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Production of proteins in the cell-free expression systems
Summary

Efficient protein synthesis has become a critical issue in recent biotechnol-
ogy and functional protemic studies. Traditional expression of protein per-
formed in host cells such as Escherichia coli or Saccharomyces cerevisiae is gener-
ally lengthy and costly. Cell-free protein synthesis is an attractive alternative of-
fering simplicity and fast rate of the reaction as well as the generation of func-
tional proteins that are difficult to obtain using in vivo systems. Furthermore,
the open nature of these systems makes it amenable to manipulation allowing
the investigations into the mechanism of protein synthesis itselfand into the in-
hibition of that process by interfering molecules such as antibiotics.

Here we review all the main classes of cell-free protein expression system
and we emphasize their potency and recent applications in biotechnology.
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1. Wprowadzenie

Biatka uczestniczg praktycznie we wszystkich procesach bio-
chemicznych zachodzacych w zywej komdérce. Intensywny w os-
tatnich latach rozwo6j proteomiki, bedacej nauka o biatkach i ich
wzajemnych relacjach w komdrce, taczy sie nierozerwalnie z daze-
niem do tworzenia coraz doskonalszych technik ufatwiajgcych
produkcje biatek na skale preparatywna. Stato sie to mozliwe
dzieki adaptacji wielu metod z innych dziedzin biologii moleku-
larnej, opartych na rekombinacji genetycznej i analizie genoméw.
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Obecnie stosowang metoda wydajnej i szybkiej ekspresji biatka, przy jednoczes-
nie relatywnie niskich kosztach, jest pozakomorkowa ekspresja biatka nazywana
réwniez w skrdcie produkcjg biatka in vitro (ang. cell-free expression systems lub in vitro
protein expression systems). Na Swiecie znanych jest wiele podobnych systeméw in vitro
dostepnych komercyjnie. Mozna je dzieli¢ na wiele kategorii. Podstawg wiekszosci
systemoOw jest ekstrakt komorkowy uzyskiwany przez rozbicie bton biologicznych
i §cian komorkowych bakterii. Wyrdzniamy systemy, ktére opierajg sie na ekstrak-
tach z komorek prokariotycznych (m.in. Escherichia coli) lub eukariotycznych (m.in.
kietki pszenicy oraz krolicze retikulocyty). Ekstrakty moga by¢ wzbogacane dodat-
kowo czynnikami wzmacniajagcymi wydajnos¢ biosyntezy biatka. Systemem o wy-
jatkowym charakterze jest tzw. system PURE (ang. Protein Synthesis Using Recombi-
nant Elements), ktory opiera sie na oddzielnie sklonowanych i niezaleznie izolowa-
nych wszystkich sktadnikach reakcji biosyntezy (1). Dzieki temu ta technika prak-
tycznie eliminuje wptyw $rodowiska wewnetrznego komorek uzytych do przygoto-
wania ekstraktow w innych systemach in vitro.

Waznym kryterium jest réwniez prostota systemu oraz jego potencjalne zasto-
sowanie: 1) systemy proste - takie jak synteza homopolimeru fenyloalaninowego
(ang. poly(U)-dependent poly(Phe) expression) jest powszechnie stosowana do badan
nad samg biosyntezg biatka i czynnikami blokujgcymi ten proces (np. antybiotyki);
2) systemy ziozone - przeprowadzajgce obie reakcje: transkrypcji oraz translacji
w jednym systemie.

2. Poczatki badan nad systemami pozakomdrkowej biosyntezy biatka

w latach piecdziesigtych XX stulecia kilka grup badaczy wykazato niezaleznie,
ze proces biosyntezy biatka nie wymaga integralnosci komérki i moze zachodzié¢ na-
wet po zniszczeniu ciggtosci btony komdrkowej (2-5). Okazato sie zatem, ze izolo-
wana cytoplazma zawiera niezbedny zestaw komponentéw do przeprowadzenia
biosyntezy biatka.

W drugiej potowie lat pie¢dziesigtych ubiegtego wieku w grupie kierowanej
przez Zamecnika opracowano w pehni dzialajacy system pozakomoérkowej syntezy
biatka oparty na rybosomach izolowanych z mitochondriéw pochodzenia zwierze-
cego (6,7). Badacze ci wykazali réwniez zalezno$¢ tego systemu od dostarczania
zwiazkow wysokoenergetycznych, takich jak ATP i GTP.

