek polega na uruchomieniu odpowiedniej ilosci wi-
detek replikacyjnych. Stad w komérkach E. coli, ktére ulegaja szybkim po-
dziatom, pojawia sie kilka widetek replikacyjnych. Regulacja procesu replikacji
genéw w komoérce polega zatem na kontroli inicjacji cyklu replikacyjnego.

Inicjacja replikacji jest powiagzana z takimi zjawiskami jak: synteza biatka
komorkowego, RNA, bton biologicznych i $cian komorkowych. Dla prawidto-
wego przebiegu replikacji konieczne jest dobre odzywianie komorki, szczegol-
nie powinno ono zawiera¢ substancje azotowe i fosforowe. Wystgpienie defi-
cytu aminokwasowego prowadzi do zahamowania syntezy biatka, a nastepnie
do zahamowania inicjacji nowych rund replikacyjnych. Potwierdza to obser-
wacja, Zze po wprowadzeniu nowej porcji pozywki nastepuje najpierw szybka
synteza bialek, natomiast synteza DNA rozpoczyna sie z pewnym
op6znieniem. Swiadczy to o koniecznosci akumulacji w komérce okreélonych
ilosci biatek regulatorowych, niezbednych dla inicjacji replikacji lub tez roz-
cienczenia biatek represorowych przez inne biatka, zgodnie z ,,teorig rozcien-
czenia inhibitora”. Dobre odzywienie kultury nalezy uzna¢ za warunek ko-
nieczny dla replikacji DNA.

W praktyce zasadnicze znaczenie ma mozliwos¢ kontroli miejsca [origin]
inicjacji, najlepiej przez czynnik srodowiskowy. Dzigki temu mozliwe jest
utrzymywanie liczby kopii plazmidéw na zredukowanym poziomie, az do fazy
produkcyjnej procesu. Czynnikiem kontrolnym moze by¢ skok temperatury
lub dodatek substancji chemicznej.

Wsréd najbardziej efektywnych regulatoréw inicjacji replikacji nalezy wy-
mieni¢ wrazliwy na temperature ColEl origin, ktéry moze by¢ wmontowany
w réozne plazmidy funkcjonujgce w E. coli. Poprzez szybkie podniesienie tern-
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peratury hodowli mozliwe jest zwiekszenie liczby kopii plazmidu z 25 do ok.
1000. Podobne regulatory wrazliwe na temperature sg stosowane w plazmi-
dach RI.

Wiele ze stosowanych obecnie plazmidéw wykazuje dobrg stabilnos$¢ se-
gregacyjna. Przykladem moga by¢ plazmidy R, kodujace opornosé antybioty-
kowa. Melling i in. (20) stwierdzili petng stabilnos¢ takich plazmidéw w ciggtej
hodowli E. coli prowadzonej przez 144 godziny przy szybkosci rozcienczania
0=0,05-1,0 h"i kontrolowanej przez stezenia zrodta wegla, fosforu bgdz mag-
nezu (zasada chemostatu), bez selekcji antybiotykowej. Podobne obserwacje
znalez¢ mozna w publikacji Woutersa i van Andela (33). Potwierdzajg oni
utrzymanie wysokiej opornosci antybiotykowej w ciggtych hodowlach (D =
0,05-0,5 h'i) prowadzonych pod kontrolg zrodia wegla, azotu i fosforu, bez
selekcji antybiotykowej. Kultury prowadzone byly w wamnkach tlenowych
i beztlenowych. Patnaik (26) podaje model matematyczny opisujacy praw-
dopodobienstwo utraty plazmidu w ciagtej hodowti E. coli.

Duzg przydatnos¢ dia stabilizacji plazmidéw wykazuje system aktywnej
segregacji. Jest on oparty na wykorzystaniu plazmidoéw o malej ticzbie kopii,
takich jak plazmid F, profag Pl i Rl. Wektory te wyposazone sa w specjalny
locus dla aktywnego rozdziatu plazmidu miedzy kolejnymi pokoleniami.

