Получение мультилигандных белковых структур для адресной доставки к раковым клеткам
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В результате многочисленных исследований было показано, что повышение экспрессии гена ErbB2 человеческого рецептора эпидермального фактора роста типа 2 (HER2/neu) наблюдается в случае целого ряда онкологических заболеваний. В настоящей работе были получены мультилигантные агенты на основе белковых конструкций, содержащих тетрамерный флуоресцентный белок и белок-миметик антител DARPin (Designed Ankyrin Repeat Proteins), обладающий высокой аффинностью к онкомаркеру HER2/neu. Ожидается, что конструкция с несколькими лигандами способна к улучшенному связыванию с кластерами данных рецепторов, вероятность образования которых выше на раковых клетках. Обеспечение мультилигандности предполагается реализовать за счет использования флуоресцентных белков из коралловых полипов рода Zoanthus (zoanGFP, zoan2RFP), способных образовывать стабильные тетрамерные структуры.

С этой целью были получены генно-инженерные конструкции, кодирующие ген флуоресцентного белка zoanGFP или zoan2RFP и последовательность белка DARPin в одной рамке считывания в различных комбинациях (zoanGFP/RFP-DARPin, DARPin-zoanGFP/RFP, DARPin-zoanGFP/RFP-DARPin). Целевые гены клонировались в вектор pET24b, содержащий ген, кодирующий lac-репрессор, а также содержащий lac-оперон после T7-промотора. Поэтому последующую наработку белков осуществляли в бактериальных клетках E.coli штамма BL21 (DE3) с применением ИПТГ в качестве агента, индуцирующего экспрессию. Поскольку целевые гены содержат участок, кодирующий гексагистидиновую последовательность (6xHis-Tag), выделение целевых белковых конструкций осуществляли при помощи металл-хелатной хроматографии на Ni-NTA агарозе. На данном этапе были наработаны и выделены белковые конструкции zoanGFP/RFP-DARPin и DARPin-zoanGFP/RFP в количествах, необходимых для дальнейших исследований. Планируется проведение исследований по связыванию данных белковых конструкций на клеточной линии SKBR-3, гиперэкспрессирующей рецептор HER2/neu.
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