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Альфа-синуклеин - это белок, локализующийся в пресинаптических терминалях ней-
ронов, который существует в развернутом виде в цитоплазме или ассоциирован с билипид-
ным слоем клеточной мембраны. Данный белок принимает участие в развитии болезни
Паркинсона [1] и других нейродегенеративных заболеваний, коллективно называемых си-
нуклеинопатиями [2]. Мутации в 𝛼-синуклеине могут изменять конформацию белка, что
нарушает его связывание с мембраной и вызывает агрегацию с формированием телец Леви
[3].

В связи с тем, что 𝛼-синуклеин вовлечен в патогенез нейродегенеративных заболе-
ваний, его свойства, такие как возможные механизмы олигомеризации, фибриллизации,
агрегации активно исследуются in vitro c использованием рекомбинантного белка, выде-
ленного из бактериальных клеток. Несмотря на большое количество исследований на эту
тему, единого общепризнанного механизма фибриллизации и клеточной токсичности раз-
личных форм 𝛼-синуклеина до сих пор не существует. Возможно, расхождения в резуль-
татах исследований можно объяснить использованием рекомбинантного белка. Согласно
литературным данным, около 20% рекомбинантного 𝛼-синуклеина могут содержать заме-
ну Tyr136Cys, поскольку при экспрессии в E. coli кодон 136 тирозина (TAC) ошибочно
распознается цистеинил-тРНК, приводя к включению Cys по этому положению [4]. 𝛼-
синуклеин дикого типа (WT) не содержит остатков Cys, поэтому при электрофоретиче-
ском анализе очищенной фракции рекомбинантного белка в восстанавливающих условиях
образующиеся у Tyr136Cys мутанта димеры будут видны на геле как гомогенная полоса,
по молекулярной массе равная WT.

В ходе работы мы успешно экспрессировали 𝛼-синуклеин c плазмиды, содержащей ген
WT, в E. Coli, штамм BL21(DE3). Белок выделяли постепенным снижением рН лизата 9%
HCl до 2.8, после чего проводили центрифугирование и восстанавливали рН супернатанта
до 7.4. Затем мы исследовали получившийся препарат белка с помощью электрофореза
в восстанавливающих и невосстанавливающих условиях и обнаружили вторую полосу, по
молекулярной массе соответствующую димеру 𝛼-синуклеина. С помощью дополнительных
этапов хроматографической очистки на тиол-сефарозе и исследований методами карбок-
симетилирования и масс-спектрометрии полученных препаратов белка, нами были выде-
лены и охарактеризованы две фракции 𝛼-синуклеина: WT и мутант Tyr136Cys. Интересно
отметить, что количество содержащего Cys 𝛼-синуклеина в нашем случае зависело от рН
бактериальной среды и достигало 50% от общего выхода 𝛼-синуклеина при рН 6.6 [5]. Для
предотвращения ошибок трансляции в бактериальной системе нами был проведен сайт-
направленный мутагенез плазмиды WT, с помощью которого мы заменили кодон Tyr136
TAC на ТАТ, также кодирующий тирозин. Данная замена предотвращает трансляцион-
ную ошибку в бактериальной системе экспрессии и позволяет избежать дополнительного
этапа очистки от мутанта Tyr136Cys, а также возможных погрешностей в измерениях,
связанных с наличием примеси мутанта Tyr136Cys в рекомбинантном белке.
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