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Povzetek: Bakterija Escherichia coli je eden najbolje preu¢enih mikroorganizmov, ki kljub nekaterim slabostim ostaja eden glavnih organizmov
za produkcijo rekombinantnih beljakovin. Ob prekomerni ekspresiji se beljakovine pogosto kopicijo v obliki inkluzijskih teles. Vse vec¢ raziskav
pa kaze, da kopicenje beljakovin v bakterijah ne pomeni nujno izgube bioloSke aktivnosti beljakovin, kot je veljalo Se nekaj let nazaj, kar lahko
koristno uporabimo v procesih izolacije taréne beljakovine. Poleg tega lahko predstavljajo bakterijski beljakovinski agregati tudi model za
preucevanje nastanka konformacijskih bolezni pri ljudeh.

Kljuéne besede: Escherichia coli, inkluzijska telesa, neklasicna inkluzijska telesa, rekombinantne beljakovine

Abstract: Bacteria Escherichia coli is genetically well characterized microorganism and frequently used as host organism for recombinant
protein production, despite some deficiencies. When overexpressed, homologous as well as heterologous proteins often form inclusion bodies
(IBs) in E. coli. Recent studies show that aggregation does not necessarily inactivate target protein, as was believed for a long time and this
fact can be used as an advantage in recombinant protein production and isolation. Bacterial protein aggregates can also be used as a model

for studies of human conformational diseases.
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1 Uvod

Zacetki biotehnologije segajo v 70-leta prejSnjega stoletja, ko se je z
razvojem rekombinantne tehnologije DNA odprlo novo podrocje
pridobivanja farmacevtskih ucinkovin. Biotehnologija rekombinantne
DNA nam v teoriji omogoca, da vzamemo katerikoli gen in ga izrazimo
v poljubnem organizmu. Na ta nacin lahko s pomocjo gostiteljskih
organizmov pridobivamo uporabne produkte (antibiotike, vitamine,
encime...), tudi tak$ne, ki jih iz naravnih virov ne moremo dobiti v
dovolj velikih koli¢inah ali jih ne moremo pridobivati s kemijsko
sintezo.

Prva rekombinantna beljakovina, ki se je na trzis¢u pojavila v zacetku
osemdesetih, let je bil inzulin, pridobljen v bakteriji Escherichia coli.
Zdaj pa biofarmacevtiki, definirani kot rekombinantne beljakovine in
monoklonska protitelesa ali produkti, ki temeljijo na nukleinskih
kislinah (1), predstavljajo ze velik del svetovnega farmacevtskega
trga, njihov delez pa se $e vedno povecuje (2).

2 Pridobivanje rekombinantnih
beljakovin v bakteriji
Escherichia coli

Ceprav se danes v biotehnologiji poleg bakterij uporabljajo tudi drugi
organizmi, najpogosteje kvasovke, sesalske in insektne celi¢ne linije

(8), so bakterije za pridobivanje rekombinantnih beljakovin §e vedno
zelo zanimive tako v laboratorijskem, kot tudi industrijskem merilu.
Odlocitev, kateri ekspresijski sistem bomo uporabili, namre¢ temelji
na vrsti zeljene beljakovine in kompromisu med produktivnostjo,
priro¢nostjo, varnostjo in stroski posameznega sistema (Preglednica
1). Gojenje mikroorganizmov je poceni, uporaba je relativno varna,
poleg tega pa lahko z visoko ekspresijskimi sistemi in visoko
gostotnimi fermentacijami pridobimo velike koli¢ine Cistega produkta
z relativno nizkimi stroski — tudi do 8,5 g beljakovine inzulinu podoben
rastni faktor | (insulin like growth factor-I, IGF-I) na liter fermentacijske
brozge, kar predstavlja najvecjo do sedaj poznano produktivnost (4).
Escherichia coli (v nadaljevanju E. coli) je bakterija, ki se najpogosteje
uporablja za produkcijo heterolognih beljakovin.

VecCina tezav, vezanih na produkcijo evkariontskih beljakovin v
bakterijah, se pojavlja zaradi razlik med evkarionti in prokarionti.
Tezave lahko predstavija razlicna frekvenca rabe kodonov pri
prokariontih in evkariontih, toksi¢nost evkariontske beljakovine za
gostiteljsko celico, proteazna aktivnost gostitelja in nezmoznost
bakterij za posttranslacijske modifikacije beljakovin. Zaradi
redukcijskega okolja v citoplazmi pa je pogosto tudi nepravilno
zvijanje taréne beljakovine v citoplazmi (5). Nepravilno zvijanje tarénih
beljakovin v visoko ekspresijskih sistemih pogosto vodi do nalaganja
le teh v obliki inkluzijskih teles (v nadaljevanju IT, Slika 1). Kljub
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Preglednica 1. Pregled pogosto uporabljenih ekspresijskih sistemov (Povzeto po 3).
Table 1. Expression systems in common use (3).

