Клонирование и экспрессия рекомбинантного ингибитора трипсина из кукурузы в растворимой форме в E.coli.
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Ингибитор трипсина из кукурузы, или CHFI (corn Hageman factor inhibitor), является эффективным и специфичным ингибитором активированного фактора свертывания крови XII. Это делает его перспективной кандидатурой для подавления свертывания in vitro и in vivo и использования в соответствующих исследованиях [1, 2].

При экспрессии в E.coli CHFI выпадает в осадок, формируя тельца включения. Рефолдинг позволяет получить активный белок, но приводит к значительным потерям CHFI (до 90%). Одним из самых эффективных методов получения растворимых форм белка является создание гибридных конструкций с белком тиоредоксин (Trx) [3]. Целью работы является получение гибридного белка Trx-CHFI в клетках E.coli и проверка его растворимости при экспрессии.

Для клонирования и экспрессии был использован вектор pET-28a (Novagen, USA). Ген Trx и CHFI сшивали с помощью ПЦР так, чтобы Trx находился на N-конце белка при экспрессии. Полученный ген клонировали по сайтам BamHI и HindIII, трансформировали в клетки E.coli Rosetta pLysS. Отбор клонов проводился с помощью ПЦР со специфичными к гену CHFI праймерами. В положительных клонах проводили экспрессию гибридного белка. Успешную экспрессию оценивали по электрофорезу. Растворимость проверяли стандартными методами.

В результате работы была создана генетическая конструкция pET-28a – Trx-CHFI. В положительных клонах при экспрессии синтезировался белок массой в 39 kDa, что соответствует теоретическим расчетам для полученной конструкции. Получено, что при оптимальной для E.coli температуре Trx-CHFI образует преимущественно растворимую форму. Результаты работы показывают, что создание генетических конструкций с использованием белка тиоредоксина существенно улучшает экспрессию белка, позволяя получать его в растворимой форме, тем самым открывая исследователю возможность правильной экспрессии эукариотических белков в клетках E.coli. 
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