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Souhrn

Tato prace poskytuje vSeobecnjelpled o struktte, funkci a fyziologickém
vyznamu sodno-draselné pumpy a dale ¢siyu prehled rkterych metabolit a
xenobiotik ovliviiujicich aktivitu N&/K*-ATPazy. Cilem této diplomové prace bylo
sledovat molekularni interakce ME*-ATPazy s fluoresceinem, proto je zde také
vénovana kapitola fluoresceinu, jeho chemickym a spékm charakteristikam, jeho
moznému uZziti nap v medicik a také jeho ¢kolika analogm, které byly jiz
v souvislosti s N&EK*-ATPazou zkoumany.

Experimenty probihaly jednak na celé ‘N&-ATPaze, ale i na jeji izolované
velké cytoplasmatické kice (C45). Z tohotoiodu je zde detailji popsana fiprava
této klicky, coz zahrnuje heterologni exprestscherichia colia naslednou purifikaci
ziskaného proteinu. Pro zkoumani interakce meardéisceinem a sodno-draselnou
pumpou bylo vyuZito rreni kinetiky dohasinani fluorescence metodou keegiého
¢itani fotor (TCSPC) a dale #iieni zhaSeni steady-state fluorescence.

Vysledky mefeni zhdSeni fluorescence nendijia Ze by zde k vazbdochézelo,
ale nefeni kinetik dohasinani poskytlo vysledky, kterémamterakci dokazuji. Mimo
to vysledky také umaidlji rozliSit jednotlivé konformeéni stavy enzymu vitomnosti
raznych ligand a ukazuji na vyznamnou odliSnost konformace enzymiitomnosti
ATP bez Mg". To potvrzuje hypotézy publikované v praci [Goya a kol. 2009], které

byly vysloveny na zakladexperimeni s izolovanou velkou cytoplazmatickoudou.



Abstract

This thesis provides overall survey of a structdumction and physiological
importance of sodium-potassium pump and also a sammof some metabolits and
xenobiotics that affect the activity of NK*-ATPase. The aim of this thesis was to
study molecular interactions of NK*-ATPase with fluorescein, and therefore there is
one chapter focused on the chemical and specteaibcteristics of fluorescein and its
use in medicine. The chapter also deals with sofme fluorescein analogues that
have already been examined in the connection ttkNaATPase.

The experiments were conducted on the entirdkNaATPase, as well as on its
isolated large cytoplasmic segment C45. Therefoeparation of C45s described in
more detail, which involves heterologous overexpresin Escherichia coliand
subsequent purification of the protein. For theneixation of fluorescein and sodium-
potassium pump interaction, measurement of therdkaence decay by the time-
correlated single photon counting (TCSPC) technigjug steady-state measurement of
the fluorescence quenching were used.

The results of steady-state measurement quendchifigorescence do not prove
the binding of the fluorescein to the W&-ATPase, but the measurement of TCSPC
does. Moreover, the results also enable to disighgindividual conformationastates
of the enzym in the presence of various ligandkiadicate a significant distinction of
the conformation in the presence of ATP withoutMg It confirms hypotheses
published in the [G®ova et al. 2009], which were stated on the basiexperiments

with isolated large cytoplasmic segment C45.
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1. Uvod

Na'/K*-ATPéaza neboli sodno-draselna pumpa je enzym, lserjachazi v kazdé
Zivocisné buice. Je to jeden z nejvyzna§gich enzyni ZivociSného metabolismu,
hraje roli @i tvorb¢ klidového membranového potencialu, pomaha udrzosatotickou
rovhovahu a vytvd gradient N3, ktery je dilezity pro ¢innost daldich enzyi
Naru3ena funkce N&K -ATPazy miize byt tedy ficinou celérady onemocni.

V této praci byla zkoumana interakce sodno-dra@&sgumpy s fluoresceinem,
piicemz bylo vyuzito fluorescenich vlastnosti fluoresceinu. Fluorescein je lakitara
se vyuziva v klinické praxi, nicméreji uzivani je spojeno s nezadoucimi vedlejSimi
(cinky, jako nap. alergické reakce, nevolnost, zvraceni, ve vzdtngidpadech i
zéstava srdmiho svalu, nebo dokonce smrt. MoZné owuivinsodno-draselné pumpy

fluoresceinem by mohlogkteré z &chto symptoni vyswtlit.



2. Teorie

2.1 Sodno- draselna pumpa (R -ATPaza)

Pro existenci kazdé klay je zapotebi, aby dochazelo k vyné latek s okolim.

K tomu slouzi cel&ada transmembranovychigmaseén. Nekteré funguji jen ve forgn
prostého kanalu, takovy transport oamame jakopasivni. Molekuly se pohybuji na
zaklad spadu elektrochemického gradientu a néslid dalSi energie. Na druhé stran
existuje i transporaktivni, kde je vSak zaptdbi energie. Tu Ize ziskat hydrolyzou
ATP, u pump pohamych sé¥tlem se energie ziskava ze¢wIného zéeni a feti
moznosti je sfazeni s jinym fenaSéem; genos jednoho druhu latky po &m spadu
gradientu je spojen ggnosem latky jiné proti séru spadu gradientu. Takovyisgeny
pienase seiadi do tzv. sekundarniho transportu. [Alberts a k98]

Na'/K*-ATPaza neboli sodno-draselna pumpa (EC 3639 |
transmembranovy protein nachazejici se v kazdécigné buice, ktery vytvéi
koncentréni gradient sodnych a draselnych ignfpricemz spdiebovava energii
z hydrolyzy ATP. Podle vySe uvedené klasifikacetesdy jednd o primarni aktivni

prenase.

