Реконструкция ферментативной системы цитохрома Р450scc 
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2А-пептид, обнаруженный у представителей пикорнавирусов, способен к саморасщеплению, что дает возможность использовать его в качестве удобного инструмента для совместной экспрессии белков в целях биотехнологии или изучения свойств многокомпонентных белковых систем. 2А-пептид используют для синтеза нескольких белков с одного транскрипта. Во время трансляции на С-конце 2А-последовательности происходит диссоциация полипротеина, что приводит к образованию отдельных белков.
Система цитохрома P450scc млекопитающих включает цитохром P450scc (холестерингидроксилаза/20,22-лиаза, CYP11A1) и белки-переносчики электронов: адренодоксинредуктазу (AdR) и адренодоксин (Adx). Цитохром P450scc в митохондриях клеток коры надпочечников млекопитающих катализирует отщепление боковой цепи холестерина – первую стадию стероидогенеза.
В клетках дрожжей S. cerevisiae осуществлена коэкспрессия белков ферментативной системы цитохрома Р450scc c использованием плазмиды, включающей гены белков данной системы, слитые в одну открытую рамку считывания при помощи линкерных последовательностей белка 2А вируса ящура (FMDV). В сконструированной полицистронной плазмиде pYeDp/HGL_2A кДНК, кодирующие зрелые формы  коэкспрессируемых белков Р450scc системы (без митохондриальной адресующей последовательности), расположены в составе одной транскрипционной единицы в следующем порядке: P450scc-2A-Adx-2A-AdR. Показано, что плазмида pYeDp/HGL_2A обеспечивает в дрожжах высокий уровень синтеза гетерологичных белков. С использованием Вестерн-блоттинга показано, что каждый компонент системы, образующийся при расщеплении полипротеина (P450scc-2A, Adx-2A и AdR), экспрессируется как индивидуальный белок. Однако, значительная доля AdR и Adx представлена в клетках в форме двойного гибрида Ax-2A-AdR. Таким образом, первый 2А-линкер обеспечивает эффективное расщепление полипептида, а второй 2А-линкер демонстрирует меньшую эффективность. 

По данным иммуноферментного анализа (ELISA), бесклеточный гомогенат рекомбинантных клеток демонстрирует холестерингидроксилазную/лиазную активность в отношении 22(R)-гидроксихолестерина, что свидетельствует о наличии каталитически активной ферментной системы цитохрома P450scc. Наличие дополнительной последовательности 2А-белка на С-концах экспрессируемых белков (P450scc-2A и Adx-2A) не влияет на их сворачивание и каталитическую активность.
Полученные результаты и структурное сходство цитохромов P450 позволяют предполагать, что данный методический подход может быть использован для конструирования других цитохром Р450-монооксигеназных систем.
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