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(57) Плазмідний експресуючий вектор
pKNSCore 100, маючий ПОСЛІДОВНІСТЬ ДНК,
відповідаючу за експресію в бактеріях Е. coll
гібридного элитного білка NS4-pCore вірусу
гепатиту С, який кодує під контролем
промотора фага лямбда послідовність білка
NS4-pCore вірусу гепатиту С загальною
формулою (N-6eTa-Gal-NS4-pCore-COOH),
молекулярною масою 56 кД, що продукує
штам бактерій Е. coll ITG-100.

С
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Винахід відноситься до розділу молеку-
лярної біології, генноТ Інженерії і може бути
використаний при біотехнологічному син-
тезі білка рСоге вірусу гепатиту С І в меди-
цині, для конструювання тест-систем,
придатних для виявлення антитіл до вірусу
гепатиту С в сироватках крові пацієнтів.

Прототипами винаходу є сімейство бак-
теріальних експресійних векторів типу
рЕХ1-3 (Keith К Stanley and Paul Luslo,
Construction of a new family of high efflclenty
bacterial expression vectors: Identification of
cDNA clones for human liver proteins.//EMBO
Journel, vol 3, № 6, pp. 1429-1434). ЦІ вектори
походять від crolacZ элитних плазмід, які
експресують велику КІЛЬКІСТЬ элитних білків
під контролем Рг промотору фагу лямбда.

В основу винаходу покладене завдання
створити генно-інженерну конструкцію,
яка забезпечить мікробіологічний синтез в
Е. соїі элитного білка NS4-pCore вірусу гепа-
титу С.

Суть винаходу полягає в одержанні мо-
дифікованої ПОСЛІДОВНОСТІ плазмідноГ ДНК,
відповідаючої за синтез элитного білка NS4-
рСоге вірусу гепатиту С.

Для цього була створена рекомбінантна
плазміда pKNSCore 100, яка містить на-
ступні іисерційні фрагменти ДНК: фрагмент
гену Ото, розміром 51 п.о, фрагмент L a d ,
розміром 114 по., фрагмент Lac Z, розміром
1050 п.о. І фрагмент ДНК, відповідаючий
злитним послідовностям білків NS4 і рСоге
вірусу гепатиту С, розміром 1488 п.о.
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Одержаною модифікованою плазмідою
трансформували клітини Є. col l . Pe-
комбінантні клони Е. со)! нарощували І тесту-
вали методом Імуноблотінгу, використовуючи
сироватки крові людини, які утримували ан- 5
тит(/»а до структурних білків вірусу гепатиту
С. Подальша модифікація плазміди склада-
лась в одержанні делецІТ розміром 624 п.о. в
області бета-галактозідазного гена рестрік-
тазою Нра-1. Фізична карта одержаного 10
плазмідного вектора приведена в додатку 1.
Плазміда pKNSCore 100 кодує гібридний білок
молекулярною масою 56 кД (496
амінокислот).

Штам - продуцент гібридного білка (ITG- 15
100) одержували трансформацією клітин
Є, coll Y1090 плазмідою pKNSCore 100.

Клітини-п роду центи ростуть добре на
простих поживних середовищах при тем-
пературах 32-42°С. При рості на м'ясо-пеп- 20
тонному поживному агарі формують гладкі,

круглі, плоскі, сірі, блискучі колонії з рівними
краями. При рості на рідких поживних
середовищах утворюють Інтенсивну муть.

Джерелом вуглеводів для клітин є вугле-
води, спирти, органічні кислоти. Клітини не
споживають ацетат, аданіт, лактозу, ксило-
зу. Джерелом азоту з'являються пептон,
амінокислоти І мінеральні солі в амонійній І
нітратній формах. Клітини ростуть при рН
6,0-8,0. Синтез г ібридного білка
відбувається при вирощуванні культури
Е. col! ITG-100 при температурі 32-42°С.

В оптимальних умовах ферментації
рекомбінантного штам а гібридний білок
нагромаджується усередині клітин в
нерозчиненій формі у вигляді тілець включен-
ня і по КІЛЬКОСТІ складає до 10% всього білка
клітин. Гликозилювання білка відсутнє.