2.1.1 Fyziologicky vyznam

Na'/K*-ATPaza je jednim z nejvyznagjgich enzymdi Zivocisného
metabolismu. Hraje roli ip tvorbé klidového membranového potencialu, vyiva
gradient N3, kterého naslednvyuzivaji daldi enzymy kipnosu jinych latek ies
cytoplasmatickou membranu (sekundarni aktivni frarty [Freel, Goldner 1981, Bers
a kol. 2003] a pomaha udrzovat osmotickou rovnowahuikach. O vyznamu N& -
ATPazy s¥ddi i to, Ze nacinnost tohoto enzymu se spelhuje az ietina vesSkerého
ATP v buice. [DeWeer a kol. 1985]

Membranovy potencial byva ozfwvan jako elektro-chemicky. Elektricka
sloZka je dana rozdilnym nabojem na@&pah stranach membrany, chemickéa slozka je
pak dana rozdilem koncentraci jednotlivych sioliNa/K*-ATPaza vytvéi gradienty
sodiku i draslikugimz pispiva k chemické sloZzce a diky tomu, Zghdém jednoho
katalytického cyklu za obvyklych podminek exportBjsodné ionty, ale importuje jen
2 draselné ionty, fispiva i k elektrické slozce. Lze tedyci, Ze pro nastaveni

membranového potencialu je role W&'-ATPazy zcela zasadni. [Kuhlbrandt 2004]
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Nemért dulezity vyznam sodno-draselné pumpy &pa v tom, Ze je jedinym
aktivnim prenaséem sodnych iorit ven z buiiky. Vzniklého gradientu sodiku pak
vyuzivaji dalSi sekundéarni aktivnfgmasée k transportu jinych latek. Jedn& seinap
glukoso-sodny symport, Néd* antiport nebo N4C&" antiport. [Bossuyt a kol. 2006]

Koneiné sodno-draselna pumpa pomaha udrzovat osmotickawvdhu tim,
Ze z buiky neustale ogerpava sodné ionty. Kdyby k tomu nedochazelo, wivasmaozy
by dochazelo k prouthi vody do biiky, coZz by mohlo skatit nabobtnanim a smrti
bunky.

Je tedy mejmé, Ze jakékoliv ovlivéni funkce N&K'-ATPazy nmize mit
dramaticky vliv na fungovani lsly i celého organismu. Neni tedy divu, Ze dysfunkce
Na'/K*-ATPazy je spojovana s nemocemi nervového apana@mpranovy potencial),
diabetes mellitugi infarkt (sekundarni transport) a Sedy zakaldysfunkce ledvin

(osmoticka rovnovaha). [Schulpis a kol. 2006]

2.1.2 FunkcéNa'/K*-ATPazy

Za normalnich podminek funkce M&*-ATPazy speoiva v genosu 3Naven
z buiky a 2K dovnit buiky pii hydrolyze 1 molekuly ATP na ADP a fosf&tinnost
tohoto enzymu je obvykle popisovana Albers-Postowyklem [Albers 1967; Post a

kol. 1969], ktery je zobrazen na obrazku 1.
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Obrazek 1: Albers-Postfiv cyklus

Prvnim krokem je navazani 3Naa vazebna mista na intracelularni styamz
se aktivuje ATPazovéinnost enzymu. Dojde k rozfteni ATP—ADP + R a navazani
fosfatové skupiny na enzym. Pumpa se autofosfirylewoz zgfisobi znénu
konformace ai@nos sodnych iofitven z buiky.

Na extracelularni straénse tak vystavi vazebna mista pro, Ktery ma nyni
vysSi afinitu k pump. Navazani drasliku #gobi defosforylaci enzymu, naslednou
zménu konformace a navrat daiypdni podoby. Tim seipnesou ionty K dovnit
buiiky a cely cyklus se fize opakovat. Délka tohoto cyklu je asi 10 ms datalvani
kteréhokoli kroku zpsobi zastaveni prace celé pumipyvivo se tento cyklus pohybuje
jen vtomto smru (po sndru hodinovych raic¢ek), zajimava je skutaost, zZein vitro
byl tento cyklus pozorovan i v ofi@@m sndru. [Kubala 2003].

V souladu s Albers-Postovym cyklem rozeznavame afdtonace N&K™-
ATPazy tradiné popisovany jako vysledek interakce s ionty sodikdrasliku. Rozdil

spaiva v iizné prostorové uspaédanosti. Konformace ;Ese vyznauje vysokou



afinitou kN& a nizkou afinitou k ATP a K vazebna mista jsou fiptupna
z cytoplasmy. U konformace,Be tomu pgesré naopak. Vazebna mista jsokighupna
z extracelularniho prostoru a konformacesg vyznauje vysokou afinitou ke K a
nizkou k Nd a ATP. [Albers 1967, Post a kol. 1972] Rozdil wiwmacich je

znazorgn na modelu vapnikové pumpy na obrazku 2.

Obr 2. Zobrazeni rozdilu konformaci E, a E, u Ca®*-ATPazy ze sarkoplasmatického retikula
Peptidickyfettzec je obarven podle barev spektra od N-konce (&oklC-konci ¢ervena). V horni
¢asti obrazku jsou patrné tytoplasmatické domény A (modra), N (zelend) @IBtozelend az Zlutd),
v dolni gasti jsou transmembranové helixy. Levy obrazek andge pumpu v Ekonformaci (PDB kod
liwo [Toyoshima a Nomura 2002], na pravém obraz&uyympa v konformaci .£(PDB kod 1su4,
[Toyoshima a kol. 2000]

Nedavna studie [Gtpva a kol. 2009] v8ak hovotaké o vlivu Mg" na
konformaci cytoplazmatické ¢asti Na/K*-ATPazy. Ritomnost hsiku jako
esencialniho kofaktoru, ktery neni transportovaz sitoplasmatickou membranu, ale
pro funkci enzymu je nezbytny, odhalily uz expenmyev roce 1960 [Skou, 1960].
Ukazuje se spojitost mezi navazanim Mg znenou konformace tétoasti bez vlivu
Na" a K jako transportovanych Kkatiaht kterym byla doposud f{suzovana
zodpowdnost za zrnu konformace pumpy. Detadji jsou tyto pokusy rozepsany
v kapitole 2.1.4.



