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Небольшая секретируемая люцифераза морских копепод Metridia longa катализиру-
ет простую реакцию окисления целентеразина без каких-либо кофакторов с испусканием
голубого света [1]. Люцифераза представлена несколькими неаллельными изоформами,
каждая из которых содержат по десять консервативных остатков Cys, что предполагает
наличие до пяти S-S-связей на молекулу люциферазы. Среди изученных изоформ MLuc7
люцифераза имеет наименьшие размеры 16.5 кДа при наивысшей активности [3]. Высо-
кая активность и стабильность MLuc7 предполагает большой потенциал использования
этой изоформы в качестве биолюминесцентного репортера для различных аналитических
приложений. Несмотря на все более успешное использование изоформ люциферазы M.
longa в качестве биолюминесцентных репортеров в биомедицинских исследованиях in vivo
[2], до сих пор остается проблематичным ее использование в анализах in vitro вследствие
трудностей получения значительных количеств нативной рекомбинантной люциферазы.

Целью данного исследования была разработка технологии получения значительных
количеств высокоактивной рекомбинантной люциферазы MLuc7 путем окислительного
рефолдинга из бактериальных телец включения. E. coli является наиболее выгодным хо-
зяином для продуцирования рекомбинантных белков, но окислительно-восстановительный
потенциал бактериальной цитоплазмы препятствует образованию дисульфидных связей
рекомбинантного белка, и как следствие, правильному фолдингу люциферазы M. longa,
содержащей множественные дисульфидные связи. Видимо поэтому, в значительных коли-
чествах экспрессировать в E. coli рекомбинантную люциферазу M. longa удалось только
в нерастворимой фракции в виде телец включения.

Для получения биологически активной MLuc7 люциферазы из телец включения, про-
водился окислительный рефолдинг после солюбилизации и полного восстановления дена-
турированного белка 100 мМ ДТТ. Разработанная методика рефолдинга позволила по-
лучить люциферазу MLuc7 в клетках E. coli с выходом белка высокой чистоты не менее
6 мг/л с правильно сформированными дисульфидными связями и биолюминесцентными
свойствами (удельная активность, кинетика светового сигнала, рН и температурный оп-
тимум биолюминесценции, термостабильность), идентичными свойствам нативной MLuc7,
полученной из клеток насекомых [3]. Применение клеток E. coli для продуцирования ре-
комбинантной люциферазы M. longa проще, быстрее и экономичнее по сравнению с про-
изводством в клетках насекомых.
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