Синий хромобелок из медузы Rhizostoma pulmo: очистка, свойства и подбор условий кристаллизации.
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Морские беспозвоночные демонстрируют широкий спектр окрасок, о химии которых до последнего времени было известно мало [1]. Часто окраска обусловливается хромобелком - комплексом апобелка и связанного с ним кофактора. Голубая окраска относительно редка и может быть связана с наличием каротинопротеина, как в случае крустацианина, который придает голубой цвет экзоскелету омаров [2]. Также подобный цвет могут придавать желчные пигменты, как в случае голожаберного моллюска Nembrotha kubaryana [3]. Ранее было показано, что синяя окраска краевых и ротовых лопастей медузы Rhizostoma pulmo обусловлена хромобелком. Последовательность этого белка имеет гомологию с цистеин-обогащенным доменом Frizzled и с Kringle-доменом [4]. Однако, природа хромофора и характер его связывания с белком остаются неизвестными.
Целью данной работы явилось получение хромобелка rpulFKz1 в чистом виде, пригодном для структурных исследований, в частности для рентгеноструктурного анализа. Нами было показано, что гетерологическая экспрессия rpulFKz1 в клетках дрожжей Pichia pastoris не приводит к накоплению окрашенного хромобелка. В связи с этим была разработана методика очистки белка rpulFKz1 из природного источника, медузы R. pulmo, включающая в себя ступенчатое осаждение сульфатом аммония, ионообменную и гель-фильтрационную хроматографии. Хромобелок характеризуется спектром поглощения с максимумами при 420, 588 и 624 нм. Электрофоретическая подвижность выделенного белка в денатурирующих условиях соответствует 32 kDa. Обработка в геле белковой полосы rpulFKz1 периодатом и реактивом Шиффа дает характерное окрашивание и указывает на то, что этот белок является гликопротеином. Подвижность rpulFKz1 в условиях гель-фильтрации соответствует динамическому равновесию между мономерной и димерной формами хромобелка, с преобладанием димерной формы. Плавление rpulFKz1 в различных буферных растворах в присутствии флуоресцентного красителя Sypro Orange позволило определить диапазон условий, обеспечивающих наибольшую стабильность белка. Найденные условия были использованы при кристаллизации белка rpulFKz1.
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