
III. BIOKONVERZIÓ

(Biotechnológia 2001)

SEJT- ÉS ANYAGCSEREFOLYAMATOK FEHÉRJE FOSZFORILÁCIÓS ÉS DEFOSZFORILÁCIÓS MECHANIZMUSAIRA HATÓ GÁTLÓ MOLEKULÁK TERVEZÉSE, KÉMIAI SZINTÉZISE ÉS BIOLÓGIAI HATÁSELEMZÉSE NATÍV ÉS REKOMBINÁNS RENDSZEREKBEN

Szerződésszám: OMFB- 00200/02 (BIO-00065/01)

Kezdési időpont: 2002. január 1.

Időtartam: 31 hónap

Összes költség: 85,28 M Ft

OM támogatás: 42,64 M Ft

Rövid cím: Kináz és foszfatáz gátlók szintézise

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A sejtfolyamatok szabályozása a membránon történő jelátviteli mechanizmusokon keresztül történik, mely magában foglalja a nagy számban jelenlévő különféle enzimek közvetlen vagy közvetett módon történő aktiválását. A jelátviteli folyamatok során aktiválódó enzimek közé tartoznak a fehérjék reverzibilis foszforilációját katalizáló protein kinázok és foszfatázok, melyek számos fehérje foszforilációs szintjének kialakításában játszanak szerepet, ezzel pl. a metabolikus folyamatokat, a sejtciklust, a sejtek alakváltozását, kontraktilitását, migrációját, a sejtnövekedést és differenciálódást, valamint a sejthalált is szabályozzák. A sejtfehérjék foszforilációs szintjének kóros megváltozása ugyanakkor daganatos transzformációkat és egyéb pathológiás elváltozásokat (pl. anyagcsere zavarok, normálistól eltérő érműködés) indukálnak. Ismervén a daganatos betegségek incidenciájának és főként mortalitásának riasztóan emelkedő adatait (Magyarországon az 2000-ben több mint 30.000 haláleset okaként említik ezen betegségcsoportot), nem meglepő, hogy ezen jelenségek a protein kinázok és foszfatázok aktivitását szabályozó effektor molekulák kutatására irányították a figyelmet. 

Kutatócsoportunk munkássága a fehérje foszforiláció-defoszforiláció kutatásában elsősorban a Ser/Thr specifikus enzimek vizsgálatára irányult, és főként a protein kináz C (PKC) izoenzimcsalád, valamint a protein foszfatáz 1 (PP1) és 2A (PP2A) enzimek tanulmányozásához kapcsolódott. Olyan natív humán sejtes rendszereket hoztunk létre, melyek segítségével sikerrel vizsgáltuk az enzimek szerepét különféle sejtfolyamatok (pl. daganatos transzformáció, programozott sejthalál) szabályozásában. Elemeztük emellett a különféle enzimek regulátor és katalítikus alegységeinek, illetve doménjeinek különféle szabályozási mechanizmusait mind in vitro és in vivo, valamint molekuláris biológiai technikákat felhasználva jellemeztük az egyes izoformák tulajdonságait. Ezen túlmenően jelentős tapasztalatokat szereztünk különböző szerkezetű hatóanyagok kémiai szintézisében, valamint szerkezet-hatás vizsgálatában is.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A PKC és PP enzimek aktivitásának szabályozására (mely a potenciális terápiás felhasználás kulcslépése) a katalitikus és regulátor alegységek (vagy domének) egyaránt célpontul szolgálhatnak. Az ismert inhibitorok ugyanakkor több hiányossággal és nem kívánt hatással is bírnak. Egyrészt, más kináz/foszfatáz rendszerek aktivitását is befolyásol(hat)ják, másrészt egyik gátlószer sem rendelkezik valódi izoenzim-specificitással. Fontos hangsúlyozni emellett, hogy a rendelkezésre álló adatok in vitro rendszerekből származnak, így felderítésre vár a vegyületcsaládok in vivo (azaz sejtes rendszerben való) hatásosságának leírása, nem is beszélve a molekulák egyéb tulajdonságainak (membránpermeáció, toxicitás, stb.) feltérképezéséről. Mindezen hiányosságok felvetik a szelektív, típus- és izoenzimspecifikus kináz és foszfatáz inhibitorok kifejlesztésének igényét. Ezek alapján a szerződés keretében egyrészt új, a protein kinázokat és foszfatázokat szabályozó gátló molekulákat kívánunk azonosítani és előállítani, valamint hatékonyságukat vizsgálni különféle biológiai rendszerekben. Ezen túlmenően olyan új rekombináns biológiai rendszerek létrehozása is célunk, melyek segítségével a protein kináz és foszfatáz családok önálló és együttes vizsgálatára is lehetőség nyílik.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