Existuji také oligomerni modely f@dpokladajici existenci dvou a Vvice
podjednotek. [Thoenges a kol. 1999; Tanoue a Kifl62Clarke a Kane 2007 ]

2.1.3 Struktura
Na'/K*-ATPaza se sklada z podjednotek a B. Podjednotkaa je protein

obsahujici vazebna mista pro Na K" a ATP, ktera jsou homologicka pro P-typy
ATP&z, jako naip C#*ATPaza. Podjednotka se sklada z deseti transmembranovych
domén (M1-M10) aif velkych domén v cytoplazin Ty jsou ozn&ny A, P a N.
Doména A je tveena cytoplazmatickym N-koncem adkou mezi druhym arétim
transmembranovym helixem a t¥gi zhruba 120 aminokyselin. Oz¥eni A pochazi

z anglického  ,actuator* nebo ,anchor®. N doména Ipaahglického
~nucleotide“obsahuje vazebné misto pro ATP a nackézspolu s P doménou mezi
ctvrtym a patym transmembranovym helixem. P domgplaogphorylation®) obsahuje
konzervované fosforytani misto na Asp369. [Moller a kol. 1996]

Existuje mnoho experimehtprokazujicich velikou podobnost N&*-ATPazy
se strukturolC&*ATPAazy [Sweadner a kol. 2001]. To potvrdila i neutiypublikovana
prvni krystalograficka struktura RiK*-ATPazy fi 3,54 rozlideni [Morth a kol. 2007].

Beta podjednotka je glykoprotein o velikosti 55kxtery ma jeden
transmembranovy helix. Jeji struktura ani role oejgeSt zcela objastny. Je
prokazano, Ze je nezbytna ke spravnému sbalenégoolkya a také pro zabudovani
enzymu do plasmatické membrany. DalSi experimeagn&uji, Ze by mohla hrat roli
pii transportu draselnych iohfKubala 2006; Morth a kol. 2007].

intracelularni prostor

lipidova dvojna wstva [

extracelularni prostor

Obr.3: Struktura Na */K *ATPazy



2.1.4. Velkéa cytoplazmaticka éta

Velkd cytoplasmatické kka C45 pedstavuje ¢ast mezi 4. a 5.
transmembranovym helixemigrvert zobrazeno na nasledujicim obrazku) podjednotky
a. Tento cytoplasmaticky segment je dlouhy 430 akyeelin, zéehoz 180 residui
nélezi N-doméa. [Taylor a kol. 1989]

intracelularni prostor

extracelularni prostor

Obrazek 4: Cerven vyznatena&ast velké cytoplasmatické kikky C45

Pri pokusech s touto izolovanatasti spojujici 4. a 5. transmembranovy helix
bylo zjiS€no, Ze zaujim& uz#&enou konformaci v ngfiomnosti jakéhokoli ligandu, v
piipads samotného M , nebo v sotasné pitomnosti Mg* i ATP. Ri navazanim
samotného ATP (bez MY byla pozorovana konformace otemd. Tyto vysledky
naznuji, Zze konformani zmeny nejsou dsledkem navazani sodnych nebo draselnych
ionta, jelikoZz v €chto experimentech se pracovalo jen s izolovarésti velké
cytoplasmatické kéky a zneny konformace tak Zisobila pouze interakce s ATP a
Mg**. Vysledky souhlasi s modelem, kdy navazani ATPulogtalo konformani
zmeény ozn&ované jako E—E; a nasledné navazani faqa komplex enzym-ATP pak
vyvolalo konform&ni zmenu E—E; [Grycova a kol. 2009]

V pripact méteni na velké cytoplasmatické ddie bylo zapdebi nejprve kkku
ziskat. Bylo dokazano, Ze tento cytoplasmatickyrsag C45 obsahujici N i P doménu
lze beze zbytku enzymu ziskat heterologni exprdsakteriichE.Coli a naslednou
izolaci pomoci afinitni chromatografie. [Gatto d.K098, Tran a kol. 1999, Kubala a
kol. 2002, Kubala a kol. 2003, Lansky a kol. 2004].



Cely postup je detaith popsan v nasledujicich odstavcichiegmé slozeni
pouzivanych roztak a experimentélni procedury jsou pak v kapitole i@l a

metody*.

2.1.5. Fiprava a izolace velké cytoplazmaticke'kyi

Pro expresi bylo pouzito bakteri.coli, do kterych byla vnesengst DNA
kddujici velkou cytoplasmatickou kku Na/K*-ATPazy.

TransformaceE.coli (ty¢inkovitd bakterie obsahujici cirkularni chromozom
dlouhy cca 3x1®par bazi) je dj, kdy dochazi k fijeti cizorodé genetické informace
(DNA) recipientnimi bikami E.coli. To mize nastat pouze zaqupokladu, Ze se
bunka nachazi ve stavu tzv. kompetené#i, ve stavu, kdy je schopna z okolniho
prostedi @ijmout DNA. K tomu, aby doSlo k navozeni &l@ kompetence hiky, je
zapotebi kultivovat bitky v médiu obsahujicim Mg a nasledné aplikace tepelného
Soku (tzv heatshock Vnasen&NA se smicha s kompetentnimiriami a necha se
tak ukitou dobu, aby mohla adherovat k povrchu #urvSe se musi dit za nizkych
teplot, proto jeitba suspenzi inkubovat na ledu. Poté nasledujénteek vysokou
teplotou (42°C), ktery Zjsobi oteveni pofi v membranich bwk a usnadni tak vstup
DNA dovnitt burek. Tepelny Sok je i@sré caso¥ definovany a bezprastdré po rém
nasleduje oft zchlazeni.

