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Prostaglandiin H siintaas-2 (PGHS-2) on heemi sisaldav membraanvalk, mis vastutab
prostanoidide biosiinteesi esimese etapi eest, osaleb valu, palaviku ja pdletiku protsessides
ning on sihtmérgiks mitte-steroidsetele poletikuvastastele ravimitele. Seetottu on
farmakoloogia alaseks uurimistdoks vaja endiselt voimalikult soodsalt toota inimese

rekombinantset PGHS-2-te.

Pichia pastoris on metiilotroofne parm, mida on kasutatud mitmete rekombinantsete
membraanvalkude tootmiseks. Rekombinantse valgu ekspressioonitaseme tostmiseks parmis

on sageli vajalik iga valgu jaoks eraldi ekspressioonitingimusi optimeerida.

Kaéesolevas t60s uuriti, kuidas sobivad erinevat tiitipi s66tmed PGHS-2 ekspresseerimiseks
parmis P. pastoris. Samuti uuriti, kuidas mojutavad PGHS-2 ekspressioonitaset s66tme pH
muutmine, erinevate lisandite juuresolu, metanooli ja dimetiiiilsulfoksiidi (DMSO)
kontsentratsioon, segamise intensiivsus ning anuma kuju. Selleks teostati 72 h ekspressioon,
mille jarel moddeti kultuuri optiline tihedus 600 nm juures ja méérati valgu suhteline

aktiivsus.

Raku liisaatidega 14bi viidud PGHS-2 aktiivsuse midramise tulemuste ja rakutiheduste pdhjal
sobis PGHS-2 ekspresseerimiseks kdige paremini BMGY/BMMY pH 6 s66de, kuhu oli
lisatud 2,5% DMSO-d ning tdiendavalt metanooli iga jirgneva 24 h kohta
16ppkontsentratsioonidega 0,5/1/1,5%. Tegemist oli parmiekstrakti ja peptooni sisaldava
so0tmega, mille tottu saavutati 72 h ekspressiooni 1dpuks mérgatavalt kdrgem rakutihedus
vorreldes minimaalse, BMG/BMM s66tmega. BMGY/BMMY pH 6 s66tmele DMSO
lisamine tOstis oluliselt funktsionaalse valgu ekspressioonitaset, kuid vdhendas rakutihedust,
mistottu kompenseeriti seda, lisades so6tmele juurde suurem kogus metanooli. Metanooli
kontsentratsiooni tostmine jark-jargult 1,5%-ni tdstis rakutihedust, kuid ei mojutanud
mérgatavalt valgu ekspressioonitaset, tehes suurema metanooli kontsentratsiooni ja DMSO-ga

s0otme tootlikkuse palju kdrgemaks, kui see oli standards66tme puhul.



