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Prostaglandiin H suntaasid-1 ja -2 (PGHS-1 jaPGHS-2, EC 1.14.99.1) on
membraanile seonduvad hemoproteiinid, mis katalulsivad prostaglandiinide slinteesi
kiirust limiteerivat etappi. PGHS-2 seostatakse pdletiku, valu, palaviku ning
kasvajate tekkega. PGHS-1 ja PGHS-2 on mittesteroidsete pdletikuvastaste ravimite
pohiliseks sihtmargiks. Seetdttu on oluline valja téotada efektiivne meetod PGHS-2
tootmiseks ning puhastamiseks. Kéesolevas t00s ekspresseeriti C-terminaalse 6
histidiinijdagist koosneva afiinsusepitoobiga (Hisg-epitoobiga) inimese PGHS-2
Pichia  pastoris  ekspressioonisiisteemis ning puhastati  kasutades  Ni-
afiinsuskromatograafiat. VValgu elueerimiseks Ni-afiinsusmaatriksilt eemaldati Hisg-
epitoop veise karboksipeptidaas A-ga (boCPA), valtides nii kdrge imidasooli
kontsentratsiooniga lahuste kasutamist. Seejarel maérati puhastatud PGHS-2
aktiivsus, kusjuures tulemused nditasid, et eraldatud PGHS-2 on funktsionaalne.
Puhastatud ning kontsentreeritud valgulahuse eriaktiivsus oli vorreldes rakullisaadi
eriaktiivsusega 450 korda kdrgem. Ka leiti, et suur osa valgust elueerus enne
boCPA-ga tootlemist, mistottu eraldatud valgu summaarne kogus oli véike. Saagist
oleks voimalik parandada, kui lisada valgu natiivse jarjestuse ja Hisg-epitoobi vahele
glutsiinijaak voi pikendada afiinsusepitoopi paari histidiinijaagi vorra. Puhastamise
eeskirja taiustamisel vOiks t66s kirjeldatud meetod leida rakendust rekombinantse

afiinsusepitoobita PGHS-2 tootmisel.