Az új molekulák szintézisének kísérletsoraiban (a potenciális kindulási vegyületcsalád azonosítása érdekében) először ismert inhibitorok jellemzését végezzük natív celluláris rendszerekben. Ezzel párhuzamosan megkezdjük új inhibitor vegyületek tervezését, valamint kémiai szintézisét, továbbá biológiai hatáselemzését in vivo és in vitro rendszerekben. Ezen kísérleteinkben vizsgáljuk emellett a kináz és foszfatáz enzimek, valamint az esetleges célfehérjék között fellépő protein-protein kölcsönhatásokat, mely kísérleteinkben a kinázokat és foszfatázokat szabályozó fehérjék felismerése nyílik mód.

Az új rekombináns biológiai rendszerek létrehozása során először optimalizált sejtes rendszerekben a protein kináz és foszfatáz mintázat önálló és/vagy együttes megváltoztatását végezzük el rekombináns technikák segítségével. Ezen rendszerekben vizsgáljuk a rekombináns fehérjék overexpressziójának hatását meghatározott sejtspecifikus folyamatokra, valamint a kináz és foszfatáz enzimek működésére. Végezetül az újonnan előállított rendszerekben elemezzük az új inhibitor vegyületek jellegzetességeit, valamint a sejtfolyamatokra gyakorolt hatásaikat.

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

Optimalizált natív sejtes rendszerekben (bőr és izomsejtek) megkezdtük különféle kináz és foszfatáz inhibitorok (indol-vegyületek, kantaridin-származékok) biológiai hatáselemzését. Sikerrel hajtottuk végre emellett a PKC és PP enzimek néhány izoformájának rekombináns klónozását eukarióta expressziós vektorokba. Végezetül megkezdtük az első kiválasztott vegyület családok (flavonoidok, endotál-származékok) kémiai szintézisét is.
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Biomasszából hidrogént termelő biotechnológiai rendszerek fejlesztése, a hatékonyság növelése extremofil mikroorganizmusok és membrán bioreaktor segítségével

Szerződésszám:  OMFB- 00525/02 (BIO-112/01)

Kezdési dátum: 2002. február 15.
Időtartam: 36 hónap
Összköltség: 120 M Ft
OM támogatás: 60 M Ft
Témakör: nanobiotechnológia
Acronym: BIOHIDROGEN
A Szerződés témájának háttere

A ma még számos megoldatlan tudományos problémát kínáló, a fényenergiát közvetlenül hidrogénné alakító biotechnológiai rendszerek vizsgálata alapkutatási szinten világszerte intenzíven folyik. A gyakorlati megoldáshoz közelebb álló rendszerekben egy másik biológiai hidrogén termelési lehetőséget aknáznak ki: anaerob heterotróf mikroorganizmusok nagy mennyiségű hidrogént állítanak elő a biomassza formában megkötött napenergiából. 

Magyarország különlegesen kedvező helyzetben van a biohidrogénnel kapcsolatos csúcstechnológiák fejlesztése terén, mivel:

· nagy területeken (melyek az EU csatlakozás által előírt mezőgazdasági szerkezetváltás révén csak növekedni fognak) termeszthetők gazdaságosan sok biomasszát szolgáltató energianövények (pl.: csicsóka, édescirok, kenderfélék).