Ekspresijski Stroski Produktivnost Varnost Posttranslacijske modifikacije

sistem Zvijanje Glikozilacija Bioloska zdravila
beljakovin na trziséu

E. coli in Nizki Visoka Varna Pogosto potrebno - +

druge bakterije ponovno zvijanje

Kvasovke Nizki Nizka-visoka Varna Pogosto potrebno + +
ponovno zvijanje (visoko manozna)

Insektne celice Visoki Nizka-visoka Manj varna Pravilno zvijanje + -

Sesalske celice | Visoki Nizka Manj varna Pravilno zvijanje + +

nekaterim znanim prijemom za zmanjSanje tvorbe IT (koekspresija
molekulskih spremljevalcev, zmanjSanje temperature gojenja), IT Se
vedno predstavljajo ozko grlo pri pridobivanju beljakovin v bakterijah.
Poznavanje mehanizmov tvorbe IT pa je pomembno tako za
biotehnologijo, kot za razumevanje nastanka in razvoja nekaterih
bolezni ljudi in Zivali. Agregacija beljakovin v obliki amiloidnih fibril ali
plakov v centralnem zivénem sistemu in razli¢nih perifernih tkivih
namre¢ vodi v veC kot dvajset degenerativnih bolezni, kot so
Alzheimerjeva bolezen, Parkinsonova, prionske bolezni, sistemske
amiloidoze ipd (6). Kljub temu, da mehanizem poteka
neurodegenerativnih bolezni e ni popolnoma znan, pa je zelo
verjetno, da amiloidne fibrile oz. njihovi bolj toksi¢ni prefilbrilrani
agregati, prekinejo celi€no homeostazo kalcijevih ionov, kar vodi v
apoptozo zivénih celic. Razumevanje mehanizmov nastanka IT na
modelnih beljakovinah v E. coli bi lahko pripomoglo k razvoju novih
nacinov zdravljenja, saj so nedavno pokazali podobnosti med
amiloidogenezo in formacijo inkluzijskih teles (7, 8).

(] (] (X ]
3 Klasiéna inkluzijska telesa
Inkluzijska telesa lahko nastajajo v citoplazmi ali periplazemskem
prostoru. Tvorila naj bi se zaradi stresnih razmer v okolju celice. Visja

Py Y

Slika 1: Bakterije E. coli brez inkluzijskih teles pod elektronskim
mikroskopom (A). Bakterija E. coli pod elektronskim
mikroskopom. Inkluzijsko telo je vidno kot odebelitev in
drugacna gostota celice (B).

Figure 1: E. coli cell without inclusion bodies viewed under
transmission electron microscope (A). Inclusion body is seen
as slightly expanded and optically denser structure in E. coli
cell viewed under transmission electron microscope (B).
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temperatura gojenja bakterijskih celic, viSje koncentracije soli v
gojis¢u in manjSe prezracevanje povecajo razmerje netopnih in topnih
tarénih beljakovin (9). Vecina literaturnih podatkov obravnava IT kot
netopne agregate, ki nimajo bioloSke aktivnosti (10-12). Sestavljena
so predvsem iz nepravilno ali delno zvite taréne beljakovine, poleg
tega pa so vanje vkljuCene tudi citoplazmatske beljakovine,
beljakovine zunanje membrane, fosfolipidi in celo nukleinske kisline
(13). Inkluzijska telesa so dobrodosla, kadar je beljakovina toksi¢na
za celico, v njih pa naj bi bila tudi delno za&¢itena proti gostiteljskim
proteazam, Ceprav nekatera literatura navaja, da so tudi inkluzijska
telesa lahko podvrzena proteoliti¢ni aktivnosti gostitelja (14).

Nekateri vplivi, ki sprozijo nastanek IT, so ze poznani, a mnogo
pojavov $e ni raziskanih (15). Pogosto navajajo, da so glavni vzrok za
agregacijo medsebojne interakcije med hidrofobnimi povr§inami novo
nastajajocih intermediatov, to je beljakovin, ki Se niso zavzele kon¢ne
nativne konformacije (16).

