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          Fehérje fluoreszcencia    Gyors kinetika               Fluoreszcencia anizotrópia
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A különböző eredetű IPMDH enzimek (Tt, Ec, Vib) térszerkezete
hasonló mechanizmus szerint alakul ki:

•  A natív térszerkezet kialakulása dimer, natívszerű intermedieren
keresztül történik.

•  A polipeptidláncok korai asszociációja előfeltétele a natív
térszerkezet kialakulásának, de az asszociáció nem sebesség
meghatározó a renaturáció során.

•  A domének feltekeredése egymást elősegítve, kooperatív módon
zajlik.

Mi az alegységek és domének
szerepe a fehérje-térszerkezet

kialakulás folyamatában?

AZ ALEGYSÉGEK ÉS A DOMÉNEK KOOPERATIVITÁSAAZ ALEGYSÉGEK ÉS A DOMÉNEK KOOPERATIVITÁSA
AZ IZOPROPIL  MALÁT DEHIDROGENÁZ (IPMDH)AZ IZOPROPIL  MALÁT DEHIDROGENÁZ (IPMDH)

TÉRSZERKEZET KIALAKULÁSA SORÁNTÉRSZERKEZET KIALAKULÁSA SORÁN

BEVEZETÉSBEVEZETÉS KÉRDÉSKÉRDÉS KÖVETKEZTETÉSEKKÖVETKEZTETÉSEK

EREDMÉNYEKEREDMÉNYEK
Tt, Ec, Vib IPMDH anizotrópia változása a renaturáció során

20071010, 20071116, 20081104
Ex: 275 nm
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x column 1/60 vs y column 1 

Col 4 vs Ec  

/60  vs Ec 

Col 12 vs Den szint 

/60 vs Nat szint 

20071010 Tt/60 vs Col 10 

/60    vs KVib275nm 20081104 

Col 31 vs Col 32 

/60     vs Col 34 

Time (s)-79.3,   20071116 /60 vs ATEcKi:1 

8,5 M ureából IPMDH renaturációs kinetikák
20080220
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x column vs y column/1.05 

x column 5/60 vs y column 5/10000  

Col 155 vs T152 minden 20. pont  

x column 6/60 vs y column 6/10000 

x column 4/60 vs y column 4/10000*1.4 

Col 141 vs /1.05-tel és nem 1.1  

Col 148 vs T15277 minden 20.*1,4   

Col 162 vs Ttk minden 20. pont  

Tt Ec Vib Másodlagos szerkezeti
elemek

Kölcsönhatás
típusa

 ALEGYSÉG KÖLCSÖNHATÁSOK
Y139-V188 Y145-V198 Y141-V195

„loop” βG-βK, βI’-αf’ hidrofób
Y139-L189 Y145-L199 Y141-L196
R144-V188 K150-V198 R146-V195 βK, „loop” βI’-αf’ H-híd kötés
A151-Y157 A161-Y167 A158-Y164 βL, βL’ hidrofób

N153-E190 D163-Q200 D160-A197 βL, αf’ hidrofób,
H-híd kötés

M221-D245 M231-D255 M228-D252 αg, αh’
hidrofób

I238-F239 L248-F249 L245-F246 αh, αh’

 DOMÉN KÖLCSÖNHATÁSOK
N102-A260 N107-A270 N104-A267

βF és βE
H-híd kötés

N102-A260 N107-A270 N104-A267

hidrofób
R104-S259 R109-S269 R106-S266
P105-M296 P110-L307 P107-M304 βF és αi
R104-V272 R109-A283 R106-C280 βF és βD

Az alegység-, ill. doménfelszínen kialakuló kölcsönhatások

A konzervatív aminosavak félkövér betűtípussal vannak kiemelve.

Alegység 1                       Alegység 2

C term. C term.

N term.
N term.

Az IPMDH molekulája két alegységből és
alegységenként két doménből épül fel.

Tt IPMDH Trp tartalom

 VAD típus 152, 77, 195
 W152F mutáns 77, 195
 W152,77F
 mutáns 195

 W152,195F
 mutáns 77

KÍSÉRLETIKÍSÉRLETI
MÓDSZERMÓDSZER

A renaturáció kinetikájának
követése vad típusú, ill.

célzottan tervezett IPMDH
mutánsokkal.

0,27 µM
2,45 µM

Denaturált szint

Natív szint

Natív és denaturált IPMDH spektrumok
20080220 és 20080129

Hullámhossz (nm)

300 320 340 360 380 400 420 440

T
rp

 flu
o

re
s
z
c
e
n

c
ia

 in
te

n
z
itá

s
G

e
rj.: 2

9
5
 n

m

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

Col 32 vs NT-NTp/10000 

Col 37 vs N152-N152p/10000 

Col 42 vs N15277-N15277p/10000 

Col 89 vs D152u-D152p/10000 

Col 108 vs 20080129_d152195-d152195p / 4.72 (rés)/10000 

Col 108 vs 20080129_d15277-d15277p/10000 

Col 115 vs 20080129_dv-d152p/10000 

Col 121 vs NT-NTp/10000  

Col 125 vs N152-N152p/10000  

Col 128 vs N15277-N15277p/10000  

Col 47 vs N152195-T152195e/4.72/10000 

Col 131 vs N152195-T152195e/4.72/10000  

KAR
W77W152

W195

Domén 2                Domén 1

Trp oldalláncok az IPMDH alegységben Fehérje fluoreszcencia

Vad típus

W152F

W152,77F

W152,195F

Néhány példa az alegységek és domének közötti kölcsönhatásokra

A polipeptidláncok asszociációja a renaturáció korai fázisában megtörténik:A polipeptidláncok asszociációja a renaturáció korai fázisában megtörténik:

Az egyes domének renaturáció kinetikája hasonló:Az egyes domének renaturáció kinetikája hasonló:

Domén 2         Domén 1

Dimerizáció
Intermedier képződés

kinetikája

Tt, Ec, Vibrio IPMDH renaturációs kinetikája 8,5 M ureából
20060120, 20060214, 20060324

12 ug/ml-hez norm, KORRigált görbék
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x column 1 vs y column 1+7,2 

x column 1/60 vs y column 1+15000*4,6/10000 

x column 2/60 vs y column 2+15000*4,6/10000 

Col 9 vs Elméleti den szint, Tt*4,6/10000 

Minden 32 pont/60 vs /10000 

/60 vs Minden 32 pont /10000 

Col 78 vs Ki17_4 /1,45 (konc)*4,6/10000  

Karban lévő Trp-hoz
rendelhető változás

Th. thermophilus
Escherichia coli
Vibrio sp. I5

Tt-IPMDH renat mérése spektrumokkal 8,5 M ureából teljesen kihigítva
12 ug/ml

20060519

Hullámhossz (nm)
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Plot 4 

Col 67 vs Den 20060412-Dp 20060412/10000 

Col 70 vs Nativ-Npuffer (kiszedett) 20060120/10000 

Col 73 vs Int1-IntP /10000 

Col 73 vs Int1-IntP /10000  

Col 70 vs Nativ-Npuffer (kiszedett) 20060120/10000  

Natív

Denaturált

Intermedier

Intermedier
kialakulása

Hasonló sebességi
állandók

Kooperativitás

Jelen munka az Országos Tudományos Kutatási Alap (NK 77978), a Tudományos és Technológiai Alapítvány (OMFB-00757/2005, RUS15/04), valamint az
Európai Unió és a Magyar Állam (GVOP-3.2.2.-2004-07-0014/3.0, KMOP-1.1.2.-07/1-2008-003) támogatásával készült.