· itt koncentráltan van jelen a szükséges, felkészült és a megfelelő tapasztalatokkal már rendelkező szakembercsapat.

· a hazai K+F munka szoros kapcsolatban áll a nemzetközi fejlesztésekkel, tudományos eredményeit illetően a nemzetközi élvonalhoz tartozik.

· fosszilis energiahordozókban szűkölködő ország lévén Magyarországon nincs olyan erős „fosszilis energia lobbi”, amely sok fejlett országban az alternatív energiahordozók fejlesztését eredményesen gátolja (egy pozitív ellenpélda Norvégia, ahol a jelentős saját fosszilis készletek ellenére komoly erőket fordítanak az alternatív és megújuló energiaforrások kutatására).

A megvalósításra ajánlott fejlesztési projekt részben csatlakozik az EU 5. Keretprogram kertében támogatást nyert “A novel bioprocess for hydrogen production from biomass for fuel cells” (EU 5th FP QLK5-CT-1999-01267.) címmel, Pályázó részvételével futó projekthez, aminek továbbfejlesztését jelenti. Jelen pályázat az EU 5th FP projekt menetközben felismert korlátozó tényezőinek kijavításával, a biohidrogén sikeres termeléséhez szükséges új technológiai megoldások bevezetésével (termofil mikroorganizmusok, membrán bioreaktor alkalmazása) járul hozzá a gyakorlatban hasznosítható biológiai rendszerek kifejlesztéséhez. 

A biológiai hidrogén termelés témakörében az európai vezető alapkutató laboratóriumok együttműködését koordináló COST Action 841 “Hydrogen biodiversity” 12 ország kutatóit összefogó hálózat vezetőjeként Pályázó kellő áttekintéssel rendelkezik az európai biohidrogén kutatások területén és szükség esetén a projekt megvalósításához nemzetközi együttműködéseket könnyen tud bevonni. 

A Szerződésben megfogalmazott munka célja

A pályázat fő célja olyan biotechnológiai rendszerek kifejlesztése, amelyek a biomassza hidrogénné történő hatékony átalakítását képesek megvalósítani. A célkitűzést úgy kívánjuk elérni, hogy a kifejlesztendő új technológia egyesítse a pályázó mikrobiológiai, molekuláris biológiai és a partner műszaki fejlesztő intézet membrán-fermentor technológiai ismereteit. A tervezett munka eredménye olyan, hazai és külföldi piacokon értékesíthető know-how lesz, amely egyrészt hozzájárul a megújuló biomassza hasznosításához. Másrészt a biomasszából a modern üzemanyagcella alapú elektromos áram termelő rendszerek táplálására alkalmas hidrogént állít elő, csökkentve ezzel az üvegház-hatással járó globális környezeti terhelést és növelve a megújuló energiafelhasználás hányadát.

A pályázati támogatással megvalósítandó feladatok az anaerob biohidrogén előállítási technológiákat három lényeges ponton kívánják javítani. 

1. A biológiai hidrogéntermelő rendszerben termofil és hipertermofil mikroorganizmusokat hasznosítunk, amelyekkel a rendszer hatásfokát növeljük.

2. A biohidrogén termelésbe lehetőség szerint olyan természetből izolált (vagy mesterségesen előállított) mikroorganizmusokat használunk, amelyek biopolimereket, célszerűen cellulózt képesek átalakítani.

3. A mikroorganizmusok immobilizálása, a termékgátlás csökkentése és így a hatékonyság további növelése érdekében a folyamatot membrán-fermentorban valósítjuk meg.

A Projekt Ismertetése

A megvalósításhoz szükséges fejlesztő tevékenység során a következő konkrét feladatokat kell megoldanunk.

1. A biológiai hidrogén termelő membrán bioreaktor sajátosságainak legjobban megfelelő mikroorganizmus kiválasztása, jellemzése, szükség esetén molekuláris genetikai eszközök bevonásával új tulajdonságokkal való felruházása.

