Punavetika Gracilaria vermiculophylla prostaglandiin H siintaasi
ekspresseerimine ja puhastamine kristallimise eesmargil
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Prostaglandiin H sintaasid (PGHS-id) on bifunktsionaalsed membraanseotud enslilimid, mis
katallusivad esimest etappi prostanoidide slinteesis. Kuna prostanoidid osalevad valu, pdletiku ja
palaviku protsessides, on PGHS-id sihtmargiks mittesteroidsetele pdletikuvastastele ravimitele ning
seetdttu omavad olulist tahtsust ravimiarenduses. PGHS-e on leitud ka korallidest ja koorikloomadest.
Hiljuti avastati PGHS ka punavetikast Gracilaria vermiculophylla (GvPGHS), mis katalGlsib imetajate
PGHS-idega sama reaktsiooni, kuid omab jarjestuse identsust vaid 20% ulatuses. GvPGHS
kristallstruktuuri lahendamine aitaks tdpsemalt iseloomustada selle struktuuri isedrasusi ning
kataltutilise reaktsiooni mehhanisme. Kadesoleva t66 eesmark oli ekspresseerida kristallimiskatseteks
puhast, stabiilset ja homogeenset GvPGHS-i. GVPGHS ekspressioon viidi |abi bakteris Escherichia coli ja
parmis Pichia pastoris ning puhastamine nikkel-afiinsus- ning geelfiltratsioonkromatograafia meetodil.
Too kaigus leiti, et parim ekspressioonimeetod GvPGHS ekspresseerimiseks bakteris on
autoinduktsioon. Bakteris ekspresseerides saadi nikkel-afiinsuskromatograafia meetodil puhastatud
GvPGHS saagiseks 4,5 mg/Il. Parmis ekspresseerides saadi puhta GvPGHS saagiseks 17 mg/|. Seet&ttu
viidi edasised puhastamise optimeerimise katsed labi, kasutades selleks parmi P. pastoris. Kaesolevas
t60s optimeeriti GVPGHS solubiliseerimist ja puhastamist, varieerides puhvri pH-d, soola ja detergendi
kontsentratsiooni, detergendi tllpi ning lisandite olemasolu. Tulemused naitasid, et
kristallimiskatseteks homogeenset ja stabiilset GvPGHS-i saab puhastades seda nikkel-
afiinsuskromatograafia meetodil pH 8 juures 0,5% CHAPS ja 500 mM NaCl juuresolekul.