Pierwszy system syntezy biatka in vitro oparty na rybosomach bakteryjnych opraco-
wano w grupie Zilliga (8). Niezaleznie w grupie Zamecnika opracowano podobng tech-
nike (9). W obu systemach mozna byto czyta¢ wytacznie endogenny mRNA, co byto ich
duzym ograniczeniem, poniewaz pozwalato na translacje tylko tych mRNA, ktore znaj-
dowaty sie w komorce poddawanej lizie. Pomimo to, stanowity one przetom otwie-
rajacy drzwi do prac nad molekularnymi mechanizmami biosyntezy biatka, funkcja ry-
bosomow, czy wptywem czynnikéw zawartych w cytoplazmie na dziatanie rybosomu.
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Znacznym rozszerzeniem zastosowania pozakomaérkowych systeméw biosyntezy
biatka byto opracowanie ekspresji biatka na matrycy egzogennych czgsteczek mRNA.
Nastapito to w 1961 r. w laboratorium Nirenberga i Matthaei (10). Kroétka inkubacja
w temperaturze fizjologicznej (ok. 37°C) wystarczata do usuniecia z rybosomoéw en-
dogennych czasteczek mRNA. Uzyskane w ten sposéb wolne rybosomy byty wykorzy-
stywane dalej do syntezy biatka na matrycy egzogennych mRNA, a co wazniejsze ry-
bosomy mogly zosta¢ ,,zaprogramowane” przez syntetyczne mRNA. Technika Niren-
berga stafa sie klasycznym systemem pozakomdrkowej syntezy biatka, a dzieki niej
jej twdrca rozszyfrowat kod genetyczny, za co otrzymal Nagrode Nobla w 1968 r.
W kolejnych systemach zastosowano dodatkowe procedury oczyszczania ryboso-
mow z endogennych czasteczek mRNA przez zastosowanie m.in. DEAE celulozy, ktéra
pozwalata chromatograficznie rozdzieli¢ lybosomy od wolnych kwaséw nukleinowych.

Inkubacje rybosoméw, ktora poprzedzata wiasciwg biosynteze biatka, tak jak
w technice Nirenberga, z powodzeniem zastosowano w eukariotycznych uktadach
in vitro. Przygotowane ekstrakty z komérek zwierzecych dodatkowo wzbogacone
oczyszczonymi rybosomami prowadzity wydajng biosynteze bialek, rowniez na ma-
trycy egzogennych mRNA (11). Ponadto w tym samym czasie inni badacze wykazali
zdolno$¢ biosyntezy biatka w ekstraktach z kietkdw pszenicy, a co ciekawsze, od-
kryto, ze w tym ukfadzie ekspresyjnym wystepuje naturalnie niski poziom endogen-
nych czasteczek mRNA (12-14). Inne techniki eliminowania endogennych mRNA
opieraty sie na zastosowaniu zaleznej od jonéw wapnia (Ca™+) bakteryjnej RNazy,
uzytej do podniesienia wydajnosci systemu ekspresji biatka w lizatach erytrocytow
(15-17), jak rowniez innych lizatach pochodzacych z komérek zwierzecych (18).
Ominiecie ekspresji endogennych czasteczek mRNA w latach osiemdziesigtych
XX w. znacznie ulepszyto wydajnos¢ pozakomorkowych systemoéw ekspresji biatek.

3. Proste systemy oparte na syntezie biatkowych homopolimerow

Podstawowym systemem homopolimerycznym jest wspomniana synteza polife-
nyloalaniny na matrycy tancucha poli(U). W $rodowisku zbuforowanym, zawiera-
jacym wolne rybosomy oraz pozostate komponenty niezbedne dla reakcji translacji,
dodaje sie homopolimer poliurydynowy - poli(U) jako matryce, ktéra posiada zdol-
no$¢ taczenia sie z rybosomem bez udziatu sekwencji Shine-Dalgarno i jego ,,zapro-
gramowaniu” na synteze polifenyloalaniny. Wydajnos¢ zoptymalizowanych syste-
mow syntezy polifenyloalaniny siega 300 inkorporacji aminokwasow przez jeden ry-
bosom, co jest sporym osiagnieciem, bo pozwala na jednorazowa i pelng analize
funkcjonalng wszystkich komponentéw biosyntezy biatka (19). Pierwsze préby wy-
konane w tatach 50. i 60. ubiegtego stulecia pozwalaty na wprowadzenie okoto 2-5
aminokwasow przez rybosom.