A munka során olyan mikroorganizmusokat választunk ki, amelyek a rendszer követelményeinek legjobban megfelelnek. Ilyen lehet a T. roseopersicina, illetve annak a hidrogén felvétel irányában aktívabb hidrogenázait nélkülöző deléciós mutánsai. A T. roseopersicina előnye, hogy fototróf körülmények között, tehát egyszerűen és olcsón tenyészthető és a hidrogén anyagcserében szereplő folyamatokról viszonylag sokat tudunk korábbi vizsgálatainkból. Hátránya, hogy biztosan nem tud cukor-polimereket bontani és a hidrogén termelés szempontjából valószínűleg legfontosabb 3. hidrogenázát még nem ismerjük alaposan. A T. roseopersicina mellett vizsgálni kívánjuk a T. litoralis hipertermofil mikroorganizmust és kutatunk használható termofilok után. Összehasonlító vizsgálatokkal választjuk ki a hidrogén termelésre legalkalmasabb törzset. 

2. Membrán bioreaktor alkalmazások.

A membrán bioreaktorokról több ismeret áll rendelkezésünkre, mint a biológiai komponensről. A célkitűzésben megfogalmazott alkalmazásra azonban még nem használták ezeket a rendszereket. A kísérletes munka ennek megfelelően az optimális fermentor elrendezés kiválasztására, a biológiai rendszerrel leginkább kompatibilis körülmények optimalizálására és a rendszer teljesítőképességének fokozására irányul.

3. Hidrogén tárolás nanocsövekben.

A hidrogén szén nanocsövekben való tárolásával kapcsolatosan a következő konkrét feladatokat kell elvégezni a pályázat támogatásával.

1. Elő kell állítani a kísérletekhez szükséges mennyiségű egy és többfalú szén nanocsövet. Mind az egyfalú, mind a többfalú nanocsövek esetén tanulmányozni kívánjuk a mechanikai őrlés hatását a nanocsövek hossz-átmérő arányának változtatása céljából.

2. Optimalizálni kell a hossz-átmérő arányt mindkét típusú nanocsőnél adszorpciós kísérletekkel és az optimális arányokkal rendelkező nanocsövek gyártásának körülményeit rögzíteni kell. Adszorpciós kísérletekkel határozzuk meg az egyes tervezett kémiai módosítások hatását. Azt tapasztaltuk ugyanis, hogy kémiai módosítással jelentősen befolyásolható a szén nanocsövek adszorpciós tulajdonsága.

3. Kísérleti körülmények között meghatározzuk az egyes nanocső minták hidrogénadszorpciós kapacitását, azokat összehasonlítva javaslatot teszünk a feladat megoldására legalkalmasabbnak tartott anyagra. Ezzel az anyaggal tárolási kísérleteket végzünk.

Rekombináns Pichia pastoris génexpressziós rendszerének felhasználása nagyértékű biológiailag aktív fehérjék fermentációs előállítására

Szerződésszám: OMFB-00173/02 (BIO-128/2001)

Kezdési időpont: 2002.02.19

Időtartam: 3 év

Összes költség: 37,1MFt

OM támogatás: 17,5MFt

Rövid cím: Rekombináns Pichia fermentáció

Kutatási téma: 

A szerződés témájának háttere

A biotechnológia századában még mindig jelentős problémát okoz az új, genetikailag módosított élőlényeken alapuló eljárások elterjesztése és gyakorlatba ültetése.  Bár a rekombináns technológiák a hagyományos eljárásokkal szemben számos előnyös tulajdonsággal rendelkeznek, magyarországi megjelenésük igen nehézkes.  Alapkutatás jellegű molekuláris biológiai munka az ország több kutatóhelyén is folyik, a további hasznosítás szempontjából fontos összekötőkapocs az elmélet és a gyakorlati alkalmazás között azonban még hiányzik.  Ezen helyzeten kíván változtatni a Biotechnológia 2001 program keretében végzett programunk.  Célunk egy Pichia pastoris élesztőn alapuló, korszerű fehérje expressziós rendszer meghonosítása, fejlesztése és ipari termelésre alkalmassá tétele.  A projektben kiválasztott három kifejezni kívánt enzimfehérje a hazai gyógyszer és finomkémiai ipar érdeklődésére is számot tart.
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Sarjadzó Pichia pastoris sejtek  mikroszkópos felvételeken.

