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Antitest-antigén kölcsönhatás kimutatására alkalmas fúziós fehérje előállítása

Napjainkra egyre nagyobb a jelentősége az immunanalitikai eljárásoknak, mind az orvosi diagnosztikában, mind a molekuláris biológiában. Számos ilyen módszer a specifikus molekulafelismerésen alapul. Ilyen képességekkel többek között a fehérjék rendelkeznek és ennek köszönhetően széleskörben használják ezeket olyan immunanalitikai eljárásokban, mint pl. az ELISA (enzim csatolt immunoszorbens próba).
Az ELISA módszerhez elterjedten használatos antitestek nagy hátránya, hogy az előállításuk nehézkes és költséges, ehhez a módszerhez hagyományosan pedig két különböző (elsődleges és másodlagos) is kell belőlük. Az eljárás egyszerűsíthető egydoménes antitestek (SdAb) jelzőfehérjéhez, pl. kolorimetriás detektálásra használható torma peroxidáz enzimhez (HRP) fuzionálásával, így a módszer nem igényli másodlagos antitest használatát és rekombináns fehérjeként termeltethető [1]. Az antitest-HRP fehérjét a ko- és poszttranszlációs módosítások biztosítása érdekében emlős sejtekben állítják elő, azonban azok fenntartása költséges, a fehérjék termeltetése időigényes és csak kis kihozatal érhető el velük. Ezzel szemben bebizonyosodott, hogy bizonyos módosítások (pl. glikoziláció) nem befolyásolják a HRP enzim aktivitását [2]. Mivel a hem-csoport E. coli-ban is szintetizálódik és már léteznek a kénhidak megfelelő kiépítésére alkalmas törzsek, a fúziós fehérje előállítása gyorsabb, egyszerűbb és olcsóbb bakteriális rendszerben ígéretesnek tűnik.
A munkám célja, hogy kidolgozzak egy olyan eljárást, amivel a fúziós SdAb-HRP fehérje hatékonyan állítható elő funkcionális formában E. coli-ban. A modellfehérjében az SdAb helyére a Z-domént (a protein A IgG-kötő doménje) tettem. Ehhez génsebészeti módszerekkel előállítottam egy olyan gént, amely egybeépítve tartalmazza a specifikus kötőfehérjét a Z-domént és a HRP-t. Ezeket aztán különböző körülmények között próbáltam meg E. coli SHuffle sejtekben termeltetni, hogy oldható és enzimatikusan aktív fehérjét kapjak.
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