Alternativou k metod tepelného Soku je metoda elektroporadetd®o metod se
builky v roztoku obsahujicim DNA vystavi kratkému efaému pulzu o vysokém
napsti, coz zfisobi d@éasné otekeni pofi v membrag buiky, kterymi poté nize DNA
do buiky vniknout. kinnost metody ovliiuje jednak intenzita elektrického pole,
délka pulzu, ale i teplota, koncetrace DNA, iontsl@Zeni média a velikost bk

DalSim krokem je kultivace v neselektivnim méd, které dochazi k syntéze
proteimi kdédovanych danou vstupujici DNA, kterd zajisti mapezistenci Vci
antibiotiku. Nakonec jsou My vysety na pevné meédium obsahujidiisfjusné
antibiotikum, wi¢i kterému ma vnesend DNA zajistit rezistenci. Dikynu existuje
moznost pozgSi identifikace pisluSnych transformaint



Rist

Poté je vybrana jednaditd kolonie narostlych bakterii, kterd se neché qi
dobu 13-16hist v kapalném médiu. Pro vyhodnocovani narustueniélde nejastji
vyuziva odhad pomoci spektrofotometrickéhéreni. Meieni je zalozeno na odhadu
poétu mikroorganism na zaklad spektrofotometrického &eni zakalu fi vinové
délce 600nm. V hrubé aproximaci lgei, Ze kulturak. coli o absorbanci &, ~ 0,1
obsahuje cca f®urtk na 1 ml.

Indukce

K indukci exprese je nezbytn&ifmmnost silného a déé kontrolovatelného
promotoru, jehoZ indukce ve vysledku zajisti pradulpoZzadovaného proteinu.
K indukci lac promotoruse pouziva IPTG, ktery je snadno transportovamuek a
slouzi tam jako &inny induktor, &koli neni buitkami metabolizovan. | v naSentipad
byla indukovana exprese &y C45 pomoci IPTG. ilanim této latky dosdhneme tedy

cilené exprese nami pozadovaného proteinu.

Purifikace

Purifikaci zahrnuje #&olik kroki. Nejprve je patba rozbit biky. To |ze proveést
pomoci sonikace. Jednd se @sgbeni ultrazvuku s takovou intenzitou, Ze dojde
k rozbiti burg¢nych sén bakterii a vyliti obsahu cytoplazmy do roztoku.

Naslednou centrifugaci se docili &tEhi zbytki burg¢nych sén od
cytoplazmatické frakce. Vznikly pelet obsahuje migité&i zbytky a supernatant &n
cytoplazmatickych protein (jelikoz klicka C45 je cytoplazmatickodasti Nd/K*-
ATPazy, je rozpustna a nachazi se v supernataRtiu)expresi nedochazi pouze
k vytvoreni nami poZzadovaného proteinu, ale i dalSich biaktéch proteird, proto je
zapotebi dalSich krok k ziskaniistého proteinu.

Toho se docili metodou afinitni chromatografie. Gédujici C45 je zfuzovan
s genem kodujicirhexahistidinovou kotvu, ktera se s vysokou afinit@dize na kobalt.
Afinitni chromatografii na kolonach, obsahujicighesialni naph s kobaltem, dojde
k selektivnimu navazani pravéto klicky s histidinovou kotvou. Naslednym promytim
kolony dojde k vyplaveni vSech ostatnich praiekteré nebyly uchyceny.

Poslednim krokem je wsnéni pozadovaného proteinu z vazebného mista na

koloné¢ pomoci koncentrovaného roztoku imidazolu, kterykeenpetitivieé vaze na



kobalt. Eluovany roztok je vSakieba jeit dale upravit dialyzou, aby nedoslo
k denaturaci proteinu.

Dialyza je @&j zaloZzeny na principu osmoézyfifkterém jsou od sebe ogdny
latky s fiznou rozpustnosti a velikosti. Prakticky se taie dotechodem analyticky
disperznich latekies polopropustnou membranu z predt s vysSi koncentracichto
latek do prosedi s niZsi koncentraci. Dialyzou vzniklého roztaasahujiciho kéiku
tak dojde k dalSimu wsteni.

Cistotu purifikovaného proteinu Ize &t pomoci elektroforézy (SDS-PAGE).
Pti gelové elektroforéze dochazi k migraci protein elektrickém poli skrz pory
v polyakrylamidovém gelu na zakkadejich elektroforetické pohyblivosti. Gel je
polymerovan pomoci APS a TEMED a jeho propustnosvisi s velikosti pdr a tedy
piimo anerné s koncentraci polyakrylamidu. Elektroforeticka pblivost zavisi na
mnoha faktorech jako délka polypetidovétexzce, molekularni hmotnost, velikost
pon v gelu, nebo naboj a stupdenaturace proteinu.

K denaturaci proteinu se pouziva detergent SDStyk&e vaze na hlavni
polypeptidovy iettzec a tim zfisobi jednak denaturaci proteinu a jednak RKmiu
zaporg nabitym a to fimo unErné molekulové hmotnosti. Tyto zaparnnabité
proteiny poté v elektrickém poli putuji gmem k anod v zavislosti na svych
hmotnostech - ¢¢Si proteiny putuji nizsi rychlosti diky odporu ddsmému gelem. Ve
vysledku tak dojde krozteni proteii podle jejich hmotnosti. Ke zkoumanym
vzorkim se navic fidavaji proteiny o znamé molekulové hmotnosti (neayk, které
usnaduji identifikaci proteinu ve vzorku. Na zakkadjelu lze pak zjistit identitu i
pribliznou koncentraci testovanych vzérk