3.1 Pridobivanje rekombinantnih

beljakovin iz inkluzijskih teles
Inkluzijska telesa so zelo primerna za izolacijo rekombinantnih
beljakovin, saj jih je lahko lo¢iti od ostalih negistot (ostanki celic, topna
frakcija beljakovin) s centrifugiranjem, hkrati pa s tem opravimo ze
prvi korak ciSCenja. Zato se veliko bioloskih zdravil pridobiva s
pomocjo E. coli v obliki IT (Preglednica 2), kljub temu da je
pridobivanje biolosko aktivne beljakovine iz IT zahteven in drag
postopek, izkoristki pa so pogosto slabi. Sprva je potrebno
raztapljanje IT v mo¢nih denaturantih, nato pa sledi renaturacija in
kromatografsko ciS¢enje beljakovine. lIzolirana inkluzijska telesa
speremo, raztopimo in z renaturacijo poskusamo vzpostaviti pravilno
strukturo beljakovine. Renaturacijske pogoje je potrebno dologiti
eksperimentalno za vsako beljakovino posebej, kar predstavlja
najvecjo tezavo pri cis¢enju IT. Opisanih je veC¢ postopkov za
izboljSavo priprave IT. Ve¢jo Cistost IT dosezemo s pomocjo spiranja
- inkluzijska telesa spiramo z nizkimi koncentracijami denaturantov
(gvanidijev klorid, urea) ali detergentov (SDS, Triton X-100) (17).
Vecinoma raztapljamo inkluzijska telesa v mocnih denaturantih
(gvanidijev klorid ali urea v visokih koncentracijah), lahko pa tudi z
detergenti, pri visokem pH, z visokim hidrostatskim tlakom v
kombinaciji z reducentom ali v nizkih koncentracijah denaturantov.
Drug zanimiv pristop je optimizacija centrifugiranja, ali zaporedna
veckratna homogenizacija, ki naj bi tudi privedla do vecje Cistosti IT
(18, 19). Pri renaturaciji moramo odstraniti denaturant in reducent ter
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vzpostaviti disulfidne mosticke z redoks sistemom, ki zagotavlja
oksidativno okolje (20).

Preglednica 2: Nekatera bioloska zdravila, pridobljena iz E. coli v
obliki inkluzijskih teles (32).
Table 2: Examples of biopharmaceuticals produced in E. coli in form
of inclusion bodies (32).

Inkluzijska telesa v E. coli
Biolosko zdravilo?
tkivni plazminogenski aktivator

(angl. Tissue Plasminogen
activator)
(angl. Human Growth Hormone)

rh inzulin in analogi r humani
rastni hormon

h paratiroidni hormon

rh granulocitne kolonije
stimulirajogi faktor

r interferon B-1b in y-1b

a) rh: rekombinantni humani, r: rekombinantni, h: humani

(angl. Parathyroid hormone)
(angl. Granulocyte colony
stimulating factor)

4 Neklasiéna inkluzijska telesa
Dolgo ¢asa je previadovalo mnenje, da so IT netopni delci znotraj
celice, ki se ves Cas odlagajo kot nereaktivna usedlina. V zadnjem
Casu opredeljujejo IT kot bolj plasti¢ne strukture (9), saj ugotavljajo,
da so tudi beljakovine v IT lahko substrat za proteaze, posebej pri
nekaterih stresnih pogojih (14). NajnovejSa porocila pa celo
nakazujejo, da gre za podobne strukture, kot so jih opisali pri
amiloidih, ki so jih nasli v evkariontskih celicah (21).

Vendar v IT ne najdemo vedno samo nepravilno zvitih, biolosko
neaktivnih beljakovin in njihovih razgradnih produktov, ampak tudi
biolosko aktivne, torej pravilno zvite beljakovine (22). Do nedavnega
je bilo le nekaj literaturnih podatkov, ki so nakazovali to moznost (23-
25). Novejsa literatura je sicer opozarjala, da je treba pretehtati
moznost pojava pravilno zvitih polipeptidov v inkluzijskih telesih,
medtem ko so ze dolgo nazaj odkrili, da izkazuje netopna B-
galaktozidaza v IT, ki so nastala ob visokem izrazanju le-te v E. coli,
tretjino specificne encimske aktivnosti B-galaktozidaze, ki se pojavlja
v topni frakciji (24). Nekoliko kasneje so drugi avtorji opazili podobno
visoko encimsko aktivnost IT pri visokem izrazanju endoglukanaze iz
Clostridium thermocellum v E. coli (23). V zadnjem ¢asu pa tudi druge
skupine opazajo pravilno zvite strukturno in funkcijsko razli¢ne
beljakovine v inkluzijskih telesih (26, 27). Prisotnost biolosko aktivnih
encimov v IT pa se lahko poleg lazje izolacije koristno izrabi tudi tako,
da se suspenzija IT uporabi kot katalizator v bioprocesu (26).

Najpogosteje dokazujejo pravilno zvijanje beljakovin v IT s pomocjo
primerjave spektrov pravilno zvite beljakovine in beljakovine, ki se
nahaja v inkluzijskih telesih. Podatke pridobijo s tehniko imenovano
infrardeCa spektroskopija s Fourierjevo transformacijo (FT-IR spek-
troskopija) (28, 29).

