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Cytokininy
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Comparison of metods for determining catalytic rates
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Navrh mutageneze

P2 (F193A, F200K, W373K, F461L)

P3 (F193A, F200K, W373K, F461L, )

P4 (F193A, F200K, W373K, F461L, , Q188W, R331F, P372A, E466A )
F193A, F200K, W373K, F461L

Jifi Damborsky a Pavel Mazura



Vicenasobna mutantni analyza enzymu
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Pohled do aktivniho mista mutantu F193A (a) s produktivni a (b) ne-produktivni
vazbou substratu (v tomto pripadé se jedna o MUG).

Petr Jerabek



Kinetické parametery plvodni B-glukosidazy a jejich mutantu

pNPGlc
Enzyme Kn Keat Keat/ Kin relative
efficiency
WT 0.68+0.03  42.80+ 0.56 63.0 100.0  Thiswork
F200K 3.50+0.22 2.43+0.05 0.7 1.1 This work
W373K  2.10+£0.21 0.63 +£0.02 0.3 0.5 This work
F461L 0.65+0.05 4927+ 1.15 75.8 120.3 This work
F193A  0.045+£0.0035 0.22 +0.003 4.9 7.8 This work
F193V 0 0 0 0 Verdoucq et al. 2003
F1931 1.76+0.06 0.84 0.48 1 Zouhar et al. 2001
F193Y  1.29+0.01 17.3 13.6 215 Zouhar et al. 2001
F193W 1.61+0.17 31 19.5 30.9 Zouhar et al. 2001
MUG
WT 0.148 £0.013  53.60 £ 1.09 362.16 100.000 Uil e
F200K  1.510+0.101 1.87 £0.05 1.24 0.342 This work
W373K 1.736+£0.125  0.22 £ 0.01 0.127 0.035  Thiswork
F461L  0.164£0.019 70.88+2.16 432.19 119.337  This work
F193A  0.120=+0.012 1.29 £ 0.04 10.75 2.968 This work
F193V 0.23+0.1 3.44+0.8 14.8 4.1 Verdoucq et al. 2003
F1931 1.23+0.08 23.2+0.86 18.9 5.2  Basiad
F193Y 1.22+0.24 68.4+4.9 56.1 15.5 unputﬁﬂtﬁﬁlrﬁiﬁ}i
FI93W  1.3440.015 34+1.78 25.4 7.0 Rotrekl et al,

unpublished result




Studium zmeén stability a substratové specifity
Pokus o obnoveni struktury a funkce nékterych mutovanych enzymi
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E. coli neindukované

[PTG 100uM
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Native western blot
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ISN-HSQC spectra

F125

Cervené: samotny protein
Zelenc: protein + BeF,

$165 E167 g 1172

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASTD
SESETRVKSVRGRKPIGNPEDEQETS
KPSDDEFLRGKRVLVVDDNFISRKVA
TGKLKKMGVSEVQCDSGKEALRLVTE
GLTQREEQGSVDKLPFDYIFMDCQMP
EMDGYEATREIRKVEKSGRTPIIAVSG
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0.5 mM CKI1 RD byla inkubovana s 15 mM
MgCl,, 3 mM NaF, a s 0.6 mM BeCl,
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Hemoglobin a jeho funkce v transportu kysliku

= C02 + Hzo — H2CO3 — HCOB_ + H+



Proteiny AHP z Arabidopsis thaliana

AHPZM : MAAA---AL QLNALLSSMFASGLV
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Vysledky exprese AHP proteinu v E. coli

22°C/22°C
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73 %







1. Afinitni chromatografie— His trap kolona
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Polar coiled-coil dimer
(0.05 um length)

edimer

eantiparalelni tetramer

eprotofilamenta

edvojice protofilament lateralné asociuji do
protofibrili. Apolar
o Ctyfi protofibrily vytvafeji spolu filamenta iphedi

diameter)
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Protofibril

(4 to 5 nm
diameter)

| Intermediate filament y
[ (10 nm diameter) !