System homopolimeryczny przygotowuje sie przez izolacje dwdéch frakcji ko-
morkowych, ktére nastepnie sg wzbogacane czasteczkami wysokoenergetycznymi
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oraz wolnymi aminokwasami i poli(U)-mRNA stanowigcym matryce. Frakcje pozy-
skuje sie z ekstraktéw bakteryjnych, ktore frakcjonuje sie przez wirowanie (szcze-
gotowy opis izolacji rybosomoéw - (20)). Tzw. frakcja S30 (wirowanie ok. 30 000 x g
przez 18 godz.) jest bogata w rybosomy i stuzy bezposrednio do oczyszczania wol-
nych podjednostek rybosomoéw w gradiencie 6-38% sacharozy (wirowanie ok.
15 000 x g przez 24 godz.). Przygotowane w ten sposob rybosomy inkubuje sie
w temp. 37°C w buforze zawierajagcym m. in. jony Mg™+ o stezeniu 4,5 mM, w celu
otrzymania petnych rybosoméw (70S) zdolnych do prowadzenia biosyntezy biatka.

Frakcja SI00 jest pozyskiwana z supernatantu frakcji S30 i stanowi Zrddto czyn-
- IFl, 1F2, IF3, specyficzne syntetazy aminoacylo-tRNA, czynniki elongacyjne -
EF-Tu, EF-G, EF-Ts).

Reakcja syntezy polifenyloalaniny jest prostg i szeroko stosowang technika, kto-
ra posiada tez liczne odmiany. Zamiast matrycy poli(U) stosuje sie poli(A), co pozwa-
la na synteze polilizyny. Niestety, polimer ten cechuje sie staba rozpuszczalnosScia
w $Srodowisku wodnym, co znacznie ogranicza mozliwo$¢ jego stosowania na sze-
rokg skale. Uzycie okre$lonych detergentdw pozwala jednak na jego stosowanie
w badaniach takich jak analiza funkcjonalna dwoéch antybiotykéw paktamycyny
i edeiny, bedacych inhibitorami biosyntezy biatka (21).

4. Biosynteza biatka w sprzezonym systemie transkrypcji i translacji

Naukowcami, ktérzy po raz pierwszy opisali zalezno$¢ bakteryjnego systemu poza-
komorkowej syntezy biatka od DNA byli ponownie M. Nirenberg iJ. Matthaei (22). Ta
zaleznos¢ zostata potwierdzona przez synteze biatka na matrycy endogennych czastek
DNA. Inna grupa badaczy poszerzyta synteze endogennego DNA o zastosowanie egzo-
gennego DNA, ktéry pochodzit z bakteriofaga (23,24). Systemy te posiadaty jednak
stabg wydajnos¢, kiedy stosowano endogenny lub wirusowy DNA. Ponadto zachodzita
réwniez niespecyficzna ekspresja biatek komorkowych i bakteriofagowych. Jednak
dalsze ulepszanie systemu sprzezonej transkrypcji i translacji doprowadzito do jego roz-
powszechnienia i ostatecznie stat sie on istotnym narzedziem w laboratoriach (25,26).

W ulepszonym systemie zaproponowanym przez Zubaya wstepny ekstrakt bak-
teryjny poddawany byt inkubacji w celu degradacji czasteczek mRNA i DNA przez
komorkowe nukleazy (27). Ten system stat sie bardzo popularny z uwagi na tatwos¢
przygotowania, stabilnos¢ komponentoéw oraz wzglednie wysoka wydajnosé. W sys-
temie opracowanym przez Golda i Schweigera rybosomy byly izolowane z ekstrak-
tow komorkowych do postaci homogennych, a do tak przygotowanych rybosoméw
dodawano frakcje cytoplazmatyczng oczyszczang z kwasow nukleinowych przez
chromatografie jonowymienng (28-30). Takie przygotowanie komponentéw do po-
zakomorkowej syntezy biatka dawato jednak bardzo niska i niespecyficzng ekspre-
sje biatek. Wadg systemu byla ponadto ztozona procedura.
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5. Wspotczesne systemy pozakomorkowej ekspresji biatka

Lata 80. i 90. XX w. to rozwoj systemow in vitro w aspekcie optymalizacji eks-
traktow komorkowych, w ktérych zastosowano szczepy bakteryjne pozbawione ge-
néw kodujacych enzymy o charakterze endonukleaz (RNazy) (31). Pozwolito to na
utrzymywanie w mieszaninie reakcyjnej czasteczek mRNA przez znacznie diuzszy
czas. Wspoiczesne systemy charakteryzuja sie wysokim poziomem mRNA utrzymy-
wanym nawet po 24 godzinach reakcji (32). Rozwijajgce sie w latach 90. ubiegtego
wieku metody inzynierii genetycznej oraz bioinformatyki miaty réwniez olbrzymi
wplyw na rozwdj systemow in vitro. Dzieki tym technikom mozna bylo poznac
w szczegOtach samg reakcje biosyntezy, a przede wszystkim uzyskaé informacje
0 budowie transkryptow mRNA oraz ich wptywu na wydajnos¢ biosyntezy. Okazato
sie, ze bardzo wazna jest struktura przestrzenna mRNA, obejmujgca przede wszyst-
kim sekwencje przy koricu 5' (33).