A Pichia pastoris élesztőn alapuló rekombináns fehérje termelő rendszer a jelenleg a világon ismert legsikeresebb eljárások közé tartozik, mellyel a termelni kívánt fehérjét nagy koncentrációban, könnyen tisztíthatóan és az eredeti biológiai tulajdonságokkal lehet előállítani.

A Pichia pastoris élesztő alkohol-oxidázán alapuló rekombináns fehérje előállítás a következő előnyös tulajdonságokkal rendelkezik:

· a hagyományos szervezetekhez (Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae) képest kiemelkedően magas termékkoncentráció

· legalább 65 kDa fehérjeméretig extracelluláris fehérjeexpresszió

· natív szerkezetű funkcionális fehérje eukarióta eredetű rekombináns termékeknél is

· glikopeptideknél általában az eredetivel megegyező szénhidrátszerkezet 

· genetikailag stabil

· tiszta tápoldat: csak szénforrás és szervetlen sók

· indukálható termékképzés

· Saccharomyces és eredeti leader szekvencia általában megfelel az extracelluláris fehérje-expresszióhoz   

A Pichia pastoris expressziós rendszer felhasználásával nyerhető gyártási előnyök:
· az expressziós rendszer kereskedelemben kapható, viszonylag könnyen alkalmazható az előállítani kívánt fehérjére

· a rekombináns élesztő eltartása genetikai stabilitása miatt egyszerű

· a genetikai stabilitás és az indukálható termékképzés megbízható fehérjeelőállítást tesz lehetővé

· a nagy termékkoncentráció, az extracelluláris kifejezés és a tiszta tápoldat alacsony költségű terméktisztítási eljárásokat enged meg

· az eredetivel megegyező fehérjekonformáció biztosítja a termék megfelelő biológiai aktivitását

· a natív fehérjével megegyező cukorszerkezet glikoproteinek esetén nem vált ki immunreakciót, így szükségtelenné teszi a fehérje utólagos módosítását humán felhasználáshoz 

A szerződés témájának célja

A Biotechnológia 2001 program által támogatott projektünk három nagy gazdasági potenciállal rendelkező fehérje (humán szérum albumin=HSA, antithrombin III=ATIII és 1,3-propándiol-dehidrogenáz=1,3-PDDH) Pichia pastoris élesztőben történő előállítását tűzte ki célul.  

A humán szérum albumin májban szintetizált fehérje, amely a plazma egyik fő alkotója.  Elsődleges élettani funkciója az ozmotikus egyensúly fenntartása a keringési rendszerben, de hordozófehérje funkciót is ellát.  Klinikai alkalmazása traumás sokk és hypoalbuminaemia esetén történik.  Kedvező tulajdonságai miatt hidrofób tulajdonságú gyógyszerhatóanyag-hordozóként történő felhasználására kiterjedt kísérletek folynak (pl. taxol-HSA komplex).  Jelenlegi előállítása humán plazmából történik.  Az emberi vér korlátozott hozzáférésű és nem tudja fedezni a növekvő HSA igényeket, ezenkívül virálisan fertőzött lehet.  A Pichia pastorisszal előállított rekombináns HSA a plazma eredetűvel teljesen megegyező szerkezetű, korlátlan hozzáférésű, ezért gyártása indokolt lehet.  A gazdaságos előállítás a fermentorban elérhető HSA koncentráció függvénye.  A rekombináns Pichia pastorisszal publikált HSA koncentráció 4 g/l, de ennél már jelentősen magasabb termékkoncentrációt is elértek.  A Pichia pastorishoz kapcsolódó HSA gyártás 8-10g/l fehérjekoncentráció fölött gazdaságosan megvalósíthatónak látszik.  

