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Endoteeli lipaas (EL) on trigliitseriidi lipaaside perekonda kuuluv ensiiiim, mis kataliiiisib
vere lipoproteiinide koosseisu kuuluvate trigliitseriidide ja fosfolipiidide hiidroliiiisi. In vitro
labiviidud eksperimendid néitavad, et EL-i eelistatud substraadiks on suure tihedusega
lipoproteiinid (HDL), tipsemalt nende fosfolipiidide fraktsioon. Suurenenud EL-i aktiivsus
korreleerub HDL-i ehk hea kolesterooli vdhenemisega vereplasmas. Lisaks mojutab EL
pdletikueelsete protsesside kulgu. Uldlevinud on seisukoht, et EL-i aktiivuse inhibeerimine
teatud piirini alandab ateroskleroosi riski. Selle ensiiimi uurimise {iiheks suurimaks
takistuseks on siiani olnud sobiva ekspressioonisiisteemi puudumine, mis vdimaldaks

aktiivset valku saada piisavas koguses.

Kasutades ekspressiooniks parmi Pichia pastoris (P. pastoris) on saadud mitmeid
rekombinantseid valke suurtes kogustes ning so6tmesse sekreteerituna, mis lihtsustab valgu
puhastamist. Kuna parmil P. pastoris on olemas kdik eukariiootse valgusiinteesi eelised, siis
on vOimalik saada ka digesti modifitseeritud ja pakitud aktiivseid imetaja valke. Seetottu

valitigi kdesolevas t60s inimese endoteeli lipaasi ekspresseerimiseks parm P. pastoris.

Antud t60s kontstrueeriti pPIC9 EL plasmiid ning transformeeriti see P. pastoris GS115
rakkudesse. Kasutades immunodetekteerimist analiiiisiti s66tmeid ning rakuliisaadist Ni-
afiinsuskromatograafia meetodil puhastatud valke. So6tmes Hisg-epitoobiga valku ei
detekteeritud, kuid Ni-afiinsusmaatriksilt elueeritud valguproovis tuvastati Hisg-epitoobiga 57
kDa EL-i vorm. See nditas, et EL-i ekspressioon toimus, kuid valku ei sekreteeritud ega
gliikostileeritud. Samas oli valgult dra 16igatud a-MF signaalpeptiid, mis lubab oletada, et

signaaljérjestus tunti kiill dra, kuid jargnevat sekretsiooni ei toimunud.

Rakusisest 57 kDa vormis EL-i saadi 0,669 mg/l s66tme kohta, kuid kuna arvatakse, et EL-i
aktiivsuseks on vajalik ensiitimi gliikosiileerimine, siis tdendoliselt ei ole ekspresseeritud valk
aktiivne. Saadud tulemuste pdhjal voib viita, et parmi P. pastoris pPIC9 vektor ei ole sobiv
aktiivse sekreteeritud EL-i ekspresseerimiseks ning natiivse 67 kDa gliikosiileeritud EL-i
saamiseks oleks tarvis uurida teisi sekreteerimise signaaljérjestusi sisaldavaid P. pastoris

vektoreid voi kasutada EL-i enda natiivset signaali.