Owocem wieloletniej pracy nad strukturg i funkcjg poszczeg6lnych elementéw
sekwencji mRNA jest opracowanie optymalnego wektora ekspresyjnego przezna-
czonego do systemoOw ekspresji biatka in vitro. Przyktadem moze byé¢ plazmid plVEX
(ang. In Vitro Expression) (34). Cechuje go przede wszystkim niska zdolnos$¢ do two-
rzenia struktur drugorzedowych na poziomie mRNA, zwiaszcza w obrebie sekwen-
cji Shine-Dalgarno, tj. sekwencji mRNA oddziatujgcej z 16S rRNA rybosomu oraz
w obrebie kodonu startowego AUG. Dzieki temu oba fragmenty sekwencji mRNA sg
eksponowane i fatwo wigzg sie z rybosomem. Integralng czescig wektora jest row-
niez sekwencja bakteriofagowego promotora T7, dzieki ktorej moze zachodzi¢
transkrypcja danego genu z uzyciem polimerazy T7. Komercyjnie dostepne sg dwa
rodzaje wektoréw zawierajace sekwencje (1) His-tag lub (2) Strep-tag, ktére zlokali-
zowane sg w koncu aminowym badZ karboksylowym biatka, co pozwala na tatwe
| szybkie oczyszczanie produktow biosyntezy.

5.1. Systemy in vitro oparte na zastosowaniu btony pétprzepuszczalnej

Systemy ekspresji in vitro majg szerokie zastosowanie z uwagi na tatwos¢ prze-
prowadzenia reakcji bez potrzeby uzywania zaawansowanej aparatury. W prze-
sztosci charakteryzowaty sie jednak matg wydajnoscia, nie przekraczajaca Kilkudzie-
sieciu nanogramow produktu w 50 pl reakcji. Rozwigzaniem, ktére znacznie zwiek-
szyto poziom ekspresji biatka bylo zastosowanie pétprzepuszczalnej membrany, po
raz pierwszy uzytej przez Aleksandra Spirina (35). Pozwolito to na znaczne rozsze-
rzenie rezerwuaru tzw. buforu zasilajgcego (ang. feeding mix) zawierajgcego wolne
aminokwasy, rybonukleotydy oraz czasteczki wysokoenergetyczne (gtéwnie ATP
i GTP), przy jednoczesnym utrzymaniu wysokiego stezenia rybosomdw i powsta-
jacego produktu w obrebie przedziatu reakcyjnego. Zastosowanie membrany pét-
przepuszczalnej pozwolito ponadto na znaczne wydtuzenie reakcji biosyntezy, po-
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niewaz mogta by¢ ona w sposob ciagty zasitana przez przyptyw niezbednych reagen-
téw z buforu zasilajgcego. Maksymalny czas prowadzenia reakcji wynosi ok. 30-50
godz., przy czym plateu uzyskiwano po ok. 30 godz. (W. Szaflarski, dane nie publi-
kowane). W tym systemie, po raz pierwszy uzyskano miligramowe ilosci biatka
w | ml reakcji. Przyktadem jest ekspresja biatka GFP (ang. Green Fluorescence Protein)
w systemie RTS (ang. Rapid Translation System), ktérego synteza osiggneta poziom
ok. 5 mg podczas jednej 24-godzinnej reakcji (32). RTS jest produkowany przez fir-
me Roche, a opracowany zostat na bazie patentu A. Spirina {U.S. Pat. No. 5,478,730).

System RTS opiera sie nie tylko na unikatowym zastosowaniu potprzepuszczal-
nej membrany, ale rdwniez na sprzezeniu reakcji transkrypcji i translacji, co znane
byto juz we wczesniejszych systemach. Takie podejscie znacznie skrocito caty pro-
ces w czasie i ograniczyto powstawanie produktdéw niespecyficznych, gdyz tylko
gen znajdujacy sie w wektorze ekspresyjnym ulegat transkrypcji, a nastepnie trans-
lacji.

5.1.1. Zalety i wady systemu RTS

System RTS posiada wiele zalet. Dzieki uwolnieniu rybosomoéw z komoérki i za-
pewnieniu im odpowiednich warunkéw do przeprowadzania reakcji translacji moz-
na produkowac biatka toksyczne, ktére w warunkach in vivo zatrzymywaty procesy
zyciowe komdrki. Wzbogacenie wolnych aminokwasow ich wyznakowanymi radio-
aktywnie substytutami pozwolito na efektywne znakowanie powstajgcych polipep-
tydow. Nie bez znaczenia pozostaje rowniez mozliwosé wprowadzania niekanonicz-
nych aminokwasOw, ktore wczesniej zostaty sztucznie zwigzane z okre$long cza-
steczkg tRNA.

