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(57) Рекомбінантний, очищений, мо-
дифікований генно-інженерно білок,
продукований бактеріями Е. colt, Імітуючий
білок оболонки Trepanema pallldum, який
має основні ІмунодомІнантнІ епітопи,
притаманні нативному білку, має молеку-
лярну масу 106 кД, містить в собі 883
амінокислотних залишків І відповідає за-
гальній формулі N-6eTa-Gal-pTr-COOH.

Винахід відноситься до розділу молеку-
лярної біології, генної Інженерії І може бути
використаним в біотехнологіт І медицині для
конструювання діагностичних тест-систем І
наукової праці.

Аналогом рекомбінантного білка є
структурний білок оболонки Trepanema
pallldum.

В основу винаходу покладено завдання
створити генно-інженерними методами
білок, який би мав основні ІмунодомІнантнІ
епітопи притаманні нативному білку І був
придатним для використання в ІФА тест-си-
стемах, які виявляють антитіла до
Trepanema pallldum.

Суть винаходу полягає в одержанні під
контролем плазмідного експресуючого век-
тора pKS-ЮЗ рекомбінантного білка, який
має основні ІмунодомІнантнІ епітопи
притаманні нативному білку Trepanema
palildum.

Плазмідний вектор pKS-ЮЗ розміром
5,2 т.п.н., має маркер ампіцилінре-
зістентності і, після трансформування в
Е. coll (штам Y1090), під контролем
промотора фага лямбда Рг. забезпечує кон-
ститутивний синтез несекретуємого білка,
який нагромаджується в цитоплазмі клітин
бактерій в ПІЗНІЙ логарифмічній, або ранній
стаціонарній фазі росту культури. Культиву-
вання бактерій проводять при 32-39
градусах на середовищі LB з добавкою
ампіциліне (50 мкг/мл) на протязі 6-8 годин.
Після закінчення культивування клітини
осаджують центрифугуванням при 8000
об/хв на протязі 10 хв при 4 градусах, над-
осадову рідину відкидають, а осад суспенду-
ють в ТЕ розчині (0.01М ТрІс-НСІ. рН 8.0
ЕДТА0,001М).

Суспензію клітин руйнують лізоцимом.
ультразвуком, обробляють ДНКазою до
зникнення в'язкості розчину, перемішують в
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емульгаторі 5 хв І центрифугують при 12000
об/хе на протязі ЗО хвилин. Останні дві
операції проводять ще 5 раз, кожен раз
ресуспендуючи осад в розчині ТЕ.

Осад, який являє собою "тільця включен-
ня", розчиняють в воді, додають ТрІс-НСІ до
20 мМ, рН 8,0 І сечовину до 8М І Інкубують
ніч при 4 градусах для руйнування "тілець
включення".

Кінцевий цільовий продукт являє собою
злитний рекомбінантний білок молеку-
лярною масою 106 кД, який виявляється ма-
жорною смугою при електрофорезі в
поліакриламідному гелі І в Імуноблоц! з анти-
сироваткою до Тгерапета palHdum, містить в
собі 883 амінокислотних аалишка, має
Ізоелектричну точку 6,62 І відповідає загальній
формулі N-6eTa-Gal-pTr-COQH (див. додаток 1)
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