Исследование спектра пищеварительных сериновых пептидаз Tenebrio molitor
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Tenebrio molitor ˗ распространенный вид жуков-вредителей, питающихся запасами зерновых продуктов. В настоящее время ведется разработка экологически безопасных методов борьбы с этими насекомыми. Перспективным является подход, основанный на использовании ингибиторов главных пищеварительных пептидаз жуков, причем наиболее активно питающейся стадией являются личинки. В нашей лаборатории на основе анализа транскриптома кишечника личинок T. molitor было найдено 223 транскрипта генов сериновых пептидаз семейства химотрипсина S1. Среди них 110 транскриптов кодировали активные пептидазы и 113 – неактивные гомологи. Анализ экспрессии мРНК позволил выбрать около 20-ти кандидатов на роль пищеварительных пептидаз. Среди них аннотированы транскрипты трипсина, химотрипсина и коллагеназ.
Целью работы является поиск и идентификация этих пептидаз личинок T.molitor с использованием протеомных и биохимических подходов.
Для исследования использовали экстракт из средней кишки личинок T. molitor которую разделяли на две части: AM – anterior midgut, PM – posterior midgut. В АМ и РМ был проведен первичный скрининг активности пептидаз различных кланов по селективным хромогенным п-нитроанилидным (pNA) субстратам: Suc-Ala-Ala-Ala-pNA, Z-Ala-Ala-Ala-pNA, MeOSuc-Ala-Ala-Pro-Val-pNA, Glp-Phe-Gln-pNA, Glp-Phe-Ala-pNA, Z-Ala-Ala-Gln-pNA, Suc-Ala-Ala-Pro-Leu-pNA, Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA, Glp-Ala-Ala-Leu-pNA, Z-Arg-Arg-pNA, Bz-Arg-pNA и Z-Phe-Arg-pNA (Suc – сукцинил, MeOSuc – метокси-сукцинил, Z – бензилоксикарбонил, Bz – бензоил, Glp – пироглутамил). В результате была обнаружена активность цистеиновых, химотрипсиноподобных и трипсиноподобных пептидаз. Было показано, что цистеиновые пептидазы проявляют максимальную активность в АМ, в то время как сериновые наиболее активны в PM, что согласуется с организацией строения кишечника личинок этого насекомого.
Нами проведено фракционирование экстракта методом гель-фильтрации на сефадексе G-75. Фракции, проявлявшие протеолитическую активность,  сконцентрированы и исследованы методом пост-электрофоретического тестирования с использованием селективных флуорогенных пептидных субстратов Z-Phe-Arg-AMC,    Z-Arg-Arg-AMC, Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC (AMC – 7-амино-4-метилкумарин). Обнаруженные по свечению в геле ферменты идентифицировали методами масс-спектрометрии MALDI-TOF и MS/MS. Проведенное исследование позволило выявить набор пищеварительных сериновых пептидаз T. molitor.
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