Jednym z najbardziej znanych plazmidow tego typu jest plazmid F. Posiada
on sekwencje inicjacji replikacji oraz trzy odkryte niedawno mechanizmy re-
gulacyjne segregacji: sop (ang. standsfor stability ofplasmid), ccd (ang. stands
for coupled cell division) i flm (ang. stands for F leading region maintenance
function).

Hiraga (12) wskazuje, ze region sop dziata jako gtéwny czynnik odpowie-
dzialny za réwny rozdziat DNA ptazmidowego do komorki potomnej. W ramach
regionu sop mozna wyrdzni¢ trzy podregiony kodujace biatka biorgce udziat
w regulacji segregacji plazmidu. Podstawowsg role odgrywa biatko sopC, za$
pozostate podregiony, tj. sopA i sopB, peitnig funkcje regulatorowe dla dzia-
tania sopC. W innej publikacji naukowcy z tej grupy wskazujg na dodatkowy
mechanizm ccd, w ktorym biorg udziat dwa geny ccdA i ccdB (15). Biatko
kodowane przez ccdB hamuje normalny wzrost komorek, podczas gdy drugi
gen znosi ten efekt. W komérkach bezplazmidowych brak biatka ccdA blokuje
wzrost i w konsekwencji powoduje $mieré komadrek. Trzeci mechanizm, polega
na eliminowaniu segregantéw poprzez produkcje letalnych metabolitéw po
stracie plazmidu.

Wymienione sekwencje stabilizujgce mogg by¢ z powodzeniem wykorzysty-
wane do stabilizacji wielu plazmidéw. Przykiadem tego typu rozwigzan moze
by¢ wmontowanie gendw parA i parB z ptazmidu Rl oraz genéw ccd i sop
z plazmidu F do szeroko stosowanego wielokopiowego plazmidri pBR322 (3).
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Tabela 2
Whptyw locus segregacji na stabilnosé plazmidéw (17)

Plazmid Klonowany gen locus Stabilnosci Stat[)olllo?osc
pBR322 - trpBA trpA, trpB zaden 10
pBR322 - trpBA trpA. trpB sop (mini - F) 100
pYT471 aspA zaden 10
pNKIIOI aspA par (pSCIOI) 100

Porter i in. (27) uzyskali znaczne wzmocnienie stabilizacji plazmidu po
przeniesieniu z chromosomu na plazmid sekwencji ssb, kodujacej biatko regu-
latorowe dla inicjacji replikacji. Jednoczes$nie utrzymano wysokag produkcje
P - laktamazy, bedacej produktem ekspresji genu.

Jednym z waznych czynnikéw decydujacych o stabilnosci segregacyjnej
plazmidéw w hodowlach ciggtych jest szybko$¢ rozciericzania (tab. 3). Na ogét
wzrost szybkosci rozciericzania sprzyja zachowaniu w populacji komérek po-
siadajagcych plazmid z rekombinowanym genem (24,29).

Tabela 3
Stezenie komérek zawierajacych plazmidy (xt)
W ZALEZNOSCI OD SZYBKOSCI ROZCIENCZANIA (KOMORKI/MI) (24)

Szybkosé Czas hodowli (h)
rozcienczania 50 100 150
D=0,1 3x10n 4x10™ 0
D=0,3 1x10" 3x10n 1,02x10"
D=0,7 2x107™ 1,02x10"™ 8x10"

3. Liczba wprowadzonych gendéw

Do najwazniejszych czynnikow wptywajgcych na poziom produkowanych
biatek nalezy liczba kopii zrekombinowanych genéw wprowadzonych do ko-
morki. Liczba kopii genéw kodujacych rekombinowane biatko w komdrce moz-
na liwiekszy¢ poprzez (1) stosowanie plazmidéw wystepujgcych w duzej liczbie
kopii oraz poprzez (2) stosowanie gendéw zwielokrotnionych.

