Получение рекомбинантного C-концевого домена альфа-фетопротеина с добавочной аминокислотной последовательностью polyGlu21
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На сегодняшний день опухолевые заболевания занимают второе место по смертности в мире, уступая лишь сердечно-сосудистым. Известно, что эстроген-зависимые линии опухолевых клеток человека активно экспрессируют рецепторы альфа-фетопротеина. Использование абортивного альфа-фетопротеина человека (АФП) для направленной доставки цитотоксических лекарственных средств имеет ряд недостатков, в связи с чем, появляется необходимость создания рекомбинантных аналогов. 
На основе E.Coli Shuffle Express и системы экспрессии T7, нами был получен рекомбинантный фрагмент альфа-фетопротеина человека с 357 по 590 аминокислоту, содержащий сайт связывания со специфическим рецептором, дополнительную вставку (polyGlu21) и his-tag на C-конце. Рекомбинантный продукт был выделен хроматографическими методами на ионообменных и аффинных сорбентах. Специфическая активность полученного рекомбинантного белка была подтверждена методами иммуноферментного анализа с моноклональными антителами к нативному АФП, а также проточной цитофлуориметрией FITC-производного на клетках аденокарциномы яичника линии SCOV3. В ходе работы было обнаружено, что экспрессия рекомбинантного белка локализована как в тельцах включения, так и в цитоплазме. Показано, что культивирование и индукция экспрессии при 28°C приводит к увеличению выхода продукта, в сравнении с аналогичными действиями при оптимальных для роста температурах. Подобрана оптимальная схема рефолдинга и очистки продукта, включающая диализ из денатурирующих условий против глутатионной пары (GSH – 1 mM, GSSG - 0,5 mM), последовательную очистку на SP и Q сефарозе. Установлено, что полученный белок характеризуется высокой растворимостью и стабильностью в водном растворе (до 10 мг/мл), а также легко переносит лиофилизацию. Эксперименты in vitro показали, что полученный фрагмент активно подвергается эндоцитозу клетками линии SCOV3, имеющими на своей поверхности рецепторы к АФП, при 37°C и практически не проникает в клетки при 4°C. При этом белок не накапливается в лимфоцитах периферической крови человека независимо от температуры. Полученные данные подтверждают функциональную активность белка и его механизм проникновения в опухолевые клетки посредством рецептор-опосредованного эндоцитоза. Физико-химические свойства и высокая специфичность полученного белка позволяют предположить, что он найдет применение в качестве векторной молекулы, способной переносить цитотоксические препараты в эстроген-зависимые опухолевые клетки с высокой селективностью.
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