Dzieki otwartej naturze systemow RTS oraz innych technik in vitro stanowig one
dobre narzedzie do badan nad samg biosynteza biatka oraz antybiotykami blo-
kujacymi ten proces. Ciekawym podejéciem jest przesiewowa analiza znanych lub
potencjalnych antybiotykdw. Dzieki temu mozna w bardzo szybki sposéb oznaczac
poziom inhibicji danego antybiotyku (wyznacza¢ m.in. czynnik IC50, ang. Inhibitory
Concentration) lub analizowa¢ wstepnie mechanizm dziatania antybiotyku. Paktamy-
cyna, edeina oraz antybiotyki aminoglikozydowe naleza do czastek intensywanie
analizowanych w systemie RTS (21). Okazato sie, ze za pomoca systemu in vitro moz-
na odpowiedzie¢ na pytania, czy dana czasteczka ma potencjalny wptyw na rybosom
i biosynteze bialka, jak silny jest ten wptyw i jaki jest jego mechanizm.

Typowym biatkiem markerowym wykorzystywanym w badaniach nad systemami
in vitro jest biatko GFP, z uwagi na fatwos$¢ oznaczenia catkowitej ilosci produktu
oraz procentowej zawartosci czasteczek aktywnych (zjawisko fluorescencji). Biatko
GFP jest niemal idealne do tego celu, gdyz posiada charakterystyczng strukture be-
czutki tworzonej przez 11 ‘tancuchéw (3 oraz centrum aktywne - chromofor
umieszczony wewnatrz czasteczki i ochraniany przez tancuchy p przed dostepem
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wody blokujacej reakcje fluorescencji (36). Pojawienie sie zatem btednych amino-
kwasOw w strukturze GFP zaburza jego strukture i w konsekwencji pozwala na wej-
$cie czasteczek wody do wnetrza biatka. Przy uzyciu takiej techniki potwierdzono
charakter aminogtikozydoéw jako induktoréw bteddéw translacyjnych (19). W obecno-
$ci jednego z aminogtikozyddw (paromomycyny lub streptomycyny) ekspresja GFP
ulegta obnizeniu, ale co wazniejsze, wszystkie czasteczki GFP byly catkowicie nieak-
tywne, tzn. nie wzbudzaty fluorescencji. W $wietle informacji zawartych w literatu-
rze, dotyczacej charakteru aminogtikozydow, Swiadczy to o wprowadzaniu bted-
nych aminokwasow do czasteczki GFP, co doprowadzito do znieksztatcenia struktu-
ry tego biatka.

Aminoglikozydy testowane byty réwniez w innym systemie biosyntezy in vitro -
zaleznej od poli(U) translacji polifenyloalaniny (19). Nie blokowaty one jednak rybo-
somu, co bylo w sprzecznosci z wynikami uzyskanymi w systemie RTS. jednak po
dodaniu dodatkowego aminokwasu leucyny okazato sie, ze jest ona wprowadzana
do fancucha polifenyloataninowego juz przy niewietkich stezeniach streptomycyny
(ok. 1 pM). Wynika to z faktu, ze leucyna posiada kodon zblizony do kodonu fenylo-
alaniny (UUC vs. UUU), a zatem w przypadku indukcji sytuacji o podwyzszonym
prawdopodobienstwie btedu transtacyjnego, teucyna bedzie wprowadzana zamiast
fenyloalaniny. Na podstawie dokonanej obserwacji nie mozna zatem w sposéb bez-
posredni dokonywaé¢ poréwnania obu systemOw translacji in vitro. System RTS jest
najbardziej zblizony do warunkéw panujacych w komorce, przez co jest bardziej
wrazliwy na dziatanie antybiotykdw, z uwagi na wiekszg ticzbe potencjalnych miejsc
ich oddziatywania.

Pozakomérkowa biosynteza biatka posiada jednak wady, ktore od wielu lat sg
sukcesywnie eliminowane. W toku prowadzonych prac przez zespét K. Nierhausa
okazato sie, ze taki system jak RTS pozwala na ekspresje stosunkowo duzych ilosci
biatka, jednak okoto potowa z tych biatek jest nieaktywna biologicznie (32).

