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Перспективной системой для производства белков является Bacillus megaterium DSM319. Данный вид имеет полный набор генов, необходимых для проявления компетентности, но в лабораторных условиях не удалось получить компетентные клетки Bacillus megaterium. Для исследования механизма активации транскрипции ComK, необходимо определение структуры, поэтому, важный этап достижения гомогенности белкового препарата – клонирование гена и отработка протокола очистки.

Для получения очищенного препарата фактора компетентности ComK Bacillus megaterium DSM 319 был проклонирован ген comK в экспрессирующий вектор pET-300NT с помощью CPEC реакции, данная конструкция трансформирована в штамм E.coli One Shot® BL21 Star™ (DE3) и проведена Ni-аффинная хроматография клеточного лизата. Работа проводилась с применением молекулярно-генетических и биохимических методов.
Ген comK, выделенный из тотальной ДНК B. megaterium DSM 319, и вектор pET-300NT были амплифицированы, продукты обоих реакций очищены, смешаны в эквимолярном соотношении и использованы для реакции CPEC клонирования (вектор и вставка приобретают перекрывающиеся области на концах). Реакционная смесь без какой-либо предварительной очистки была использована для трансформации E.coli One Shot® TOP10. Наличие плазмиды со вставкой правильной длины проверено методом ПЦР – колоний полученных трансформантов. 10 из 14 клонов имели вставку правильной длины, следовательно, эффективность CPEC клонирования по сравнению с рестриктазным клонированием выше. Участок плазмидной ДНК между Т7 промотором и терминатором был просеквенирован, мутаций в гене не обнаружено.

Полученная конструкция pET300NT-ComK трансформирована в экспрессирующий штамм E.coli One Shot® BL21 Star™ (DE3). Индукция экспрессии IPTG была проведена в 500 мл культуры, из данного объема получено 10 мл лизата с концентрацией белка 4.6 мг/мл, лизат в дальнейшем использовали для Ni-аффинной хроматографии. 

Элюцию связавшихся белков проводили линейным градиентом имидазола от 20 до 500мМ, наблюдали два четких пика в области поглощения 280нм.
Собранные фракции проанализированы SDS – электрофорезом в денатурирующих условиях. ComK дал одну полосу в области 18кДа. Фракции были собраны и сконцентрированы до 3 мл (концентрация 3.2 мг/мл).
В результате была синтезирована векторная конструкция pET-300-ComK для экспрессии транскрипционного фактора ComK. Работа показала эффективность и простоту CPEC клонирования для создания векторных конструкций.

Получен очищенный препарат рекомбинантного ComK (9.6мг белка из 500мл культуры E.coli One Shot® BL21 Star™ (DE3)). Для дальнейшей очистки до полностью гомогенного состояния требуется проводить дополнительные этапы хроматографии.
