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Àìèëîèäíûå ôèáðèëëû � ÷ðåçâû÷àéíî ïðî÷íûå ëèíåéíûå íåðàñòâîðèìûå àãðåãà-
òû, ôîðìèðóåìûå áåëêàìè ñ íàðóøåííûì ôîëäèíãîì � õàðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêîóïî-
ðÿäî÷åííîé ñòðóêòóðîé, â îñíîâå êîòîðîé ñòîïêè áåòà-ëèñòîâ, ðàñïîëîæåííûõ ïåðïåí-
äèêóëÿðíî öåòðàëüíîé îñè. Îíè íå ïîääàþòñÿ äåàãðåãàöèè ïîä äåéñòâèåì ðàçëè÷íûõ
íèçêîìîëåêóëÿðíûõ àãåíòîâ. Ôîðìèðóåìûå àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè ¾áëÿøêè¿ ÿâ-
ëÿþòñÿ ïðè÷èíîé ìíîãèõ òÿæåëûõ, â áîëüøèíñòâå ñâîåì íåèçëå÷èìûõ çàáîëåâàíèé ÷å-
ëîâåêà, òàêèõ êàê áîëåçíè Àëüöãåéìåðà è Ïàðêèíñîíà, äèàáåò, ïðèîííûå áîëåçíè è
äðóãèå. Íåäàâíî â íàøåé ëàáîðàòîðèè áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî îäèí èç êëþ÷åâûõ ôàê-
òîðîâ òðàíñêðèïöèè â E.coli, σ70-ñóáúåäèíèöà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû (σ70), îáëàäàåò ñïî-
ñîáíîñòüþ â îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ ôîðìèðîâàòü àìèëîèäîïîäîáíûå àãðåãàòû [1]. Ýòî
äàåò îñíîâàíèå âûñêàçàòü ïðåäïîëîæåíèå î âîçìîæíîé ðîëè ýòîãî ïðîöåññà â ðåãóëÿöèè
òðàíñêðèïöèè. Äëÿ äåòàëüíîãî èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ àãðåãàöèè σ70 íåîáõîäèìî ðàñïî-
ëàãàòü ñèñòåìîé äëÿ ïîëó÷åíèÿ âûñîêî÷èñòûõ ïðåïàðàòîâ êàê ïðèðîäíîãî áåëêà, òàê è
åãî ìóòàíòíûõ âàðèàíòîâ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñ èñïîëüçîâàíèåì IMPACT-òåõíîëîãèè áûë ïîëó÷åí ïðåïà-
ðàò áåëêà σ70 ïðèðîäíîé ñòðóêòóðû. Ïðè ýòîì èñïîëüçîâàëè ýêñïðåññèîííûé âåêòîð,
ñêîíñòðóèðîâàííûé íà îñíîâå êîììåð÷åñêîãî íèçêîêîïèéíîãî âåêòîðà pCYB4, êîòî-
ðûé ñîäåðæèò ãåí σ70 è ó÷àñòêè, êîäèðóþùèå ìîäèôèöèðîâàííûé èíòåèí è õèòèí-
ñâÿçûâàþùèé äîìåí (CBD). Êðîìå òîãî, äëÿ ïîâûøåíèÿ âûõîäà öåëåâîãî ðåêîìáèíàíò-
íîãî áåëêà (σ70) è ðàñøèðåíèÿ âîçìîæíîñòåé åãî àôôèííîé î÷èñòêè íà îñíîâå ¾ìèíè-
ìàëüíîé¿ (îðèäæèí ðåïëèêàöèè + îïåðîí β-ëàêòàìàçû) ïëàçìèäû áûë ñêîíñòðóèðî-
âàí ýêñïðåññèîííûé âåêòîð, ñîäåðæàùèé ãåí ñîñòàâíîãî áåëêà σ70- èíòåèí-CBD-His6
ïîä êîíòðîëåì ñèëüíîãî tac ïðîìîòîðà. Ïðèìåíåíèå íîâîãî âåêòîðà ïîçâîëèëî ìíîãî-
êðàòíî óâåëè÷èòü âûõîä öåëåâîãî áåëêà è, èñïîëüçóÿ äîïîëíèòåëüíóþ ñòàäèþ àôôèí-
íîé î÷èñòêè íà Ni-NTA-àãàðîçå, ñóùåñòâåííî ïîâûñèòü ÷èñòîòó ïîëó÷àåìîãî ïðåïàðàòà
σ70.

Ìåòîäîì àòîìíî-ñèëîâîé ìèêðîñêîïèè ïîêàçàíî îáðàçîâàíèå ðàçëè÷íûõ àìèëîèäî-
ïîäîáíûõ ñòðóêòóð â ïîëó÷åííûõ ïðåïàðàòàõ áåëêà σ70 è èçó÷åíà äèíàìèêà ôîðìèðî-
âàíèÿ ôèáðèëë.
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