Przyczyn obnizonej aktywnosci biatek w systemach in vitro moze by¢ wiele, ate
najprawdopodobniej wynika to ze sztucznego zastosowania potimerazy bakteriofa-
ga T7, ktora jest zbyt wydajna. W warunkach in vivo, w komérce zachowana jest
Scista zalezno$¢ pomiedzy transkrypcjg a translacjg przejawiajgca sie w eliminacji
wolnej przestrzeni na niRNA pomiedzy polimerazg a rybosomem. Zapobiega to po-
wstawaniu struktur przestrzennych w czgsteczce mRNA i nie pozwala na przed-
wczesng terminacje translacji. Zastosowanie potimerazy T7 zaburza naturalny pro-
ces zaleznosci pomiedzy polimeraza i rybosomem, co moze prowadzié do powsta-
wania btedéw na poziomie transtacji, czyli wprowadzaniem btednych aminokwaséw
do rosnacego tancucha polipeptydowego. Rozwigzaniem opracowanym przez ze-
spot K. Nierhausa byla rekombinacja genetyczna potimerazy T7, tak aby enzym ten
posiadat dwie mutacje punktowe skutkujgce obnizeniem jego szybkosci dziatania
(37). Na podstawie wynikdw pokazano, ze pomimo obnizenia poziomu catkowitej
biosyntezy, ito$¢ biatek aktywnych wzrosta niemal do 100%. Podobny efekt uzyska-
no obnizajac temperature reakcji. Prawdopodobnie wynikato to z faktu, ze polime-
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raza jest znacznie bardziej wrazliwa na temperature niz rybosom, co spowodowato
spowolnienie transkrypcji przy zachowaniu podobnego tempa translacji (38).

6. Problem konsumpcji energii i jej regeneracji w systemach in vitro

Biosynteza biatka jest procesem szczegélnie wymagajacym energii, ktéra w ukta-
dach biotogicznych jest pozyskiwana z hydrolizy wigzah wysokoenergetycznych. Na
wprowadzenie jednego aminokwasu do rosngcego tarcucha potipeptowego komor-
ka zuzywa az 10 wigzan wysokoenergetycznych. W tym kontekscie 10 wigzan wyso-
koenergetycznych oznacza hydrolize 10 czastek ATP lub GTP, kazde charaktery-
Zujace sie energig wigzania rowng AG® = -6 kcal/mol. Olbrzymie zapotrzebowanie
energetyczne komorki w zakresie biosyntezy biatka wyjasnia rozwéj skomplikowa-
nych systeméw kontrolujgcych utrate energii. Systemy te sg jednak pietg Achille-
sowg wspotczesnych systemdw biosyntezy biatka in vitro, gdzie synteza jest powaz-
nie ograniczona przez nadmierny niekontrolowany odptyw energii; zwykte nie wie-
cej niz 5% energii jest zuzywane do aktualnej syntezy biatka, a pozostata czes¢ ener-
gii jest trwoniona na niekontrolowane reakcje biochemiczne. Nalezy w tym miejscu
pamietaé, ze uszkadzajac komorke doprowadzamy do skrajnego stresu metabolicz-
nego. W przeciwienstwie do warunkdéw in vitro, w warunkach in vivo w komérce bak-
teryjnej az 70% energii moze by¢ ukierunkowane na biosynteze biatka (39).

Olbrzymim zatem wyzwaniem w technice ekspresji biatek in vitro jest ciggta re-
generacja czasteczek wysokoenergetycznych (m.in. ATP i GTP) niezbednych do wy-
dajnego prowadzenia reakcji transkrypcji i translacji. Najwczesniej opracowanym
systemem regeneracji czastek wysokoenergetycznych jest wzbogacenie ekstraktu
komdrkowego w milimolarne stezenia fosfoenolpirogronianu (PEP, ang. phospho-
enolpyruvate) - pochodng kwasu pirogronowego oraz dodanie kinazy pirogroniano-
wej, ktora katalizuje przeniesienie grupy forsforanowej z fosfoenolpirogronianu na
AMP i ADP (uzyskuje sie odpowiednio ADP i ATP). Podobnie, GMP i GDP sg rowniez
SLibstratami dla tej kinazy. PEP charakteryzuje si¢ najbardziej bogatym energetycz-
nie wigzaniem ze wszystkich zwigzkéw biologicznie czynnych - zawarte w tym
zwiazku wigzanie fosforoestrowe posiada energie rowng AG® = -12 kcal/mol. Sys-
tem oparty na PEP posiada jednak olbrzymiag wade ograniczajaca wydajnos¢ biosyn-
tezy biatka, gdyz produktem ubocznym powstajgcym podczas regeneracji czastek
wysokoenergetycznych jest kwas ortofosforowy. Powoduje on obnizenie pH $rodo-
wiska reakcji oraz - co wazniejsze - wigze on jony magnezu (Mg"+), znacznie ob-
nizajac ich stezenie w reakcji. Mg™+ stabilizuje strukture rybosomu oddziatujac
z rRNA, zatem ograniczenie ich stezenia prowadzi do zaburzenia struktury ryboso-
mu i obnizenia wydajnosci reakcji biosyntezy biatka.