3.1. Liczba kopii plazmidow

Jednym z najwazniejszych czynnikéw wplywajgcych na poziom produko-
wanych biatek jest liczba kopii zrekombinowanych genéw wprowadzonych do
komorki. Stad tez waznym elementem strategii jest wybér takich plazmidow.
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ktére wykazujg zdolnos¢ do wystepowania w zwigkszonej liczbie kopii. Pod
pojeciem tym rozumie sie liczbe plazmidow przypadajacych na komorke E. coli.

Badania nad produkcjg obcych biatek przez zrekombinowane szczepy E. coli
wykazaty wspétzalezno$¢ miedzy liczbg kopii plazmidéw a iloscig produkowa-
nych biatek. Stwierdzono, ze im wieksza jest liczba kopii klonowanych gendw,
tym wieksza jest produkcja biatka kodowanego przez te geny. Nalezy jednak
odnotowacé, ze ze wzrostem liczby kopii zrekombinowanych genéw zmniejsza
sie szybkos$¢ wzrostu komorek. Zaleznos¢ ta nie jest prostoliniowa. llo$¢ biatka
produkowanego w przeliczeniu na jedng kopie genu zmniejszg sie w miare
wzrostu stezenia kopii genu w komoérce. Seo i Bailey (30) stwierdzili, ze E. coli
HBIOI, zawierajgca 37,5 razy wiecej plazmidowego DNA kodujacego biatko
|3-laktamazy, niz szczep poréwnawczy, produkowaly tylko 7 razy wiecej tego
enzymu. Przyczyna tego zjawiska nie jest w petni wyjasniona. Przypuszcza sie,
ze czes¢ ptazmidow wskutek niestabilnosci nie bierze udziatu w ekspresji genu.
Warto zauwazy¢, ze plazmidy o duzej liczbie kopii sg zdolne do wiekszej pro-
dukcji biatka, a tym samym do silnego spadku maksymalnej wiasciwej szyb-
kosci wzrostu Pmax- Wystarczy zatem minimalne zachwianie w segregacji pla-
zmidoéw, aby szybko zostaty one wyeliminowane z populacji komoérek. Inng
przyczyna moze by¢ wystapienie reakcji ograniczajacej szybkos$¢ catego szlaku
ekspresyjnego, ktéra jest niezalezna od liczby kopii plazmidéw.

Aiba i in. (1) wskazujg, ze do uzyskania maksymalnej produkcji biatek
nie jest konieczna maksymalna liczba kopii plazmidu, ale jego optymalne
stezenie. Obserwacja ta dotyczy r6znych rodzajow plazmidow.

Liczba kopii wywiera silny wptyw na stabilnos¢ plazmidéw. Na ogot system
ekspresyjny wystepujacy w wielu kopiach jest mniej stabilny niz system o ma-
tej liczbie kopii. Duzy wptyw na liczbe kopii, w ktérej moze wystepowac pla-
zmid, maja warunki hodowli, a zatem czynniki zewnetrzne. W$réd nich mozna
wymieni¢: szybkos$¢ wzrostu komorki, metode hodowli, temperature hodowli
i sktad pozywki.

Wyniki uzyskane na podstawie przeprowadzonych prac nad okresleniem
zwigzku miedzy liczbg kopii a szybkoscig wzrostu wskazujg, ze im szybszy
jest wzrost, tym mniejsza jest liczba kopii plazmidéw (10,30). Jednoczes$nie
zwiekszenie szybkosci wzrostu sprzyja syntezie biatek i prowadzi do wzrostu
ich koncentracji w komorce (18).

