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Â ãåíîìå áàêòåðèé Bacillus pumilus 3-19 èäåíòèôèöèðîâàí ãåí ìåòàëëîïðîòåèíàçû
mprBp, ïðîäóêò êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ ïåðâûì áåëêîì-ïðåäñòàâèòåëåì êëàíà ìåòöèíêèíîâ
ó áàöèëë. Ïðèñóòñòâèå ýòîãî ìåòöèíêèíà ñîñòàâëÿåò ìåíåå 1% îò îáùåé ïðîòåîëèòè-
÷åñêîé àêòèâíîñòè êëåòîê. Èçâåñòíî, ÷òî â êëåòêàõ âûñøèõ îðãàíèçìîâ ýóêàðèîòè÷å-
ñêèå ìåòöèíêèíû îòâåòñòâåííû çà âîçíèêíîâåíèå âîñïàëèòåëüíûõ ïðîöåññîâ, íåâðîëî-
ãè÷åñêèõ ðàññòðîéñòâ, êàðäèîçàáîëåâàíèé, îáøèðíîãî ìåòàñòàçèðîâàíèÿ ïðè îíêîëî-
ãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèÿõ, êðîìå òîãî, ôåðìåíòû êëàññà ìåòöèíêèíîâ èãðàþò êëþ÷åâóþ
ðîëü â ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè öèòîêèíèíîâ, ôàêòîðîâ ðîñòà è äðóãèõ ïðîòåèíàç ÷åðåç
ìåõàíèçì îãðàíè÷åííîãî ïðîòåîëèçà. Èçó÷åíèå ôóíêöèîíàëüíîé ðîëè áàêòåðèàëüíûõ
ìåòöèíêèíîâ ìîæåò èìåòü íå òîëüêî ôóíäàìåíòàëüíûé, íî è ïðàêòè÷åñêèé èíòåðåñ.
Î÷èñòêà ñ ïîìîùüþ èîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèè äî ñèõ ïîð íå ïðèâåëà ê æåëàåìîìó
âûõîäó ôåðìåíòà. Ïîýòîìó, äëÿ ïîëó÷åíèÿ âûñîêîî÷èùåííîãî ãîìîãåííîãî ïðåïàðàòà
ìåòàëëîïðîòåèíàçû B. pumilus 3-19, ãåí ôåðìåíòà (mprBp) áûë êëîíèðîâàí â êëåòêàõ
B. subtilis è Escherichia coli. Ìåòîäèêà êëîíèðîâàíèÿ âêëþ÷àëà âûäåëåíèå: êîäèðóþùåãî
ðåãèîíà çðåëîãî áåëêà - mprBp (1), çðåëîãî áåëêà è ïðîïåïòèäà - PP+mprBp (2), à òàê-
æå âñåé ñòðóêòóðíîé îáëàñòè ãåíà - SP+PP+mprBp (3). ÏÖÐ ïðîäóêòû òð¼õ êîìáèíà-
öèé ýêñïðåññèðîâàëèñü íà ìóëüòèêîïèéíûõ ïëàçìèäàõ pKLD66 è pGP380. Îáà âåêòîðà
íåñóò àôôèííûå ìåòêè (6His-tag è Step-tag ñîîòâåòñòâåííî) è ñèëüíûå ïðîìîòîðû. Îò-
ëè÷èòåëüíîé õàðàêòåðèñòèêîé âåêòîðà pKLD66 ÿâëÿåòñÿ òàêæå íàëè÷èå ãåíà ìàëüòîçà-
ñâÿçûâàþùåãî áåëêà (ÌÑÁ), êîòîðûé ñïîñîáñòâóåò ïîâûøåíèþ ðàñòâîðèìîñòè ñèíòå-
çèðóåìîãî áåëêà è äåëàåò åãî áîëåå ñòàáèëüíûì, à òàêæå íàëè÷èå ñàéòà TEV-ïðîòåàçû
äëÿ ïîñëåäóþùåãî îòùåïëåíèÿ ÌÑÁ è 6His-tag ìåòêè. Ñåêâåíèðîâàíèå êîíñòðóêöèé
ïîêàçàëî êîððåêòíîå âñòðàèâàíèå âñåõ êîìáèíàöèé ãåíà mprBp â âûáðàííûå âåêòîðà, à
íåêîòîðûå çàìåíû íóêëåîòèäîâ íå ïðèâåëè ê ñäâèãó ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ ãåíà èëè ñìåíû
àìèíîêèñëîò. Èñïîëüçîâàíèå òàêîãî ïîäõîäà ïîìîæåò âûÿâèòü ýêñïðåññèîííóþ ñèñòåìó
ñ ìàêñèìàëüíûì âûõîäîì è íàèìåíåå òîêñèííûì ýôôåêòîì ìåòàëëîïðîòåèíàçû.
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