Mivel a HSA-t már kifejezték Pichia pastorisban, a projekt célja megfelelően nagy termékkoncentráció (>8g/l) elérése a következő módon:

- nagy kópiaszámú törzsek készítése

- magas sejtkoncentrációjú tenyészetek használata folytonos fermentációs rendszerben

- a szubsztrátbetáplálás optimalizálása 

- a káros proteolízis csökkentése 

Az ATIII a szerin proteáz inhibitor család tagja, glikoprotein.  Fiziológiás szerepe számos véralvadási faktor (thrombin, IXa, Xa, XIa és XIIa faktor)  aktiválása.  Klinikailag öröklött vagy szerzett ATIII deficiencia kezelésére használják.  Előállítása humán plazmából történik, azonban alacsony koncentrációja és a lehetséges vírusfertőzések miatt rekombináns gyártással is próbálkoztak, de az így nyert termékkoncentrációk nem voltak megfelelően magasak, ezen kívül a rekombináns fehérje cukormintázata sem felelt meg a humán változaténak.  ATIII Pichia pastorisszal történő előállítása nem ismert.  Mivel a Pichia a legtöbb esetben az emberi fehérjéket az eredetinek megfelelő glikozilezettséggel, a hagyományos expressziós rendszereknél jelentősen nagyobb koncentrációban állítja elő, ATIII termelő Pichia pastoris élesztő előállítása indokolt.

Az 1,3-PDDH a glicerin 1,3-propándiollá történő, két konszekutív lépésből álló redukálásának második enzime a fakultatív anaerob Enterobactericeae család tagjaiban és néhány egyéb anaerob prokariótában található meg.  Az 1,3-propándiol egyre népszerűbb kopolimer alapanyag, melyből kedvező tulajdonságú tartós és biológiailag degradálódó műanyagok is készíthetőek (pl. Corterra=tereftálsav+1,3-PD).  Előállítására a kémiai szintetikus út (Shell Chemical Company, Degussa/DuPont) és a biológiai megoldás vetekszik.  Biológiai előállítása vagy hagyományos fermentációs úton, vagy rekombináns termelő törzzsel történik.  Az első megoldás hatékonysága a felhasznált törzsek kevert típusú fermentációja miatt nem javítható.  További hátrányt jelent a törzsek patogenitása (Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii. A jelentős érdeklődés ellenére az 1,3-PDDH ismereteink szerint még nem kapható kereskedelmi forgalomban.  Célunk genetikailag stabil rekombináns Pichia pastorison alapuló 1,3-PDDH előállítás megvalósítása.  A fehérje extracelluláris előállítása az 1,3-PDH előállítását jelentősen leegyszerüsíti.
A projekt megvalósulásával egy elterjedőben lévő, széleskörűen alkalmazható, jó tudományos-gazdasági kilátásokkal rendelkező rekombináns rendszer honosodik meg Magyarországon. 

A munka tartalmi leírása

A munkaterv tartalmazza a fehérjék klónozását, multikópiás vektorok készítését, kifejezését Pichia pastoris metanogén élesztőben, a rekombináns törzs-tenyésztés kinetikájánaki feltárását, és nagy produktivitású kontrolált fermentációs módszer kidolgozását kísérleti üzemi méretig történő léptéknöveléssel.

A projekthez kapcsolódó molekuláris biológiai munkát a Szt. István Egyetemen végzi az együttműködő partner, műegyetemi biomérnök hallgatók bevonásával.  A munka során a kifejezni kívánt fehérjék génjeit a már részben rendelkezésre álló forrásokból tisztítják, Pichia pastoris élesztőben és Escherichia coli baktériumban egyaránt használható hordozóvektorba juttatják, majd ellenőrzik a kifejeződésüket.  A fehérjeexpresszió javítására multikópiás plazmidokat készítenek, majd törzsszelekcióval választják ki a legjobb termelő törzseket.  Ezen törzsek fermentoros tenyésztése, a fermentációk szabályozásához szükséges technológiai-matematikai háttér kifejlesztése a BME Mezőgazdasági Kémiai Technológia Tanszékén történik.  A BME-n történik az optimalizált fermentációk méretnövelése is kísérleti üzemi léptékig.  Amennyiben az eredeti forrásból származó génekkel kapott enzimek csökkent enzimaktivitást vagy nem megfelelő glikozilációt mutatnak, a kódoló szakaszok fejlesztése is a munka részétképezi (pl. gene shuffling eljárással).