Клітини рекомбінантного штаму виявля-
ють стійкість до ампіциліну, обумовлену
рекомбінантною плазмідою pKNSCore 100.

ДОДАТОК І

Hind ІП

5.0

4.0

Hind III

2.0

(Bgl II/Bam Я І)

Hind HI. Pst I, SaIG I, Xba I

Рестриційна карта рекомбінантної плазміди pKNSCore ІОО
Д- делеция
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Амінокислотна послідовність рекомбінантного білка
NS-pCore, 1488 амінокислоти. Молекулярна маса рекомбінантного білка 56 кД.
Ізоелектрична точка рекомбінантного білка РІ = 6,62

MEQRITLKEA WORSGAWLLP VSLVKRKTTL APNTQTASPR ALAOSLMOLA ROVSRI.NRLA
AHPPFASWRN SEEARTDRPS QQLRSLNGEW RFAWFPAPEA VPESWLECDL PEADTVVVPS
NWQMHGYDAP IYTNVTYPIT VNPPFVPTEN PTGCYSLTFN VOESWLQEGQ TRIIFOGVNS
AFHLWCNGRW VGYGODSRLP SEFOLSAFLR AGENRLAVMV LRWSDGSYLE DODMWRMSGI
FRDVSLLHKP TTQISOFHVA TRFNDDFSRA VLEAEVOMCG ELROYLRVTV SLWOGETQVA
SGTAPFGGEI IOERGGYADR VTLRLNVENP KLWSAEIPNL YRAWELHTA DGTLIEAEAC
DVGFREVRIE NGLLLLNGKP LLIRGVNRHE HHPLHGQVMO EQTMVQOILL MKQNNFNAVR
CSHYPNHPLW YTLCDRYGLY WDEANIETH GMVPMNRLTO DPRWLPAMSE RVTRMVQRDR
WHPSVIIWSL GNESGHGANH OALYRWIKSV OPSRPVOYEG GGADTTATDI ICPMYARVDE
OOPFPAVPKW SIKKWLSLPG ETRPLILCEY AHAMGNSLGG FAKYWOAFRO YPRLQGGFVW
OWVDQSLIKY DENGNPWSAY GGDFGOTPNO RQFCMNGLVF ADRTPHPALT EAKHGGQFFQ
FRLSGOTIEV TSEYLFRHSD NELLHWMVAL DGKPLASGEV PLDVAPOGKO LIELPELPOP
ESAGOLWLTV RWQPNATAW SEAGHISAWQ QWRLAENLSV TLPAASHAIP HJTSEMOFC
IELGNKRWOF NRQSGFLSOM WIGOKKOLLT PLRDOFTRAP LONDIGVSEA TRIOPNAWVE
RWKAAGHYQA EAALLQCTAO TLAOAVLITT AHAWQHQGKT LFISRKTYRI DGSGQMAITV
OVEVASDTPH PARIGLNCQL AQVAERVNWL GLGPQENYPO RLTAACFORW OLPLSDMYTP
YVFPSENGLR CGTRELNYGP HOWRGDFOFN ISRYSQOQLM ETSHRHLLHA EEGTWLNIOG
FHMGIGGDDS VAISPSVSAEFP GIPNPKPQRK TKRNTNRRPQ DVKFPGGGQI VGGVYLLPRR
GPRLGVRAPR KTSERSQPRG RROPIPKARR PEGRTWAOPG YPWPLYGNEG LGWAGWLLSP
RGSRPSWGPT OPRRRSRNCS QACAGSTMGA ASMTLTVOAR QLLSGIVQOG NNLLRAIEAO
OHiLQLTVWG IKQLQARILA VERYLKDQQL LGIWGCSGKL ICTTAVPWNA SWSNKSLEOI
WNNMTWMEWO REINNYTSLI HSLIEESQNQ QEKNEQELLE LOKWASLWNW FNITNWLWYI
KLFIMIVGGL VGLRIVFAVL SWNRVRQGY SPLSFOTHLP IPRGPORPEG IEEEGGEROR
ORSIRLVNGS LALIWOOLRS LJLFSYHRLR OLLLIVTRIV ELLGRRGWEA LKYWWNLLQY
WSQELKNSAV SLLNATAIAV AEGTORVIEV VQGAYRAIRH IPRRIROG
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