jednym ze sposobow unikniecia zanizonego stezenia jonéw Mg\ jest prze-
ksztatcenie kwasu ortofosforowego do acetylofosforanu za pomocg oksydazy piro-
gronianowej w obecnosci okreslonej grupy prostetycznej (TPP lub PAD). Do tej reak-
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cji niezbedny jest tlen czasteczkowy, ktérego dostepnosé w systemach in vitro jest
ograniczona, zwlaszcza, gdy reakcja prowadzona jest w objetosci kilku mililitrow.
Jednak zastosowanie oksydazy pirogronianowej pozwolito na znaczne wydtuzenie
czasu wydajnej reakcji biosyntezy biatka, co w sposdb znaczacy podniosto jej wydaj-
nos¢ (40).

System ten jest nadal daleki od idealnego. Przede wszystkim ograniczony dostep
tlenu czasteczkowego bardzo ogranicza mozliwo$¢ zastosowania tego systemu na
szerokg skale. Obecnie szeroko stosowanym rozwigzaniem jest uzycie ztozonego
systemu opartego na tradycyjnym zastosowaniu uktadu PEP/Kinaza pirogronianowa
wraz z syntezg acetylofosforanu z acetylo-CoA, pozwalajgc na efektywng eliminacje
wolnego kwasu fosforowego (41). Zastosowanie tego systemu byto przetomowe
i pozwolito na uzyskiwanie ilosci miligramowych powstajacego biatka w objetosci
jednego mililitra (32).

7. Biotechnologiczne zastosowanie systeméw pozakomorkowej syntezy biatka

7.1. Jednoczesna wydajna ekspresja wielu biatek i ich analiza przesiewowa

Pozakomdrkowa ekspresja biatka stata sie podstawa wielu zautomatyzowanych
technik wysoce wydajnej ekspresji i analizy wielu biatek jednoczes$nie (ang. high-
-throughput protein expression and screening) (42,43). W takim systemie na pojedynczej
ptytce (96- lub 384-dotkowej) wiele gendw moze by¢ jednoczesnie powielanych, ule-
gac¢ transkrypcji i translacji, dajac wiele produktéw stanowiacych substraty do dal-
szej szybkiej analizy funkcji biatek. Duza skala ekspresji i szybkos$¢ analizy stanowig
obecnie obiecujgca technike w proteomice i inzynierii biatek opartych na przesie-
wowej analizie bibliotek genowych i biatkowych, jak réwniez catych genoméw i pro-
teomow (44,45). Systemy in vitro ekspresji biatek pozwalajg na synteze populacji
biatek w pojedynczej reakcji, co jest idealnym i jednocze$nie ekonomicznym roz-
wigzaniem dla pelnej analizy przesiewowej biatek z danej biblioteki genéw. llustra-
cja takich rozwigzan moze by¢ technologia znana jako ,,klonowanie ekspresyjne in
vitro" (IVEC, ang. in vitro expression cloning) (46). W technice tej duza biblioteka geno-
mowa jest wstepnie subklonowana do grup zawierajgcych po 50-100 plazmidéw
umieszczanych na standardowej ptytce 96-dotkowej. Stanowig one matryce do eks-
presji w systemie in vitro. Geny w plazmidach dajace produkt biatkowy sa nastepnie
przenoszone metoda klonowania do wektoréw ekspresyjnych, ktére pozwalajg na
synteze miligramowych ilosci biatek w systemach in vitro typu RTS. Udoskonaleniem
techniki IVEC jest jej potgczenie z klonowaniem i amplifikacjg genéw za pomocg re-
akcji PGR, co wyeliminowato czasochtonne klonowanie genow do plazmidéw. Przy-
gotowanie odpowiednich starteréw posiadajacych sekwencje promotorowe oraz se-
kwencje Shine-Dalgarno utatwito synteze biatka bezposrednio z produktéw reakcji
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PCR (47). Przyktadem jest wykorzystanie pozakomérkowego systemu ekspresji biat-
ka do przesiewowej analizy catego genomu Arabidopsis thaliana w celu znalezienia
nowych gendw i produktow ich ekspresji (48).