Regulacja szybkosci wzrostu mikroorganizméw wigze sie bezposrednio
z wyborem metody ich hodowli. Do metod umozliwiajacych uzyskanie duzej
szybkosci wzrostu nalezy: okresowo-dolewowa (ang. fed-batch] i ciggta (ang.
continuous culture). Obie metody zapewniajg utrzymanie warunkéw hodowli
zblizonych do optymalnych, dotyczy to szczegdlnie hodowli ciggtej. Badania
prowadzone przez Jonesa i in. (16) wykazaty, ze w ciagtej hodowli E. coli
zawierajgcej plazmid pDS1109 nie stwierdzono wystepowania komorek bez
plazmidéw, mimo dtugiego okresu hodowli. Dopiero pojawienie sie ogranicze-
nia zywieniowego wywotato kilkukrotne zmniejszenie sie liczby kopii plazmidu.

Innym waznym czynnikiem wptywajacym na liczbe kopii jest sktad poZ3rwki
hodowlanej (30), a szczegdlnie rodzaj sktadnika ograniczajacego (tab. 4).
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Tabela 4
Wptyw pozywki ograniczajacej szybko$é wzrostu komérek

z PLAZMIDAMI (X") | BEZ PLAZMIDOW (X ) U E. COLI (29)

Szybkos$¢ wzrostu (h'l)

Pozywka o % arX.
M9 1,05 1,13 1,08
ograniczenie stezenia glukozy 0,93 1,05 1,13
fosforany 0,94 1,05 1,12
amoniak 0,64 0,74 1,16
magnez 0,75 0,91 1,21

Duzy wptyw na liczbe kopii ma takze temperatura hodowli i pH pozywki.
W badaniach prowadzonych z E. coli K-12 HBIOI zawierajgca plazmid
pKTH1220 wykazano, ze przy niskiej temperaturze hodowli najwieksza liczba
kopii wystepuje przy pH ok. 6,8, natomiast przy wyzszych temperaturach
konieczne jest prowadzenie hodowli przy pH badz wyzszym, badZ nizszym od
wartosci optymalnej dla ich wzrostu.

Jednym z najbardziej znanych plazmidéw o duzej liczbie kopii jest pBR322
i jego pochodne. Plazmid ten wystepuje co najmniej w 20. kopiach. Posiada on
dwa geny Amp” lub Tc¢” umozliwiajace kontrole wprowadzenia obcego DNA. Dla
zapewnienia kontroli nad ekspresja genéw stosuje sie zwykle plazmidy z wbu-
dowanym replikonem (ang. runaway-type), pozwalajacym na wywotanie wzrostu
liczby plazmidéw w dowolnym momencie poprzez zmiane warunkéw hodowli,
tj. za pomoca czynnikéw Srodowiskowych, gtéwnie przez zmiane temperatury.

Inng, znang rodzing plazmidow wystepujacych w wielu kopiach sa plazmidy
pUC. Ich powazng zaletg, w porownaniu z plazmidami pBR322, jest lokalizacja
miejsc dla pojedynczych cie¢ na odcinku kodujgcym p-galaktozydaze, ktére moga
by¢ dokonane przy u”ciu az 13 roznych enz3mow restrykcyjnych. Selekcja ko-
moérek posiadajacych obce geny wprowadzone na tym odcinku odbywa sie poprzez
wysiew na pozywke zawierajacg 5 - bromo - 4 - chloro - 3 - indoksyl - 3 - D - ga-
laktozyd (X- Gal). Plazmid ten wystepuje w komadrkach w 40-70 kopiach.

W przypadku stosowania plazmidéw wystepujacych w duzej liczbie kopii
dochodzi czesto do zatrucia komorki przez zrekombinowane biatka. Aby tego
unikngc¢ zaleca sie stosowanie plazmidéw o matej liczbie kopii, jak pACYC177,
pPACYC184 i pochodnych plazmidu RSFIOIO.

