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DPP3BioRe radni sastanak




O studija ionske izmjene metala kod ljudske DPP llI

O identifikacija potencijalnog inhibitorskog veznog mjesta metala

O smijesteno neposredno uz katalitiCki aktivno mjesto enzima u strukturama fri Zn-ovisna enzima:
karboksipeptidazi A, termolizinu i LpxC

O vezanje metala u inhibitorno vezno mjesto prethodi oslobadanju katalitiCkog Zn?
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Koraci u procesu i problemi

Holo-

enzimi
* liza + dijaliza * inkubacija s metalom ¢ Ciste kemikalije
« TEV cijepanje * izmjena pufera * taloZenje hidroksida * pristup instrumentu
+ potvrda da je (koncentratori) * izmjena pufera » 0,2 mg po uzorku

uklonjen His-tag /
k 4
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Problem — gubici!

Afinitetna kromatografija

Cijepanje TEV proteazom
Gel-filtracija

Dijaliza (tubealyzer)

lzmjena pufera (Amicon Ultra) x3

Inkubacijas metalom

lzmjena pufera (Amicon Ultra) x3



Do kraja ozujkal (2)




