Komplex humán szerin-proteázok fragmenseinek rekombináns úton való előállítása diagnosztikai kitek kifejlesztése céljából

Pályázat szám: BIO-00019/2002  

Kezdési dátum: 2002. szeptember 1.

Időtartam: 36 hónap

Összköltség: 61 M Ft  

OM támogatás: 45 M Ft

Témakör: Nagyértékű termékek kifejlesztése biokonverzióval; gyógyszerhatóanyagok bioszintetikus eljárásainak kidolgozása 

Acronym: REKMASP

A szerződés témájának háttere

A szérumfehérjék koncentrációjának mérésére szolgáló diagnosztikai reagenskészletek értéke nehezen becsülhető alá. Különösen igaz ez olyan, a gyógyászatban hasznosítható, fehérjeszinteket mérő reagenskészletekre, amelyekről bizonyított a fehérjék egyes betegségekben játszott szerepe. A diagnosztikai reagenskészletekben alkalmazható antitestekkel szemben alapkövetelmény, hogy nagy hatékonysággal és specifikusan reagáljanak a szérummintákban megtalálható azon fehérjékkel, amelyek koncentrációit meg kívánjuk határozni. Az ilyen specifikus antitestek előállításához tehát nagy tisztaságú és natív szerkezettel rendelkező fehérjék vagy fehérjefragmensek szükségesek.

Számos fehérje normál humán szérumban igen alacsony koncentrációban van jelen, ami az ilyen fehérjék vérből való izolálását nagyban hátráltatja. A bakulovírus vagy emlős expressziós rendszerekben kifejezett rekombináns fehérjék hozama gyakran olyan alacsony, hogy tisztításuk gyakorlatilag nem kivitelezhető. Látható tehát, hogy bizonyos fehérjék esetén alkalmas antitestek előállításához először egy módszert kell kifejleszteni, amely segítségével ezeket a ‘problémás’ fehérjéket vagy azok fragmenseit nagyobb mennyiségben tudjuk előállítani és tisztítani.

A szerződés témájának célja

A projektjavaslat célja komplex humán szerin-proteázok vagy azok fragmenseinek rekombináns úton való előállítása diagnosztikai reagenskészletek (kitek) kifejlesztése céljából. A projekt során a fehérjék expressziója Escherichia coli sejtkultúrában történik és a kapott inklúziós testek renaturálását a biológiailag aktív forma izolálása követi. A biológiailag aktív formák ellen antitestet termelünk, melyek gyógyászati alkalmazása diagnosztikai reagenskészlet formájában történik. A módszer tesztelését négy szerin-proteázon végezzük 

A munka tartalmi leírása

A projekt megvalósítása során négy komplex humán szerin-proteázok fragmenseit állítjuk elő rekombináns úton, diagnosztikai reagenskészletek kifejlesztése céljából. Mind a négy fehérje esetén, melyek moduláris szerkezete megegyezik, három-három különböző méretű fragmens expresszióját tervezzük. A projekt során a fehérjefragmensek expressziója Escherichia coli sejtkultúrában történik és a kapott inklúziós testek renaturálását a biológiailag aktív forma izolálása követi. A fragmensek előreláthatólag különböző renaturációs mintázatot követnek majd. A biológiailag aktív formák ellen antitestet termelünk, melyek gyógyászati alkalmazása diagnosztikai reagenskészlet formájában történik majd. Emellett a renaturációs körülményeket úgy dolgozzuk ki, hogy egy adott fehérjére a legoptimálisabb renaturációs körülmény könnyen meghatározható legyen és így a módszer általánosíthatóvá váljon.

A jelen helyzet, eredmények

Klónoztuk és Escherichia coli-ban kifejeztük a C1r fehérje katalitikus doménjeinek három fragmensét. Előzetes kísérleteink alapján a különböző renaturációs körülmények között találtunk olyat, ami helyreállította az egyébként inklúziós testek formájában kifejeződő fragmensek natív szerkezetét és biológiai aktivitását. Kezünkben van tehát egy eljárás, ami jó eséllyel alkalmazható egyéb szerin-proteázok, vagy fragmenseinek nagy mennyiségben történő kifejezésére és renaturálására. Ezzel lehetőség nyílik diagnosztikai reagenskészletekben alkalmazható specifikus ellenanyagok termelésére és azok gyógyászatban történő alkalmazására.
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