3.2. Geny zwielokrotnione

Dla w}rwotania wysokiej ekspresji gendw mogg tez by¢ stosowane inne
metody. Jedng z nich jest wbudowywanie w silny wektor plazmidowy pod-
wojnego lub wielokrotnego zrekombinowanego genu, W literaturze opisano
kilka takich systemoOw ekspresyjnych, m.in. dla acetylotransferazy chloramfe-
nikolowej (31), glutationu (32) oraz enzyméw szlaku biosyntezy proliny (8).
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Przyktadem tego typu wektorow moze by¢ plazmid pUS(CAT)n (n=1,2,3...),
kodujacy ekspresje acetylotransferaizy chloramfenikolowej (CAT) i znajdujacy
sie pod kontrola promotora tac (31). Plazmid ten wystepuje w jednej kopii,
co nie ostabia wzrostu komérek w takim stopniu jak to ma miejsce przy
plazmidach o duzej liczbie kopii. Bakterie E. coli posiadajgce plazmid dla
ekspresji genu CAT produkowaty enzym tylko w 4% catosci biatek komoérko-
wych, podczas gdy komérki wyposazone w plazmid z poczwdérng liczbg genéw
CAT produkowaty az 16% tego biatka. Widoczne jest w tym przypadku pro-
porcjonalne zwiegkszenie syntezy biatka.

Warto podkresli¢, ze stosowanie tandemow genowych chroni takze produ-
kowane biatko przed proteolizg. Wynika to m.in. z korzystnej relacji stezenia
biatka do stezenia proteaz.

4. Czynniki regulujgce transkrypcje

Najwieksze mozliwosci kontroli ekspresji genow wystepujg na poziomie
transkrypcji i polegaja one na regulacji inicjacji transkiypcji. Geny plazmi-
dowe moga podlega¢ ekspresji w sposéb konstytucyjny lub kontrolowany
przez $rodowisko. Podstawowym czynnikiem decydujacym o ekspresji jest ro-
dzaj stosowanego promotora.

Przyktadem promotoréw regulujgcych transkrypcje w sposéb konstytucyj-
ny u Escherichia coli jest promotor (3-laktamazy (2), za$ przyktadem promo-
torow nadajgcych sie do zewnetrznej kontroli transkrypcji sg promotoiy lac,
taci trp (6,7,11,22). Podobng role do tych ostanich moga spetnia¢ promotoiy
Pr i P1- poehodzace z bakteitofaga X (21).

4.1, Systemy konstytucyjne

Bioragc pod uwage mozliwosci regulacji transkrypcji przebiegajacej pod kon-
trolg promotora konstytucyjnego nalezy stwierdzi¢, ze z punktu widzenia bio-
technologii jest to ukiad stabo sterowalny. Co gorsze, przy silnej ekspresji
klonowanych genéw, uktad ten moze prowadzi¢ do przekroczenia krytycznego
poziomu ekspresji, wyczerpujacego mozliwosci metaboliczne komorki i pro-
wadzacego do jej Smierci. Nalezy pamieta¢, ze biosynteza biatka jest dla ko-
morki najbardziej energochtonnym procesem biochemicznym. Wskutek wol-
niejszego wzrostu komorek zawierajagcych plazmidy dochodzi do zastepowania
komoérek rekombinowanych przez komorki pozbawione plazmidéw. Mimo tych
trudnosci system konstytucyjny znalazt w kilku przypadkach praktyczne za-
stosowanie (5). Jego zaletg jest prostota dziatania. Synteza biatka kodowanego
przez zrekombinowane geny nie wymaga w tym przypadku ani stosowania
specjalnych pozjrwek (bodzcow chemicznych), ani skokow temperatury w cza-
sie hodowli (bodzcéw fizycznych).