2.2 Interakce N&/K'-ATPAzy s jinymi latkami

Vzhledem k fyziologickému vyznamu NK*-ATPazy (viz kapitola 2.1.1.),
vSechny latky, které mohou ovlivnit jeji funkci, gasluhuji zvySenou pozornost.
Interakce s NaK*-ATPazou byly pozorovany pro celdadu latek, jako anorganické
ionty, hormony (insulin, aldosteron, dopamin) [Etvaa kol. 1995], nebo
biomakromolekuly. Aktivitu v3ak fi#ze ovliviovat i hladoéni, ¢i fyzicka aktivita
[Kotova 2006]. V nasledujicich odstavcich jsou yatlliviujici aktivitu rozaleny do

téi skupin — anorganicke ionty, malé organické molgkubiomakromolekuly.
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V piipact anorganickych iorit se jedna zejména @&zké kovy, které podle
otekavani bez vyjimky zisobuji inhibici. Jedna se o Nj co*, zr**, Mn**, Ccd”,
[Boiko a kol. 2004] PH,F&*, Hg'* Ag'*,Ba Al

DalSi skupinou jsou organické molekuly, kde je aitl jiz trochu sloz}Si.
Vyskytuji se zde i latky, u kterych byla zgéa stimulace aktivity sodno-draselné
pumpy. Nejznar§si a ne¢astji uvadnou latkou zpsobuijici inhibici N&/K*-ATPazy
je ouabain. [Stimac a kol. 2005] Jedn& se o vepacsickou a vysoce toxickou latku
uzivanou v malych davkach pro stimulaci sri@o svalu. Princip sgova v tom, Ze
nefunkéni Na'/K*-ATPazu nahradi hitka pouzitim N&¥C&" pumpy, pomoci které se
do buiky dostanou Cd ionty a spusti se tak svalova kontrakce.

Aspartam je dalSi latkou, u niz bylo z§iga inhibice sodno-draselné pumpy.
Aspartam je ur@é sladidlo, které se od roku 1981 pouziva do patra napaj. V téle
je metabolizovan na kyselinu asparagovou (Asp)anwta fenylalanin (Phe). U vSech
téchto metabolii bylo prokdzano, Ze ipvysSich koncentracich #pobuji inhibici
Na'/K*-ATPazy. Té se vsak potl@ z¢asti, nebo kompletn zabranit L-cysteinem.
Klinické studie dokazuji vliv na mozkovou aktivigpilepsii postizenychéti, ukazuje
se téz souvislost aspartamu s vyskytem zadhvmlesti hlavy a vzniku nadar[Van
den Eeden a kol. 1994, Camfield a kol. 1992, Schukol. 2005]

Velmi rozStenou tidou léki jsou kortikosteroidy. Uéchto 1éki byl taktéZ zjistn
vliv na aktivitu sodno-draselné pumpy. Ve studiirfKa kol. 2006] bylo dokazéano, ze
kortikoidy zvy3uiji aktivitu N&K*-ATPéazy v ledvinach krysich mizat.

Dopamin je dal3i latkou, u které byl dok&zan vliv aktivitu Nd/K*-ATPazy.
Dopamin je chemicka latkaipozerg vznikajici v mozku. Funguje jako neurotransmiter
a neurohormon a je vytien v hypotalamu. Ve studii [Chen a kol. 2006] jsovadny
dva zpisoby inhibice N&K*-ATPazy pomoci dopaminu. Jde zdettppd velmi slozité
interakce, kdy fisobeni dopaminu spousti celou kaskadu dalSichireakc

Tyto a dalsi latky #etnd jejich pisobeni na N#K'-ATPazu jsou uvedeny
v nasledujici tabulce. [Vu a kol. 2005, LaMarcaoh R0O05]
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latka zpuasob interakce
kyselina asparagova inhibice
fenylalanin inhibice
metanol inhibice
kortikosteroidy stimulace
marinobufagenin inhibice
resibufogenin inhibice
ouabain inhibice
homocystein stimulace
dopamin inhibice
L-alanin brani stimulaci Zsobenou Hey
L-cystein brani inhibici zpisobenou
aspartamem

Tabulka 1: Seznam molekul ovliviujich aktivitu sodno-draselné pumpy

Posledni skupinou jsou biomakromolekuly oiiliyici aktivitu sodno-draselné
pumpy. Pat sem nap neuropeptid neurokinin B, u kterého bylo zji&i, Ze hraje roli
pii ochrarg pred neurodegenerativnimi onem&oimi typu Alzheimerovy choroby.
Dale B-amyloid, kterému je naopakipuzovana role jvodce Alzheimerovy choroby,
nebo teba agrin, coz je latka hrajici roliripvedeni nervovych vzruéh ktera je
piitomna v nervovych synapsich. Souhrn vSech latgkjich &inky je opt
v nésledujici tabulce. [Yoon a kol. 2006, Manthkoa 2005, Hilgenberg a kol. 2006,
Zugno a kol. 2005]

latka zpuasob interakce
guanidinoacetét inhibice
agrin inhibice
TCTP inhibice
SNXE brani inhibici zpisobenou TCTP
NKB stimulace
amyloid inhibice

Tabulka 2: Seznam biomakromolekul ovliviujich aktivitu sodno-draselné pumpy
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2.3 Fluorescein

Vtéto praci bylo zkouméno, zda dochazi k interakiia’ /K -ATPazy
s fluoresceinem. Fluorescein je latka s Sirokymkspen pouziti. Jednu takovou oblast
piedstavuje i medicina, kde je vSaki podani fluoresceinu jak intravend@zntak
peroralg, znamarada vedlejSich dinka. Pati mezi ¢ alergické reakce, nevolnost,
zvraceni, prudkd hypotenze, v krajnicltippdech az anafylakticky Sok, zastava
srde&niho svalu,¢i dokonce smrt. | tyto skuteosti mohou nazwavat, ze nize

dochazet k interakci mezi fluoresceinem d/Ma-ATPazou.

