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Объект нашего исследования — родопсин LR из микроорганизма Leptosphaeria maculans,
являющегося сумчатым грибом, возбудителем фомоза рапса. Заболевание проявляется по-
всюду, где выращивают капустные культуры, недобор урожая вызванный грибом может
составлять до 50%. LR представляет значительный интерес, так как это один из первых
опсинов, открытых вне царств архей и животных [1]. Родопсины LR и bR H.salinarum име-
ют идентичные ключевые аминокислотные остатки, вовлечённые в индуцируемый светом
перенос протона, что даёт основания ожидать сходную биологическую активность. Приме-
чательно, что схожие ретиналь-связывающие белки обнаружены в столь далеких друг от
друга царствах, как археи и грибы. Была показана возможность гетерологической экспрес-
сии LR в клетках P.pastoris, а также установлено, что белок является протонной помпой,
однако физиологическая роль белка не выяснена [2].

Ген укороченного белка LR (49-313) с полигистиновой последовательностью на С -конце
был экспрессирован нами в клетках Leishmania tarentolae. Экспрессионная система LEXSY
была выбрана для работы с этим белком, так как ранее экспрессия в E.coli давала низкий
выход белка, и наработать достаточное для структурных исследований количество очи-
щенного белка не представлялось возможным. Был создан плазмидный вектор для реком-
биниринга и экспрессии указанного гена LR, проведена трансфекция L.tarentolae плазмид-
ным вектором и отбор клонов, производящих целевой белок в наибольших количествах.
Далее штамм-продуцент культивировали, мембранную фракцию после лизиса наработан-
ной биомассы солюбилизировали, белок очищали с помощью аффинного металл-хелатного
сорбента методом бэтч. Элюированные фракции анализировали с помощью ДСН-ПААГ,
вестерн-блота, аналитической гель-фильтрации, спектрофотометрии (рис.1). Наилучшие
фракции подвергали дополнительной очистке с помощью гель-фильтрации, аналогично
[3]. Полученный препарат LR имеет степень чистоты и гомогенности достаточные для
кристаллизации in meso, что даёт основания преступить к структурным исследованиям
родопсина L.maculans.

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда (проект No 16-
15-00242).
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Рис. 1. рис.1. Спектр очищенного препарата белка LR
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