Wsréd najbardziej znanych promotoréw konstytucyjnych u E. coli nalezy
wymieni¢: IPP, bla i silne promotoiy fagowe T5P25.
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4.2. Systemy regulowane

Duze korzys$ei daje stosowanie regulowanego systemu ekspresji. Efektywne
wykorzystanie tego systemu wymaga prowadzenia hodowli w warunkach unie-
mozliwiajacych ekspresje zrekombinowanych gendéw, natomiast sprzyjajacych
szybkiemu wzrostowi biomasy i faworyzujacych procesy replikacji DNA, w tym
DNA plazmidowego. Metabolizm komorkowy jest wéwczas podporzadkowany
procesom podziatdw komérkowych. W takiej sytuacji caty system replikacji
DNA komoérkowego zachowuje wysokg stabilnos¢. Wptywa to bardzo korzyst-
nie na prawidlowg segregacje DNA miedzy potomnymi komodrkami, a tym
samym na stabilizacje zrekombinowanej cechy. W tych warunkach nastepuje
wyrdéwnanie szybkosci wzrostu miedzy komérkami bez plazmidéw i komor-
kami zawierajagcymi plazmidy z rekombinowanymi genami (4). Dzieki temu,
nawet w przypadku pojawienia sie komorek bez plazmidéw, nie dochodzi do
catkowitego wyeliminowania komorek zawierajacych zrekombinowane geny.

W praktyce strategia hodowli polega na utrzymaniu szybkiego wzrostu
kultury, przy jednoczesnej blokadzie ekspresji genéw plazmidowych az do
momentu, gdy hodowla bedzie realizowana w skali przemystowej, tj. co naj-
mniej po ok. 20 - 25 generacjach.

Po osiggnieciu wysokiego stezenia biomasy, zwykle w ostatnim stadium
hodowli przemystowej, wprowadza sie bodziec prowokujacy ekspresje gendw.
Moze nim by¢ dodatek induktora, inhibitora, gwattowna zmiana temperatury
i inne stymulatory. Natura wprowadzanego bodzZzca musi by¢ dostosowana do
typu uzywanego promotora.

Duzo wigkszy problem stanowi kontrola promotoréw w plazmidach wyste-
pujacych w wielu kopiach. Obok kontroli na poziomie operonu pojawia sie
problem wiasciwej segregacji plazmidow. Zagadnienie to zostanie omdéwione
na przykiadzie kontroli plazmidu pCT70. Badania nad ekspresjg tego plazmi-
du w E. coli HBIOI napotkaty na duze trudnosci we wiasciwej kontroli pro-
cesu. Plazmid pCT70 wystepuje normalnie w 40-60 kopiach i zawiera geny
kodujace produkcje Met-prochymozyny pod kontrolg chromosomalnego pro-
motora trp (4). W obecnosci tiyptofanu ekspresja tego genu jest blokowana.
W przeprowadzonych badaniach wykazano jednak, ze kontrola promotora nie
funkcjonuje, i Met-prochymozyna jest produkowana nawet w obecnosci
100 mg tryptofanu w litrze pozywki. Co wiecej, ekspresja zrekombinowanego
genu prowadzita do szybkiego wyeliminowania plazmidu z hodowanej kultury.
Petng kontrole nad tym systemem ekspresyjnym uzyskano dopiero po wpro-
wadzeniu nowego plazmidu, ktérego liczba kopii byta kontrolowana przez pro-
motor fagowy >Pr, przy zachowaniu kontroli ekspresji genu przez promotor
trp. Promotor fagowy, poprzez ograniczenie liczby kopii plazmidu pCT70, przy-
czyniat sie do polepszenia jego segregacji. Proces ten byt dodatkowo wzmac-
niany przez zmniejszenie szybkosci wzrostu witasciwego komoérek dzieki pro-
wadzeniu hodowli w temp. 30°C. W tych warunkach promotor trp w pekni
blokowat synteze biatka enzymatycznego. Po osiggnieciu wiasciwej gestosci
populacji temperature podnoszono do 42°C i pozwalano na amplifikacje pla-
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zmidu i ekspresje genu, co prowadzito do intensywnej produkcji Met-prochy-
mozyny. Jest to dobry przyktad korzystnego wptywu ograniczenia liczby kopii
plazmidéw na ich stabilno$¢ segregacyjna.

