Получение целентеразин-зависимых копеподных люцифераз в нативной форме
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В настоящее время секретируемые копеподные люциферазы находят широкое применение в качестве биолюминесцентных репортерных молекул для in vivo и in vitro исследований благодаря высокой активности, широкому диапазону детекции, а также нетоксичности для живых клеток и тканей. Люциферазы из морских копепод Gaussia princeps и Metridia longa являются естественно секретируемыми ферментами, катализирующими реакцию окисления субстрата целентеразина с испусканием голубого света ((max=485 нм). Исследуемые люциферазы являются гомологичными белками с небольшой молекулярной массой (16.5 – 23 кДа), аминокислотная структура которых представлена вариабельным N-концом, содержащим сигнальный пептид, и высоко консервативным С-концом, включающим 10 цистеиновых остатков, что предполагает наличие до 5 внутримолекулярных дисульфидных связей. Получение цистеин-богатых рекомбинантных белков в нативной форме при использовании бактериальных экспрессионных систем довольно затруднительно. Предпринятые ранее попытки выделения исследуемых ферментов из телец включения, цитоплазмы и периплазмы E.coli оказались безуспешными.
В данной работе описано получение люциферазы GpLuc и нескольких недавно клонированных изоформ MLuc, осуществленное с помощью бакуловирусной системы экспрессии и клеток Sf9 в качестве продуцентов. Нами была разработана и оптимизирована процедура очистки копеподных люцифераз из культуральной среды, включающая дифференциальное осаждение белков сульфатом аммония, металл-аффинную и эксклюзионную хроматографические очистки. Финальная продукция гомогенных препаратов белков составила около 6 мг/л.
В результате исследования удалось охарактеризовать биолюминесцентные и биохимические свойства копеподных люцифераз, как потенциальных биолюминесцентных репортеров. Были определены кинетические параметры, оптимальные условия реакции, исследован динамический линейный диапазон детекции светового сигнала, наблюдаемый на протяжении 7 порядков; также было установлено, что данные ферменты являются чрезвычайно термостабильными, сохраняющими до 70% активности после инкубирования в течение часа при 100ºС. Для сравнения исследуемых люцифераз как репортерных молекул в исследованиях in vivo, была произведена транзиентная экспрессия клеток млекопитающих HEK293.
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