A jelen helyzet, eredmények

A Szt. István Egyetemen a molekuláris biológiai munkához (PCR, elektroporátor, ELFOk, izotóplabor stb.), a BME MGKT-n pedig a fermentáció fejlesztéshez szükséges eszközök (automatizált fermentorok 0,8-230 literig, szeparátorok, ELFO, HPLC, GC, saját fejlesztésű metanolszenzor stb.) már rendelkezésre állnak.  A projekt sikeres teljesítéséhez a vállalók a Pichia pastorisszal végzet több éves kutatómunkája jelent garanciát.
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B. Braun Biostat Q kísérleti fermentorok, 4*0,8l kapacitással.
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Rövid cím: Búzacsíra kivonat immunmoduláns hatása

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A rosszindulatúan elfajult (rákos) sejtek legtöbb esetben olyan megváltozott saját struktúráknak tekinthetők, amelyeknek a felismerése, elpusztítása és a szervezetből való eltakarítása az immunrendszer ellenőrző funkciójának része. A tumor-immunológiai kutatások alapján vitathatatlan, hogy a szervezet védekező mechanizmusai közül a celluláris immunválasz képes a leghatékonyabban felismerni és eltakarítani a daganat sejteket, illetve gátolni azok metasztázisát.

A citotoxikus T limfociták (CTL) közvetítette funkciók elsősorban azokban a tumor eliminációs folyamatokban érvényesülnek, amelyek során az elfajult sejtek speciális tumorantigéneket fejeznek ki az MHC-I molekulákhoz asszociáltan. Ennek a folyamatnak alapfeltétele tehát a tumorspecifikus peptid sejtfelszíni megjelenése a daganatsejt által szintetizált MHC-I molekulákon. Azok a daganatsejtek, melyek sejtfelszíni MHC-I molekuláikat teljesen vagy jelentős részben elvesztették, az NK sejtek áldozatául esnek. Bár ez utóbbi sejteknek a citotoxikus T sejtek iránti érzékenysége csökkent mértékű, ezzel a mechanizmussal biztosított az eliminációjuk. A makrofágok funkcióit gátló anyagok általában fokozzák, az azokat serkentők pedig gátolják a daganatok növekedését. A tumorellenes hatást az aktivált makrofágok termékei közvetítik.

Több adat utal arra, hogy az MSC (kereskedelmi név: AVEMAR) in vivo állatkísérletekben és klinikai vizsgálatok alapján gátolja egyes tumorok növekedését és az áttétképződést. Egyes eredményekből arra is lehet következtetni, hogy az MSC befolyásolhatja az immunrendszer működését is, erre mutatnak a következő kísérleti adatok: (1) az MSC autoimmun beteg egerekben (systemic lupus erythematosus - SLE) per os alkalmazva csökkentette a kísérletes SLE klinikai tüneteit feltehetően azáltal, hogy megváltoztatta a TH1/TH2 sejtek arányát, illetve gátolta a TH2 immunválaszt. Tisztított makrofágokon végzett vizsgálatok (2) arra utalnak, hogy az MSC a sejtekben fokozza a TNF termelését, amely egyike a leghatékonyabb gyulladást kiváltó, és tumor ellenes citokineknek. (3) Az MSC jelentős mértékű apoptózist váltott ki T- és B- limfocita sejtvonalakban, bár hasonló hatást nem okozott egészséges egyén véréből tisztított mononukleáris sejtekben. E kísérlet másik eredménye arra utal, hogy az MSC a tumor sejtek esetében gátolta az MHC I molekulák megjelenését, amely a daganat ellenes tumor választ az NK sejtek közvetítésével indukálja.