4.3. Silne promotory

Prawie wszystkie promotory u organizméw prokariotycznych posiadajg dwa
regiony charakteryzujgce sie odcinkami o duzej zgodnosci (13). Regiony te
rozsuniete sg wzgledem siebie o ok. 17 par zasad i nazywane sg regionem
-35 o sekwencji 5TTGACA' i regionem -10 o sekwencji 5TATAAT3’. Skutki
mutacji wywotlanych w tych regionach wskazuja, ze regiony te maja zasad-
nicze znaczenie dla aktywnosci promotora. Cecha ta zostata wykorzystana do
konstrukcji in vitro promotoréw o nieznacznych modyfikacjach przeprowadzo-
nych w obrebie tych dwodch specyficznych regiondéw. Jednym z najczesciej
stosowanych promotoréw jest promotor tac.

Tabela 5
Przyk#ady modyfikacji sekwencji w obrebie regionu -35 i regionu -0 U e. cou (13)

Promotor Region -35 Region -10
trp -TTGACA- -TTAACT-
tael -TTGACA- -TATAAT-
tacW -TTGACA- -TTTAAT-
lac\JV5 -TTTACA- -TATATT-

Zostat on skonstruowany poprzez fuzje -35 regionu promotora trp i -10
regionu promotora lacUV5. Promotor tac jest pod kontrolg genu lad (pro-
dukujacego biatko represyjne) i moze by¢ indukowany przez dodatek IPTG
(izopropyle - 3 - D - 1 - tiogalaktopiranozydu). Promotor tac jest szeroko
wykorzyst}wany w wektorach plazmidowych.

Modyfikacje w obrebie tych regionéw pozwolity na uzyskanie serii promo-
toréw, nazywanych tzw. silnymi promotorami, ktére odznaczaty sie wielokrot-
nym zwiekszeniem wydajnosci transkrypciji in vivo. Przyktadowo, promotor tael,
wywodzigcy sie z promotora tryptofanowego, po wprowadzeniu do mutanta
E. coli lacUV5, niewrazliwego na represje kataboliczng, wykazat 11 razy wie-
ksza wydajnos¢ transkrypcji niz oryginalny mutant. Podobnego pochodzenia
promotor tacll odznaczal sie 8-krotnie wieksza wydajnoscig od tacUV5. Tego
typu silne promotory majag duze zastosowanie w biotechnologii. Niekiedy do-
datkowy efekt uzyska¢ mozna przez zdublowanie promotoréw dla danego genu.

Innym przykitadem silnego promotora jest syntetyzowany chemicznie pro-
motor pac (31). Skiada sie on z -35 regionu silnego promotora fagowego
T5P25 oraz -10 regionu i operatora promotora lacUV5. Sita jego jest 2,7 razy
wieksza niz promotora tac.

biotechnologia 1 (28) '95
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Uzyskane wyniki wskazuja, ze o sile danego promotora decyduje sekwencja
nukleotydéw na odcinku wigzania polimerazy RNA oraz zdolno$¢ do wia-
zania czynnikéw regulacyjnych, tj. represora, aktywatora lub efektora. Do
silnych promotoréw mozna zaliczy¢ réwniez promotor X, dziatajacy pod
kontrolg X - represora, wrazliwego na zmiane temperatury oraz promotory
wyposazone w trp - operatory, indukowane przez IAA (kwas indolilooctowy).

Warto takze zwrdéci¢ uwage na to, ze wieksza liczba promotoréw nie sprzyja
zwiekszonej szybkosci transkrypcji. Z kolei duza liczba kopii plazmidu wy-
wiera korzystny wptyw na ogolng szybkos¢ transkrypcji w komérce. Zaznaczy¢
przy tym nalezy, ze w miare wzrostu liczby kopii plazmidéw w komdrce spada
wydajnos¢ promotora, rozumiana jako liczba kompleksow transkrypcyjnych
tworzonych przez plazmid (tab. 6) (25).

