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IGFBP-4 - белок, связывающий инсулиноподобный фактор роста (IGF), - присутствует
в крови и препятствует взаимодействию IGFс рецептором клетки-мишени [2]. Под действи-
ем металлопротеазы PAPP-A IGFBP-4 расщепляется по специфическому участку между
остатками 135 и 136, в результате чего IGF активируется. IGFBP-4 в крови представлен
двумя формами: гликозилированной по остатку Asn104 и негликозилированной. Извест-
но, что гликозилирование IGFBP-4 затрудняет его протеолиз под действием PAPP-A, что
может быть одним из механизмов регуляции активности IGF [1]. Однако исследование
протеолиза IGFBP-4 на эндогенном белке затруднительно из-за сложности его выделе-
ния. Моделью для исследования протеолиза IGFBP-4 мог бы стать его рекомбинантный
аналог.

Целью данной работы было получение гликозилированной и негликозилированной форм
рекомбинантного IGFBP-4 и изучение их иммунохимических и биохимических свойств.

Для экспрессии IGFBP-4 клонировали кДНК гена в вектор pcDNA3.1-Hygro(+) и
трансфицировали полученной конструкцией клетки культуры Expi293F. IGFBP-4 из куль-
туральной среды выделяли методом аффинной хроматографии на носителе с иммобили-
зованными моноклональными антителами. Для разделения гликозилированной и негли-
козилированной форм IGFBP-4 использовали носитель с иммобилизованным лектином-
конканавалином А. Состав фракций, полученных в ходе проведенния хроматографий,
анализировали методами SDS-электрофореза и иммуноблоттинга. Для изучения имму-
нохимических свойств рекомбинантного IGFBP-4 сравнивали, как гликозилированная и
негликозилированная формы белка взаимодействуют с антителами, эпитопы которых на-
ходятся рядом с сайтом гликозилирования и на расстоянии от него. Влияние гликозилиро-
вания рекомбинантного IGFBP-4 на эффективность его протеолиза под действием PAPP-
A определяли, сравнивая скорость расщепления гликозилированного и негликозилирован-
ного IGFBP-4.

При выделении белка из кондиционированной среды получили 38 мг тотального IGFBP-
4, при разделении гликозилированного и негликозилированного IGFBP-4 получили 0,1 и
14,6 мг белка соответственно. Результаты экспериментов показали, что гликозилирование
рекомбинантного IGFBP-4 не влияет на его связывание с антителом IBP180. Протеолиз
негликозилированного рекомбинантного IGFBP-4 под действием PAPP-A идет в 4,5 раза
активнее, чем гликозилированного.

Таким образом, гликозилирование рекомбинантного IGFBP-4 не влияет на его связы-
вание c антителами, специфичными к эпитопам, находящимся вблизи области гликозили-
рования. Гликозилированная форма рекомбинантного IGFBP-4 более устойчива к протео-
лизу металлопротеазой PAPP-A.
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