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РЕФЕРАТ

Дипломная работа 46 с., 23 рис., 1 табл., 30 источников (из них 2 на русском языке, 28 – на английском).
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Объектом исследования является рекомбинантная цитохром Р450 оксидоредуктаза печени крысы (Rattus norvegicus), экспрессированная в клетках Escherichiacoli (штамм DH5α), и её белок-белковые взаимодействия с цитохромом Р450 3А5.

Цель дипломной работы:экспрессировать в клетках E. coliрекомбинантную цитохром Р450 редуктазу печени крысы и очистить ее хроматографическими методами, получить ковалентно-сшитый белковый комплекс цитохром Р450 редуктазы и цитохрома Р450 3А5.

В работе были использованы спектрофотометрические методы для определения содержания плазмиды и цитохром Р450 оксидоредуктазы, метод электрофореза в агарозном и полиакриламидном (ПААГ) гелях, метод ковалентных сшивок для исследования белок-белкового взаимодействия оксидоредуктазы с цитохромом Р450 3А5, а также MALDI-TOF для обнаружения комплекса белков после сшивания.

Актуальность работы обусловлена важностью понимания механизмов взаимодействия между цитохром Р450 оксидоредуктазой и её окислительно-восстановительными партнёрами (таких как цитохромы Р450, цитохром b5, гем оксигеназа и др.) в связи с участием в важнейших реакциях метаболизма стероидов и трансформации ксенобиотиков и лекарственных средств, а также для выяснения как отрицательного, так и положительного влияния биотрансформации на организм животных, человека и растений.

В ходе работы мы трансформировали бактериальные клетки E. coli плазмидой, содержащей ген НАДФН: цитохром Р450 оксидоредуктазыкрысы (R. norvegicus). Экспрессию фермента индуцировали при помощи ИПТГ. Очистку белка провели путем ионообменной и аффинной хроматографии. Чистоту препарата определили спектрофотометрически и проведением электрофореза в ПААГ в присутствии SDS.В результате мы получили 128,8 мкМ чистого белкового препарата. Затем мы получили комплекс цитохром Р450 оксидоредуктазы и цитохрома Р450 3А5 посредством ковалентного сшивания при помощи EDC (1-этил-3-[3-диметил(аминопропил)]-карбодиимид гидрохлорид). О наличии комплекса судили по масс-спектру MALDI-TOF.

