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Minisimpozij DPP3
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NAŠ NOVI RAD PRIHVAĆEN!
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METODE

Vezanje

ITC

Kinetika 

ITC

Cijepanje

HPLC-MS

Inhibicija

FLUO
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Mirsada
Ćehić



CIJEPANJE
• 1 mM peptidi inkubirani uz veliku

koncentraciju enzima (0,18 μM) 2h (ili
manje) i 24h

• HPLC-MS korišten za određivanje
količine preostalog peptida, kao i
detekciju produkata odgradnje

• U 200 μL reakcijske smjese dodano
100 uL acetonitrila za zaustavljanje
enzimske reakcije, pa pohranjeno na
-20°C

• Primjer: angiotenzin II
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INHIBICIJA
• Inhibicija peptidima kao 

kompetitivnim inhibitorima –
mjerenje brzine reakcije cijepanja
supstrata Arg2-2NA uz 3 različite
koncentracije inhibitora

• Određivanje KI nelinearnom
regresijom

• Primjer: inhibicija nM tinorfinom
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VEZANJE
• Mikrokalorimetrijska mjerenja

(ITC = izotermalna titracijska
kalorimetrija) interakcije peptida i 
inaktivnog mutanta E451A

• Određeni parameti: konstanta
vezanja, reakcijska Gibbsova
energija, entalpija i entropija

• Pretpostavka N=1

• Endotermni proces, entropijski vođen
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ITC VEZANJE
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KINETIKA
• Kalorimetrijski - ITC

• SIM – single injection – potpuna
konverzija supstrata u produkt

• Primjer: SIM Leu-enkefalin i tinorfin

Spori supstrati:

• I/S/-tinorfin

• valorfin

• β-kazomorfin
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KINETIKA
• MIM – multiple injection – djelomična

pretvorba do 5% supstrata u produkt
tijekom svake injekcije supstrata u 
otopinu enzima

• Primjer: MIM Leu-enkefalin
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ZAKLJUČCI
• Uspješno uvedene nove metode:

• Mikrokalorimetrija za praćenje klinetike
peptidazne enzimske reakcije – SIM i MIM

• HPLC-MS za ispitivanje peptida kao supstrata

• Postojeće metode nadopunjuju se s novima

• Potvrđen hemorfin-4 kao do sada nepoznati
supstrat hDPP III
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ŠTO DALJE?

• Endogeni inhibitori enkefalinaza: 

• Opiorfin i sialorphin: QRFSR i QHNPR

• inhibitor NEP i APN 
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