Ezek az eredmények tehát arra utalnak, hogy a sok komponensből álló AVEMAR hatással van az immunrendszer működésére, de ennek pontos mechanizmusát további vizsgálatok, kell hogy feltárják. 

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

Pályázatunk célja, hogy in vitro körülmények között megvizsgáljuk a fermentált búzacsíra kivonat (kódnév: MSC; kereskedelmi név: AVEMAR) és tisztított frakcióinak hatását azokra az immunsejtekre és immunfolyamatokra, amelyek közismerten szerepet játszhatnak a tumorsejtek elpusztításában, illetve eliminációjában. Az elmúlt években laboratóriumi illetve klinikai eredmények alapján felvetődött annak lehetősége, hogy az MSC tumor metasztázisok képződését csökkentő hatásának egyik oka a daganat leküzdésében résztvevő immunsejtek aktiválódása lehet. Ennek tisztázása, és az immunrendszerre gyakorolt hatás korszerű eszközökkel történő igazolása esetén vizsgálni kívánjuk a hatás mechanizmusát. Tervezett vizsgálatainkban MSC kivonatot továbbá annak különböző frakcióit egyaránt alkalmaznánk.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

Kutatásaink a következő feladatok köré szerveződnek:

Fermentált búzacsíra frakcionálása és a frakciók fiziológiás oldatban való előállítása.

Az MSC-nek és egyes frakcióinak, illetve egyes frakciók kombinációinak hatását T- és B-sejtvonalakon, illetve egészséges emberek véréből származó immunológiailag kompetens sejteken tanulmányozzuk (a frakciókat, ill. ezek kombinációit csupán azokban a kísérletekben teszteljük, amelyek változást mutattak a nem-frakcionált MSC-vel történt kezelések esetén).

Vizsgáljuk az MSC-nek és egyes frakcióinak, illetve egyes frakciók kombinációinak hatását leukémiás betegek véréből származó leukocitákon.

A fermentált búzacsíra kivonat esetleges immunmodulációs hatásának tanulmányozása colorectalis carcinómában, ill. egyéb tumoros megbetegedésben szenvedő betegek esetében. (A vérminták a Biromedicina Rt. által szponzorált klinikai vizsgálatokból származnak.)

Az MSC és frakcióinak az immunsejtekre gyakorolt hatását a következő paraméterek elemzésével kívánjuk vizsgálni: limfocita populációk (T-, B-, NK-sejt) arányában bekövetkező változások; a TH1, TH2 sejtek arányának elemzése a belőlük felszabaduló citokinek mérésével; monocitából in vitro differenciáltatott dendritikus sejtek ko-stimulátor (pl. B7-1, B7-2) molekula expressziójának, és citokin termelésének vizsgálata; monocitából in vitro differenciáltatott makrofágok citokin (TNF, IL-1, IL-6) termelésének vizsgálata; limfocita populációk (T-, B-, NK-sejt), monociták/makrofágok, dendritikus sejtek apoptózis kiváltása
A PÁLYÁZAT VÁRHATÓ EREDMÉNYE

Előzetes kutatási eredmények alapján feltételezhető, hogy az MSC befolyásolja az immunrendszer működését. Pályázott kutatásaink eredményeként pontosabb információt nyerhetünk az MSC immunkompetens sejtekre gyakorolt hatásáról. Mivel fő célunk a sok komponensből álló MSC hatékony molekulá(i)nak azonosítása, az MSC mellett annak makrofrakcióit is vizsgáljuk. Elképzelhetőnek tartjuk, hogy az egyes frakciók hatása az MSC-hez viszonyítva eltérő lesz, és kedvező esetben eredményesebb hatóanyaghoz vagy hatóanyagcsoporthoz juthatunk. Ennek létjogosultságát a jelen pályázatban részletezett kutatások hivatottak eldönteni.
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