Оптимизация условий рефолдинга рекомбинантной хитиназы из Drosera capensis
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Экспрессия рекомбинантных белков в бактериальных клетках E.coli является быстрым и эффективным подходом для получения широкого спектра рекомбинантных ферментных препаратов. Однако, из-за несовершенства трансляционного аппарата, рекомбинантные белки часто экспрессируются в виде нерастворимых, агрегированных частиц, называемых тельцами включения. Особенно это явление наблюдается у белков, имеющих поверхностные остатки цистеина в первичной структуре белка. Разработка процедуры рефолдинга для рекомбинантных ферментных препаратов является фундаментальной проблемой [1].

Растительные хитиназы - относящиеся к 19 семейству гликозил-гидролаз (GH19), играют важную роль в иммунном ответе растения на заражение фитопатогенами. Данная семья является типичным примером цистеин-богатых белков, обладающих сложной структурой и имеющих от 12 до 20 цистеинов, что делает их сложным объектом для экспрессии в клетках E. coli [2]. 

В представленной работе была проведена комплексная оценка влияния условий рефолдинга и вспомогательных добавок на выход и активность рекомбинантной GH19 из D. capensis. Из клеток E. coli Arctic Exress (DE3) были выделены и очищены тельца включения, представлявшую собой агрегированную хитиназу GH19. Полученные агрегаты были растворены в 8 М мочевине с добавкой 50мМ Tris-HCl pH 8.5, при 37°С.  После чего была проведена процедура рефолдинга с применением трех стратегий: с использованием металл-аффинной хроматографии, быстрого разбавления в буфере или диализа. 
Изучено влияние стабилизирующих добавок в буфере для рефолдинга и подобраны оптимальные редокс пары. Определено влияние стабилизирующих добавок, таких как: аргинин, глицерин и Тритон 100X на эффективность рефолдинга. Показано, что максимальный выход активного фермента был достигнут при использовании быстрого разбавления раствора денатурированного белка в буфере для рефолдинга, содержащего 4М аргинина, 15% глицерина и 0,5% тритон 100X, с использованием в качестве редокс-пары окисленного и восстановленного глутатиона (3мМ). После последующего диализа против цитратного буфера с добавкой 5мМ цистеина и 1мМ β-меркаптоэтанола, удалось достигнуть выхода 21 мг очищенного ферментного препарата с 1 литра культуральной жидкости и активностью 0,86 единиц/мг, измеренной по коллоидному хитину. 
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