4.4. Rola terminatorow

W regulacji syntezy niektorych produktéw, np. aminokwasow, obok ini-
cjacji transkrypcji wystepuje rowniez kontrola ekspresji gendw poprzez wczes-
niejsza terminacje, tzw. atenuacje. Pozwala ona na zwiekszenie wydajnosci
transkrypcji poprzez zminimalizowanie dtugosci transkryptéw, tj. ograniczenie
ich transkrypcji tylko do odcinka kodujacego okreslone biatko. Zwykle ope-
rony wyposazone w silne promotory powinny posiada¢ silne terminatory. Jed-
nym z nich dostepnych komercyjnie, jest terminator transkrypcyjny trpA.

5. Regulacja translacji

Waznym czynnikiem wpltywajacym na wydajnos$¢ ekspresji gendw jest po-
winowactwo aktywnych rybosoméw do obu rodzajéow mRNA, tj. do mRNA chro-
mosomowego i plazmidowego. Miedzy obu rodzajami RNA wystepuje wspotza-
wodnictwo o dostep do wolnych rybosomow oraz do puli aminokwasowej.

Tabela 6

Zalezno$é miedzy liczba kopii plazmidéw a szybkoscig transkrypcji i translacji (25)

Wydajnosc

Liczba plazmidéw Wydajnosc taczenia mRNA Szybkoéé“ SZykaé.éf
promotora f transkrypcji translacji
z rybosomami
24 1 1 1 |
59 1,03 0,77 0,86 1,18
112 0,76 0,66 1,13 1,13
166 0,70 0,87 0,76 1,14
244 0,51 0,66 0,76 1,42
512 0,28 0,43 0,67 1,50

W przeprowadzonych badaniach modelowych na E. coli sugeruje sie, ze
wzmochienie sity sekwencji miejsca powinowactwa do rybosomoéw (RBS, ribo-
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some binding site) jest lepszym sposobem zwiekszenia syntezy produktéw
kodowanych przez klonowane geny, niz zwiekszanie ich stezenia (9). Zaletg
takiego rozwigzania jest ograniczenie hamowania szybkosci wzrostu komorek,
wystepujgcego przy zwiekszaniu ilosci DNA (wprowadzaniu plazmidu i zwie-
lokrotnieniu gendéw). Celowe wydaje sie zatem wprowadzanie do plazmidu za
promotorem sekwencji RBS dla produkowanego biatka.

Duzy wptyw na wynik translacji ma stabilnos¢ mRNA. Zalezy to przede
wszystkim od podatnosci tych kwaséw na atak rybonukleaz. Warto podkre-
§li¢, ze czas trwania mRNA jest bardzo krotki.

Efektywnos¢ tgczenia sie RNA z rybosomami oraz szybkos$¢ elongacji po-
lipeptydéw zalezg od liczby kopii plazmidéw, co ilustrujg dane przedstawione
w tab. 6. Wydajnos¢ translacji jest uwarunkowana przede wszystkim szyb-
kosScig przylaczagnia sie mRNA do nieaktywnych rybosomoéw.
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Factors influencing expression of recombinant genes
in vitro in Escherichia coli. Part | — Construction of expression system

Summary

E. coli is the most frequently used host-organism for production of heterologous protein from
cloned genes. Proper construction of expression vector is a key factor successful expression. It
should ensure a good segregational stability as well as guarantee induced and regulated gene
expression.

The most important DNA sequences in the expression vectors are discussed. Gene dosage
effect, amplification of recombinant genes, regulation of DNA replication and transcription are
described in relation to plasmid stability.
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expression, E. coli, recombinant genes.
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