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Причиной ряда тяжёлых заболеваний является ошибочное сворачивание и последующая агрегация белковых молекул, при которой мономерные молекулы белка переходят в стабильные полимерные цепи, способные к росту – амилоидные фибриллы. Появление амилоидных структур в определенных условиях показано для многих белков, в том числе и не вовлеченных в заболевания, что свидетельствует о фундаментальности такого свойства полипептидной цепи как амилоидогенез. Образование амилоидных структур ускоряется, когда белок находится в состоянии расплавленной глобулы - характеризуется наличием вторичной структуры, но отсутствием плотной упаковки боковых групп. Такими свойствами обладает альбебетин (АВВ) - искусственный белок, сконструированный для получения заданной пространственной структуры. Ранее была обнаружена способность АВВ при определенных условиях формировать амилоидные фибриллы. Поэтому АВВ был выбран качестве модельного белка для исследования общих механизмов фибриллогенеза. В последовательности АВВ в 8-ом и 43-ем положениях имеются остатки цистеинов. Показано, что между ними могут образовываться неспецифические S-S связи, что, в свою очередь, может приводить к появлению неспецифической агрегации в препаратах с высокими концентрациями белка и, как следствие, к искажению картины амилоидогенеза. Для преодоления этого эффекта была поставлена задача получения варианта АВВ с заменами остатков Cys на Ser в 8-ом и 43-ем положениях.

В настоящей работе полученный с помощью ПЦР мутантный ген АВВ с двойной заменой Cys8Ser/Cys43Ser был введен в плазмидный вектор pET-32 Xa/LIC и экспрессирован в E.coli в виде единой полипептидной цепи с тиоредоксином (TRX). Выделение и очистка белка состояла из стадий очистки гибридного белка TRX-АВВ с помощью ионообменной и металлхелатной хроматографии, энзиматического отщепления целевого белка от тиоредоксина и разделения конечных продуктов с помощью металлхелатной хроматографии. Мутантный вариант, а также исходный АВВ были наработаны в препаративных количествах (до 15 мг).

Было проведено исследование структуры полученного белка методами спектроскопии КД в дальней УФ области. Показано, что мутантная форма содержала меньшее количество вторичной структуры в сравнении с белком дикого типа. Восстановление цистеинов в последнем приводило также к уменьшению содержания вторичной структуры. Исследование амилоидной агрегации было проведено с использованием методов флуоресценции красителя ThT и рассеяния света под углом 90O. Показано, что мутантный АВВ хорошо образует амилоидные агрегаты. Белок дикого типа при этом способен столь же хорошо формировать амилоидный структуры лишь при добавлении восстановителя S-S связей. На основании полученных данных можно сделать вывод о значительной роли S-S связей в стабилизации структуры белков, не имеющих плотной упаковки. Были проведены эксперименты по денатурации и ренатурации АВВ дикого типа и мутантной формы. Показано, что мочевина и гуанидин способны развернуть структуру этих белков. После ренатурации белки возвращают свою исходную структуру. При ренатурации белка разбавлением из гуанидина наблюдается рН-зависимая обратимая агрегация. При ренатурации из мочевины такого эффекта не наблюдается.
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