2.3.1 Chemické vlastnosti fluoresceinu

Fluorescein byl poprvé syntetizovan Adolfem von yaem v roce 1871. Lze ho
pripravit reakci resorcinolu a anhydridu kyselinyidigé za pitomnosti ZnCj.

Anhydrid kyseliny

) Fluorescein
ftalove

Obrazek 5: Schéma vyroby fluoresceinfupraveno podle wikipedia.com)

Fluorescein je Zlutozelené organické barvivo s velysokou intenzitou
fluorescence, kterou Ize pozorovat i ve velit@dnych roztocich. Je paime levny a
v menSich davkach netoxicky, dikgmuz je Siroce pouzitelny. Jeho nevyhodou je fakt,
Ze na sw¥tle dochazi k jeho samovolnému rozkladu. Fluoresaiistuje ve dvou
form&ch— chinoidni a laktonové. Chinoidni formaofiesceinu je tmav ¢erveny
krystalicky prasek, zatimco laktonova forma je ylutekrystalicky, dokonale sypky
prasek. Molekulova hmotnost fluoresceinu je 333ajiinpati do skupiny xanthena

mezi jeho derivaty p#tnag. eosin a erythrosin. V zavislosti na pHiieme pozorovat
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raizné iontové formy fluoresceinu v rozmezich pH odd13. Ri velmi nizkém pH

v kyselé oblasti existuje fluorescein v podokationtu, pi pH 2-4 se vyskytuje
v neutralni fornd. Fxi dalSim zvySovani pH molekula disociuje na anati pH nad 8

disociuje na dianion. [Dandlike, Alonso 1969, DigWlarkuszewki 1989, Horak 2007].
Hodnoty pK pro jednotlivé formy fluoresceinu jsowstedujici [Smith, Pretorius
2002]:

pKa=2.22
pKa= 4.34

PKas-6.68

2.3.2 Spektralni vlastnosti fluoresceinu

Pri fyziologickych hodnotach pHipvazuje fluorescein ve fokianiontu, coz je
spole&né s aniontem jedina forma fluoresceinu vykazujiaiofescenci. Kvantovy
vytéZzek aniontu je 0,37, dianiontu pak 0,93. VInovakdéha tvar emisnich spekter
ziskanych excitaci v blizkosti 490 nm je relativmezavisla na pH, avSak intenzita se
v kyselych roztocich f¥e dramaticky sniZzovat. S ohledem na pouzité pafrpH
v naSich pokusech vSakuieme toto zanedbat. Maximum absorpce pro dianiootov
formu fluoresceinu je 495 nm, emisni maximum po&#fa nm.

Vzhledem k tomu, Ze spektralni vlastnosti fluoreseiavisi na kyselosti roztoku,
je fluorescein ¢asto vyuzivan jako sonda pro pH ve spektroskopitkyic
mikroskopickych studiich a to jak vitro, tak in vivo. Lze ho vyuzZit v nefiznéjSich
odwtvich. Od mikroskopie, figs molekularni biologii, genetiku a medicinu, &ba ke

stopovani podzemnich vod.

2.3.3 Uziti v medicin

Prikladem pouziti fluoresceinu v medié&ije fluorescetini angiografie. Jedna se o
kontrastni vySéeni cév uvnit oka (v @ni sitnici nebo duhovce). Pacientovi je do Zily
na ruce zavedena kanyla, do které je nasleghikovan fluorescein. Ten s¢hem 8-
10 sekund dostane do sitnicovaoiste (v krvi se vyskytuje jen minimum volného
fluoresceinu, protoZze 75-85% se vaze na proteimg sékrvinky) a obraz cévniho

systému oka je pak zachycen na fotografii specidigitalni kamerou. Fyziologicky
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fluorescein neprostupujeésibu sitnicovych cév, ale prostupujergiu poSkozenych
cév, ¢imz Ize ziskat informaci o Urovni poSkozeni sitnidéa obrazku 6 je znazam

snimek z fluoresceni angiografie, kde Ize pozorovat pronikéni flaeiau krevnim

fecisStem sitnice oka.

Obr.6: zaznam z fluorescerni angiografie sitnice oka

(prevzato z http://www.eyetumour.com/images/largefiisoein_angiogram.jpg)

2.3.4 Uziti fluoresceinu/pstopovani podzemnich vod
DalSim mozZnym vyuZzitim fluoresceinu je stopovandpemnich vod. Tradi¢ se
fluorescein pouziva v hydrogeologickém vyzkumu &xggh oblasti.

Historicky prvni pouZziti fluoresceinu jako stopdease datuje kratce po jeho
syntéze, kdy von Baeyer Vlil roztok obsahujici X fluoresceinu do Dunaje blizko
hlavnich prameih Po Sedeséti hodinach se objevila jeho charakitddsfluorescence
v malychtekach, které se vlévaji do Bodamského jezera addistdo Ryna. [Horak
2007]

2.3.5. Interakce fluoresceinu s N -ATPazou

Jiz dlouho je znamo, ze N&'-ATPaza specificky vaze analog fluoresceinu,
fluoresceinizothiokyanat (FITC), ktery tkiokovalentni vazby s postranninetzci
lysinovych zbytk. Strukturni vzorec FITC je uveden na obrazku piipads Na'/K™-
ATP&zy se FITC specificky kovalertrvaZe na Ly¥*, ktery je sowasti vazebného
mista pro ATP [Kubala a kol. 2006arley a kol. 1984]. Tato modifikace vazebného
mista pro ATP vSak Zigobuje irreverzibilni zablokovéani katalytického kylenzymu,
coz bylo poprvé publikovano jiz v roce 1980 [Kahli$980].
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V kapitole 2.3.1 byl jako blizky analog fluoresaginuveden eosin
(tetrabromofluorescein). Strukturni vzorec je uved@ obrazku 8. Eosin reversikiin
inhibuje Nd-ATPéazu. Z toho, Ze eosin zahtge navazani FITC autiousoudili, Ze se
kompetitivie vaze na vazebné misto pro ATP (ATPazova aktivita lreiena i
absenci Kiontl) [Ogan a kol. 2007]. @kavame, ze fluorescein bez izothiokyanatové
skupiny by se viipad vazby na N§K*-ATPazu vazal podobnym fipobem jako
eosin, tzn. Zze by se nejednalo o kovalentni vazbto skuténosti by se dalo nasleén
vyuzit k monitorovani vazby dalich (i nefluoressgnh) substrdt na Na-ATPazu

pomoci kompetitivniho vgsiovani [Kubala a kol. 2004].

