Клонирование и экспрессия фрагментов ингибитора фактора Хагемана
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Контактный путь активации свертывания крови достаточно неспецифичен и запускается при взаимодействии плазмы крови практически с любой отрицательно заряженной чужеродной поверхностью. Основным событием является активация белка - XII фактора (фактора Хагемана). Активированный фактор XII далее активирует XI фактор и запускается каскад свертывания крови. На сегодняшний день известно, что фактор XIIа играет большую роль в антитромботической терапии. Его ингибирование должно подавлять тромбоз, при этом оказывая минимальное влияние на гемостаз. В настоящее время ведутся научные исследования в этой области [1]. 

Белок кукурузный ингибитор фактора Хагемана (Corn Hageman Factor Inhibitor, CHFI) ингибирует XIIа фактор свертывания. Он представляет большой интерес с медицинской точки зрения, так как обладает избирательной активностью в отношении XII фактора.

Белок функционально делится на 2 части: ингибитор XIIa фактора свертывания и ингибитор амилазы. Как известно, чем меньше белок, тем он стабильнее в кровотоке, что позволяет использовать его при разработке лекарственных препаратов. В лаборатории физической биохимии Гематологического научного центра РАМН была начата работа по определению минимального фрагмента белка CHFI, сохраняющего ингибирующую активность в отношении XIIa фактора свертывания. Целью настоящей работы было клонирование фрагмента гена белка CHFI соответствующего первым 56 аминокислотам, включающим участок связывания с белком-мишенью (рабочее название  - micro56).

 Клонируемый фрагмент был определен на основании анализа 3D структуры белка CHFI (pdb1BFA) в программе PyMol. Фрагмент амплифицировали с помощью специфичных праймеров на матрице полноразмерного рекомбинантного гена белка CHFI. Для предотвращения протеолиза белка в клетках применялось две стратегии клонирования: в вектор pQE13 для создания конструкции в виде двух идентичных повторов micro56, и в вектор pET28a-Trx (pET28a-Trx – это вектор с геном белка тиоредоксина), где при экспрессии образуется гибридный белок Trx-micro56. Клоны отбирали с помощью ПЦР с праймерами к гену micro56. Экспрессию гибридного белка Trx-micro56 в положительных клонах pET28a-Trx-micro56 запускали путем добавления IPTG в культуру клеток в конечной концентрации 1 mM. С помощью электрофореза в полиакриламидном геле было проверено наличие экспрессируемого белка. Из клонов, содержащих вектор pQE13 со вставкой micro56, выделяли плазмидную ДНК для дальнейшей работы. Также была поставлена пробная индукция micro56.

В результате работы получены штаммы-продуценты, экспрессирующие белок micro56, концентрация которого мала, и он образуется в тельцах включения. Следующий этап – присоединение идентичной последовательности micro56 в конструкции pQE13-micro56, что должно привести к повышению уровня экспрессии. В клонах pET28a-Trx-micro56 концентрация белка Trx-micro56 выше, как и ожидалось. Следующим этапом является выделение гибридного белка Trx-micro56 и проверка его активности в отношении XIIa фактора свертывания.
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