Inimese 12R-lipoksiigenaasi ekspresseerimine parmis Pichia pastoris
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Lipoksligenaasid (LOX-id) on mitte-heemset rauda sisaldavad diokstigenaasid, mis kataltilisivad (1Z,
47)-pentadieeni motiivi sisaldavate rasvhapete okslidatsiooni. 12R-lipoksligenaas (12R-LOX) osaleb
naha vee labilaskvusbarjaari moodustumises. Mutatsioonid selle LOX-i aminohappelises jarjestuses
pohjustavad mitmeid nahahaigusi, millest kdige laialdasemalt on kirjanduses kasitletud ihtloosi.
Seega on tegemist farmakoloogiliselt huvipakkuva ensiimiga.

Kadesoleva t66 eesmargiks oli uurida, kas parm Pichia pastoris sobib inimese 12R-LOX-i
ekspresseerimiseks. Ekspressioonisiisteemiks valiti P. pastoris, kuna see parm kasvab kdorgete
tihedusteni ja on teoreetiliselt voimeline ekspresseerima suures koguses uuritavat valku tanu
tugevalt reguleeritud promootorile. Lisaks on parmid vGimelised rekombinantseid valke ka
posttranslatoorselt modifitseerima.

T66 eesmargi saavutamiseks jagati see jargnevateks suuremateks etappideks: 12R-LOX-i jarjestust
viimine parmi ekspressioonivektoritesse, plasmiidi paljundamine bakteri kultuuri abil ja 12R-LOX-i
ekspresseerimine parmis. Rekombinantset valku pliti ekspresseerida nii intra- kui ka
ekstratsellulaarselt. Valgu ekspresseerimiseks kasutati nii metanooliga indutseeritavat AOX1
promootorit kui ka konstitutiivset GAP promootorit. Ekspresseeritud valgu N-terminus kodeerib ka
kuute histidiinijaaki, mis véimaldas valgu puhastamist kasutades Ni- afiinsuskromatograafiat.

Paraku selgus, et parmis 12R-LOX-i funktsionaalse ja aktiivse valguna ei ekspresseerunud. Nimelt,
ei onnestunud 12R-LOX-i produkte detekteerida. Puhastamise jargselt tehtud Western blot anallis
naitas, et elueerimisfraktsioonides leidub u 60 kDa valk (12R-LOX on 80 kDa suurune), mis viitab
sellele, et ekspresseerunud 12R-LOX suunatakse degradeerimisele. Seega parm ei sobi 12R-LOX-i
ekspresseerimiseks.