OH

Obr.7: Fluorescein isothiokyanat

(fevzato z wikipedia.com)

COO"
Br Br

Br Br

Obr. 8: Tetrabromofluorescein (eosin)

(prevzato z wikipedia.com)
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2.4. Vybrané metody fluorescéni spektroskopie

2.4.1. Mereni kinetiky dohasinani fluorescence metodou keaglého
citani fotoni

Dobu Zivota excitovaného stavu fluoroforu je moanét metodou korelovaného
¢itani fotori (time-correlated single photon counting - TCSH&E)této metod budime
populaci fluorofod kratkym exciténim pulsem (ideakhd-puls) a nasledhsledujeme
¢asovou zavislost depopulace excitovaného stavurax paplikujeme sérii pulg,
piicemz po kazdém pulzu dojde k zaznamenani nejvySeoledfotonu a ®¥i secas
mezi exciténim pulzem a dobou zaznamenani emitovaného fotostekibrem.
Vysledkem je histogram znézwijici ¢asovou distribuci fotain Zavislost intenzity

fluorescence néase je potom fitovana pomoci funkce:

(1) D)= aiexp (-t/1)

Stredni doba Zivota je pak vypitana jako:

(2) t=(Coit?/ Yo 1)

2.4.2 ZhaSeni fluorescence

ZhasSeni fluorescence je jevyi kterém obec#& dochazi k poklesu intenzity
fluorescence vzorku vlivem interakci s dalSimi rkalami. ZhaSeni fluorescence
obvykle ctlime na dynamické (kolizni) a statické.

Pfi dynamickém (koliznim) zh&Seni molekuly fluorafonejsou chemicky
zmenény. Dochézi k deaktivaci fluoroforu v excitovanétaval molekulou zhéasedla a
fluorofor se nasledhvraci do zakladniho stavu bez emise fotonu. Mdekbasedla se
vtomto gipact musi difuzi dostat do kontaktu s fluoroforershem doby, kdy se
fluorofor nachézi v excitovaném stavu.

Statické zhaSeni je proces, kdy dojde k vigwd chemického komplexu, ktery
neemituje fluorescenci. Molekuly fluoroforu jsoudye narozdil od fedchoziho

pripadu, chemicky zgmeny.
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Studium zhaSeni fluorescence nam tedgZen poskytnoufadu informaci o

dgjich, které probihaji mezi molekulami fluoroforzlaadSedia.

2.4.2.1 Teorie dynamického zhaseni

Zavislost fluorescatnich  charakteristik  vijppad kolizniho  zhaSeni

fluorescence je popsana Stern-Volmerovou rovnigi (3

3) Fo/F = To/T = 1 + Kq To [Q] = 1+Ks\[ Q]
kde:
Foorrnnnnn intenzita fluorescencé pbsenci zhasedla
Foereeeeiieens intenzita fluorescencetgmnosti zhaSedla o koncentraci [Q]
ST bimolekularni zhaSeci konstanta
L T stedni doba Zivota fluoroforufpabsenci zhasedla
L SUPPR gedni doba Zivota fluoroforu wipomnosti zhaSedla o koncentraci
[Q].......... koncentrace zhaSedla
KsVerernrernns Stern-Volmerova zhaSeci konstanta

Pokud se jedna o kolizni zhaSeni, Stern-Volmerogastanta K, je dana
sowinem k; 1o, Obvykle se data vynaseji jako zavislogfFna [Q] (tzv. Stern-
Volmeriv graf). Je to proto, Zecekavame linearni zavislosty/F na koncentraci
zhaSedla. Pokud je tato zavislost linearni, vSembtrznai pritomnost jednoho druhu
fluoroforu, kde jsou vSechny molekuly zh&Sedlu retepiistupné. Odchylky od
linearniho chovani pozorujemefti pvysokych koncentracich zhaSedla, nebo ve
slozitjSich gipadech, nap pokud bychom ®li dva druhy fluoroforu, z nichz jeden by
nebyl zhaSedluifstupny.

Bimolekularni zh&Seci konstanta (cozZ je Stern-Vobtwe zhaSeci konstanta korigovana
na stedni dobu zivota excitovaného stavu), je pak zayigdevSim na molekularnich
polomérech fluoroforu a zhasSedla a na jejich difuznicefimentech. Z hlediska studia
molekulérnich interakci nds pak zajima vliv dal$iaktoni a to gedevsim prostorové
pristupnosti, pop dalSich interakci (ndpelektrostatickych).
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2.4.2.2 Teorie statického zhaseni

Statické zhaSeni je vysledkem wyitgni nefluorescemiho komplexu mezi
fluoroforem a zhasedlem. Pokud takovyto komplexodige s¥tlo, dojde k excitaci a
naslednému navraceni do zakladniho stavu bez dotmeu. Intenzita fluorescence je
tedy @imo umérna koncentraci volného fluoroforu. Zavislost ity fluorescence na

koncentraci zhaSedla je dana rovnovahou:

(4) Ksv = [F-Q] / [F] [Q]

kde:

[F-Q] ...koncentrace komplexu

F... koncentrace volného fluoroforu

Q... koncentrace volného zhasedla

Ksv ... asociani konstanta pro tvorbu komplexu

Porovnani s intenzitou fluorescence v ifpnnosti zhasSedlagfze odvodit vztah:

(5) Fo/F = 1+Ksv [Q]

Zavislost B/F na [Q] je linearni a rovnice je formélrshodna s rovnici popisujici

dynamické zhaSeni, vyznam Stern-Volmerovy konstgntgak zcela odlisny.