Intermediarni filamenta: Vimentin

Rod domain







Cytoskeleton

Plectin

Intermediate filaments
Microtubules

Actin filaments
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Plectin

N-terminal domain
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Kd of Plectin (Ex 1-24) for actin
Kd of Plectin (R5) for vimentin (IF)
Kd of Plectin (Ex 2-8) for integrin beta 4

Kd for microtubules in case of MAP2
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2.5 uM MAP2c + Tub + SH3 6+7.3.2006

0.5 uM MAP2c + Tub +SH3 7+9.5.2006




MAP2c +/+

Fluorescencni
mikroskopie

MAP2c + SH3 +/+ g MAP2c + SH3 -/-




e Microtubule

Y Gytoplasmic dynein

® Tubulin subunit

\
; * Katanin
i

\ Crosslinking protein

== Centrosome

TRENDS in Cell Biology




Nature Reviews | Molecular Cell Biology
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® Sest modult C-koncové domény
Plektinu, které jsou spojeny méneée
konzervativnim spojovaci sekvenci
® modul samotny je tvoren 38
aminokyselinami (2x19) opakované
pét krat.




Cytoskeleton

Plectin

Intermediate filaments
Microtubules

Actin filaments
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Electronova mikroskopie: Vimentin+R5/ 1000:1 Electronova mikroskopie : Vimentin+R5/ 100:1
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Nitrosylace NO

(konzervativni sekvence: -2: G,5,T,C,Y,N,Q; -1: K,R,H,D,E; 0: C; +1: D,E)
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Predpokladana uloha oxidantu pro stabilizaci struktury

(1)Béhem evoluce se zvysila potreba pro stabilni bunécny
skelet, ktery by ovSem m¢l mit zachované dynamicke
vlastnosti.

Tuto ulohu by mohl obstarat cystein, ktery muze za
oxidacnich podminek vytvaret mezi sebou kovalentni vazbu
(disulfidovy mustek je >30 - 90 krat s1ln¢jSi nez 1ontova sila
nebo vazba vodikovych mustk).



(2) Cysteiny jsou v uvnitt bunky v redukovaném stavu. Presto
neni neobvykle najit disulfidové mustky odolne k redukujicim
c¢inidlim jako je DTT nebo cysteiny citliveé na nitrosylaci.
Pokud je pritomen takovy radikal, jako je peroxynitrit,
thiolové skupiny jsou prednostné oxidovany (103 az 10° krat
vice nez nukleové kyseliny a dalSi aminokyseliny). Také
reakce peroxynitritu je velice rychla (rychlostni konstanta je
10-> M-!, coz je 1 000 krat rychleji nez pti reakci s H,0,).



(3) Peroxynitrite je vytvaren z NO, coz je produkt nitrid oxid
syntazy, ktera katalyzuje reakci argininu na citrulin a oxid
dusnaty (NO). Tento produk se muze dale oxidovat za vzniku
peroxynitritu — velice silneho radikalu. ).
Neuralni NOS je soucasti utrophin/dystrophin-vdazaného
glycoprotein complex , ktery je soucasti sarkolemy u
svalovych bunék.

Peroxynitrit 1s 70 krat vice solubilni v nepolarnim prostiedi a
90% jeho reakce s O, se odehrava na membran€. Proto tedy
vysoce reaktivni oxidacni ¢inidlo jako je peroxynitrit, ktery se
vytvari v aktivné pracujicih svalech muze v mistni oblasti
velice efektivne veést k uvnitr 1 vn€ molekuly tvofenych
disulfidovych mustki pres oxidaci cysteint v plektinu1 v
pribuznych spojnikt kostry bunky.
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(@)
Kinesin se pohybuje striktné podél mikrotubult smérem -

k periferii buriky (anterogradni smér). (iche)
Dynein ma tendenci se otacet kolem mikrotubult po povrchu
smérem od periferie bunky (retrogradni smer).
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Metody studia funkce proteinu

Dostatek znalosti o proteinu
Dostatek materialu
Zviditelnéni proteinu

Kvalita proteinu
Hledani interakéniho partnera

Kvantifikace interakce

Detailni popis interakce

Bioinformatika

Exprese a purifikace proteint
SDS-PAGE/Western blot/ fluorescenéni a
elektronova mikroskopie/detekce aktivity enzymu na
gelu/MALDI/2D-PAGE

CD spektroskopie/méreni turbidity

Substratova specificita/Dvojhybridni kvasinkovy
systém/vrstevni znaceni

Méfeni kinetickych parametru pomoci spfazenych
enzymovych reakci/radioaktivné znaCenych latek/
kosedimentace/

Krystalizace/NMR analyza/cilena mutageneze/
fizena evoluce/modifikace proteinu (fosforylace,
nitrosylace, glykosylace)/molekularni modelovani
proteind.