Systemy translacji in vitro znalazty zastosowanie réwniez w badaniach medycz-
nych. Test PTT (ang. Protein Tuncated Test) opracowano w celu identyfikacji otwar-
tych ramek odczytu (ang. Open Reading Frames, ORF) (49). Znalezienie przedwczesnej
terminacji translacji w obrebie ORF moze by¢ wynikiem mutacji na poziomie DNA,
co jest podstawg do wyodrebnienia nowej choroby genetycznej. Inne zastosowanie
wigze sie z produkcjg i analiza w systemach in vitro potencjalnych szczepionek, kto-
re uzyskiwane na bakteryjnych badz zwierzecych rybosomach charakteryzowaty sie
tymi samymi parametrami immunologicznymi jak te uzyskiwane w hodowlach ludz-
kich komorek (50). Obecnie, nowe biatka bedgce potencjalnymi szczepionkami
przeciwko malarii zostaty catkowicie opracowane w systemach pozakomodrkowej
ekspresji biatka (51). Scharakteryzowano réwniez ekspresje biatek VLP (ang. virus-
dike particles) w systemach in vitro. Przyktadami sg biatko fagowe MS2 oraz C-korico-
wy fragment biatka rdzenia wirusa WZW-B, ktdrych aktywno$¢ biologiczna nie roz-
nita sie od form uzyskanych in vivo (52).

7.2. Produkcja biatek ,,opornych” na ekspresje

Majac na uwadze otwarto$¢ biologiczna systemoéw in vitro w aspekcie braku bton
biologicznych systemy te mozna bylo zastosowac ze znakomitym skutkiem do pro-
dukcji biatek toksycznych lub btonowych, ktére ulegaty stabej ekspresji w uktadach
in vivo (53). Obecnie pozwalajg one na ekspresje na duzg skale biatek btonowych
w modyfikowanych ekstraktach z £. coli (54). Dzigki zastosowaniu w systemach in vitro
technik pozwalajacych na tworzenie mostkéw siarczkowych mozliwa stata sie row-
niez produkcja przeciwciat. Przyktadem jest immunoglobulina G (IgG), ktora uzyska-
na w tym systemie byla w petni aktywna biologicznie, charakteryzujgc sie identycz-
nym do naturalnego powinowactwem do antygenu oraz stabilnoscig (55).

7.3. Analiza oddziatywan molekularnych

Pozakomorkowe systemy ekspresji biatka znacznie utatwiajg analize moleku-
larng oddziatywan w aspekcie biatko-X, gdzie X moze by¢ innym biatkiem, DNA,
RNA, lub ligandem (53). W celu identyfikacji oddziatywan jeden z partneréw musi
zosta¢ wyznakowany (biatko, nukleotyd badz ligand) i umieszczony w systemie,
w ktorym syntetyzowane jest dane biatko-partner. Nastepnie powstaty kompleks
jest izolowany z reakcji za pomocg technik immunoprecypitacji (56) lub moze by¢
bezposrednio analizowany w zelach agarozowych bgdZ akrylamidowych (57).
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7.4. Genetyczna ekspozycja biatka

Istota genetycznej ekspozycji biatka (ang. protein display technologies) jest po-
wiazanie informacji genetycznej (genotypu) z funkcjg nieznanego biatka (fenotypu),
znajdujgcego w bibliotece biatkowej. Podstawowsa technikg jest ekspozycja ryboso-
mu (ang. ribosome display) (58,59). Wyeliminowanie kodonu STOP z mRNA pozwolito
na uzyskanie stabilnych kompleksow mRNA-rybosom-biatko. Stanowi to zatem stan
zamrozenia pomiedzy $wiatem genetyki a proteomiki. Zwigzanie dalej powstatego
na rybosomie biatka do okre$lonego ligandu (moze nim tez by¢ DNA lub RNA) powo-
duje powiazanie informacyjne pomiedzy danym ligandem a sekwencjg mRNA. Dany
kompleks mRNA-rybosom-biatko-ligand izoluje sie nastepnie ze Srodowiska zawie-
rajgcego inne ligandy na zasadzie chromatografii powinowactwa, a sekwencje
mRNA odczytuje sie za pomocg odwrotnej transkrypcji i sekwencjonowaniu DNA.
W celu zwiekszenia wydajnosci tego systemu proces ten przeprowadza sie cyklicz-
nie, to znaczy wyizolowane mRNA powiela sie niezaleznie i podaje ponownie do
mieszaniny rybosomoéw i ligandéw, co pozwala na efektywniejszg selekcje poje-
dynczego specyficznego ligandu. W powiazaniu z metodami inzynierii genetycznej
w tym z mutagenezg, technika genetycznej ekspozycji biatka pozwala na zastosowa-
nie jej nie tylko do proteomiki, ale réwniez do badania ewolucji molekularnej. Pro-
cesy oddziatywan pomiedzy DNA, RNA i biatkiem zachodzace w ciagu milionéw lat
ewolucji moga by¢ teraz analizowane w laboratorium, a tempo ich przemian mozna
zwielokrotni¢ przez zastosowanie selektywnej amplifikacji DNA.
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