4.1 Prednosti neklasiénih inkluzijskih

teles

Nedavno smo v na$i raziskovalni skupini pokazali, da temperatura
gojenja moc¢no vpliva na lastnosti beljakovin v inkluzijskih telesih. Pri nizji
temperaturi gojenja zmanjSamo hitrost produkcije taréne beljakovine, s
tem pa ima beljakovina ve¢ Casa, da se pravilno zvije. Tako pridobljena
inkluzijska telesa vsebujejo pravilno zvite beljakovine, poleg tega pa se
spremenijo tudi nekatere njihove lastnosti — zato smo jih poimenovali
neklasi¢na inkluzijska telesa (v nadaljevanju nkIT) (22, 30).

Neklasi¢nih inkluzijskih teles ne moremo spirati po klasi¢nih postopkih
spiranja inkluzijskih teles (npr. 1% Na-deoksiholat, 2 M urea, 1% Triton
X-100), saj jih zaradi njihove povecane topnosti, lahko s spiranjem
izgubimo. Povecana topnost nkIT pa ni le slabost, pa¢ pa hkrati tudi
njihova najvecja prednost. Z ekstrakcijo s pomocjo nedenaturirajocih
raztopin (npr. 0,05 - 0,2 % sarkozil, 5 % dimetil sulfoksid (DMSQ) in
0,2 % nemicelarni sulfobetain) lahko namre¢ iz njih izoliramo biologko
aktivne beljakovine. Zaradi skrajSanega postopka izolacije se izgube
taréne beljakovine mo¢no zmanjsajo. 1zognemo pa se tudi uporabi
mocnih denaturantov in visokih koncentracij detergentov, kar
omogoca uporabo okolju prijaznej$e tehnologije.

Opazili pa smo $e eno nenavadno lastnost nkIT. Ob prenosu nkIT iz
nevtralnega v kisel pH se ireverzibilno skrcijo, tako na makro-, kot tudi
mikroskopskem nivoju (Slika 2), zato je potrebno biti previden pri izbiri
raztopin in pufrov za raztapljanje (30).

5 Perspektive inkluzijskih teles v
biotehnologiji in medicini

Neklasi¢na inkluzijska telesa so vse bolj uveljavljen pojem v svetovni
znanstveni sferi. Tudi drugi znanstveniki ugotavljajo in poudarjajo
moznost kopi¢enja netopnih, a biolosko aktivnih beljakovinskih
agregatov v E. coli (26). Tako inkluzijska telesa lahko predstavljajo
celo prednost pri produkciji rekombinantnih beljakovin. Taréna
beljakovina lahko namre¢ predstavlja ve¢ kot 80 % vsebnosti IT, s
centrifugiranjem pa jih lo¢imo od vecine ostalih necistot (ostanki celic,
topna frakcija beljakovin). V primeru ekstrakcije pri nedenaturirajo¢ih
pogojih pa ze v drugem koraku dobimo iz nkiIT relativno &isto,
biolosko aktivno beljakovino. Tako se postopek pridobivanja mo&no
skraj$a in poceni, hkrati pa je postopek tudi bolj prijazen okolju (22).

Slika 2: Skrcenje IT ob prenosu iz nevtralnega (A) v
kisel pH (B) pod transmisijskim elektronskim
mikroskopom in na makroskopskem nivoju

(©).

Figure 2: Transfer of IBs from neutral (A) to acidic pH
(B) observed under transmission electron
microsope. IBs are larger at neutral pH.
Contraction of IB at the macroscale (C).
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Poleg izboljSanega postopka izolacije beljakovin iz IT, pa se lahko
bioloSko aktivne beljakovine v IT izkoris€ajo tudi kot katalizatorji v
bioprocesih (26).

Klasi¢na in neklasi¢na inkluzijska telesa nam lahko sluZijo tudi kot
model nastajanja beljakovinskih vklju¢kov v sesalskih celicah, ki so
vzrok za mnoge t.i. konformacijske bolezni pri ljudeh in zivalih
(Alzheimerjeva bolezen, Parkinsonova bolezen, Huntingtonova
bolezen...) (31). Nastajanje in razgradnja IT v bakterijski celici, kot
tudi njihove lastnosti, so nam lahko v pomoc¢ pri razvoju zdravil in
novih idej za zdravljenje konformacijskih bolezni.

Zaklju€imo lahko, da so raziskave na podro¢ju neklasi¢nih inkluzijskih
teles zelo pomembne, saj vodijo do novih aplikacij tako v
biotehnologiji kot v medicini.

°
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