Biosinteza proteinelor modulatoare de apoptozd si investigarea interactiuniilor dintre ele
Rezumat

Productia industriala de peptide se bazeaza in mod obisnuit pe trei tehnologii alternative:
sinteza in faza solida, sinteza in faza lichida si tehnologia recombinanta biotehnologica in
vivo. Strategiile chimice sintetice sunt provocatoare din punct de vedere economic.
Producerea de peptide cu tehnici recombinante s-a dovedit a fi mai eficienta. Peptidele au
primit o atentie speciala in biologia moleculara in ultima perioada, deoarece peptidele ar
putea fi utilizate In studiul structurii si functiei proteinelor. Apoptoza este un proces
esential In dezvoltarea celulelor. Proteine inhibitorii ale apoptozei (IAP) suprima moartea
celulara. Aceasta supresie este cauzata de inhibarea activitatii caspazelor. Proteina
mitocondrialda SMAC (al doilea activator al caspazelor derivat din mitocondrie)
promoveaza apoptoza prin eliminarea efectului inhibitor al IAP prin interactiuni fizice.
Secventele amino-terminale din proteina SMAC (AVPI) sunt necesare pentru aceasta
functie. In cazul apoptozei, cercetitorii s-au concentrat pe mimetici Smac cu molecule mici
care vizeaza domeniile BIR3 IAP’s. Acesti inhibitori ai IAP sunt in prezent investigati ca
medicamente anticanceroase in studiile clinice. In aceasti lucrare, am studiat biosinteza
peptidelor mici cu lungimea de 13 aminoacizi. Aceste peptide contin fractiune
tetrapeptidica AVPI a SMAC, care sunt implicate in interactiunea cu IAP. Mai mult,
marcarea C-terminald a peptidelor a fost executata prin reactie de marcare fluorescenta.
S-a folosit un colorant Alexa Flour pentru reactia de reticulare. Studiile de interactiune au
fost efectuate prin metoda de polarizare a fluorescentei. In plus, domeniul BIR3 al IAP a
fost produs si prin tehnici recombinante. In timpul cercetirii noastre am investigat
expresia heterologd a IAP’s. In acest sens, solubilizarea din corpul de incluziune si
replierea cu succes a XIAP au fost executate folosind conditii de nedenaturare. Aceasta
cercetare include, de asemenea, investigatia in vitro a interactiunii proteine-proteine prin
tehnica pull-down.