2.4.2.3 RozliSeni mezi statickym a dynamickym nitase

Statické a dynamické zh&Seni Ize také rozliSizéldad mereni doby Zivota
fluoroforu v excitovaném stavu. U statického zha$epoklesu doby Zivota nedochazi.
Fluorescenci totiz vykazuji jen molekuly, které smj chemicky zminény. Zbylé
molekuly fluorescenci nevykazujiili doba Zivota je stale rovig a plati:
(6) T/t=1

U dynamického zhaSeni se jednd o proces, ktdigpipd k depopulaci
excitovaného stavu, coz ma za nasledek zkraceéedrst doby Zivota excitovaného

stavu a plati vztah:
(7) Fo/F=TolT
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3. Material a metody

3.1 Nd/K'-ATPaza

Izolovana N&K*-ATP&za z prasgho mozku byla zakoupena od firmy Sigma a
skladovana v -20 °C.

3.2 Hiprava velké cytoplasmatické kky
Pokusy s velkou cytoplasmatickoudkou probihaly s proteinentipravenym dle
nasledujiciho protokolu. Protokol se skladéagti: transformacede.coli, ockovani,

indukce, purifikace a elektroforéza.

Transformace E.Coli
Nejprve bylo teba gipravit LB agar a LB médium ve slozeéni

LB agar:
LB médium + 10 g/l Bacto agar (Difco)

LB médium:

10 g/l Peptone from casein (Serva)
5 g/l Yeast extract (Serva)

10 g/l NaCl (Sigma)

pH 7,5 (upravit ped sterilizaci)

Sterilizovany LB agar byl temperovan na 55°C, poyo piidano antibiotikum
kanamycin (Roth) na finalni koncentraci 3@/ml. Transformace byla provedena
metodouheat shockK 5 ul zmrazenych butk (buiky Rosetta, skladovanyip-80°C)
byl prfidan 1ul DNA kodujiciho klicku C45. Nasledovalo 10 min inkubace na ledu, po
které se vzorek na 60 s vystavil tepelnému Sokutgplo€ 42°C a nasledn opst
zchlazeni na ledu po dobu 2 min.

Poté bylo k biikam gidano 750ul LB média o teplat 37°C a suspenze byldip
stdlém michani na orbitalriepace kultivovana 1 hip 37°C a 200 rpm. Nakonec byla
suspenze buk vyseta na agarovou matrici obsahujici kanamydouiky se nechaly
pii 37°C na 12-15 hist v inkubatoru.
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Oc¢kovani

Z misek byla pomoci &ovaci klicky odebrana 1 kolonie narostlych bakterii,
kterd byla nasledn pirevedena do 4 ml LB média obsahujicihoud kanamycinu
(zasobni roztok 30 mg/ml). Bly byly takto @i 37°C inkubovany 14 hodin.
Po 14ti hodinach nasledovaléefiti do objemu obsahujiciho 100 ml LB média a
kultivace g 37°C, kEhem které bylist ptibézné sledovan rfenim absorbance na
spektrofotometruifd 600 nm v intervalech 30 min, az do dosazeni dlzsare v mezich
0,6-0,8.

Indukce
Indukce exprese byla dosaZzerfa@@nim IPTG (Roth) na finalni koncentraci 100

uM. Exprese poté probihala po dobu 24h17°C.

Purifikace proteinu

Po 24h nasledovala centrifugace na 5000 g po d&bwmid @i teplog 4°C.
Supernatant byl slit a pelet rozpirstv 10 ml pufru (10 mM TRIS, 10 mM NaCl,
pH 8,8), obsahujicim tyto inhibitory proteaz:

inhibitory (na 10 ml):

15 mg lysozym (Sigma)
26 mg PMSF (Sigma)
0,02 mg leupeptid (Sigma)
4 ul pepstatin (Sigma)
10ul 1M DTT (Serva)
100ul ImM EDTA

Nasledovala sonikace ndigtroji Ultrasonic homogenizer 3000 (Biologics Inc.
USA). Sonikace probihala 3 min s 20 s ON/OFF periodaimnyykonu 20%. Suspenze
byla nasled&é centrifugovana na 15000 gipeplog€ 4°C po dobu 25 min. Poté se
odebral vzorek peletu a sonikatu (supernatantuptigni vzorky byly odebirany po
celou dobu purifikace.

Izolace KklEky byla provedena pomoci afinitni chromatografiglyBoouzity nové
kolony, do kterych bylo nalito 6 ml Talon metal rafy resin (Clontech) tak, aby

v kolorg zbyly 3 ml pevné faze. Po promyti byl supernataahesen na kolony a
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inkubovan po dobu 1 hodiny. Poté nasledovalo promgimoci 40 ml pufru (20 mM
TRIS, 140 mM NaCl, pH 8).

Pro vygsreéni proteinu z kolony bylo pouzito 2 ml 0,5 M imidda. Po 30
minutové inkubaci nasledovala eluce. To se opakowalkem 3x a poté prébla
dialyza. Dialyza probihala v 1 litru dialy@@ho pufru (20 mM TRIS, 140 mM NacCl,
pH 8) po dobu 24 hodip4°C, pricemz po prvni hodindialyzy byl vynenén pufr za

Cisty.

Elektroforéza
Cistota exprimovaného proteinu byla &ena pomociSDS-PAGE SloZeni
roztokii pro elektroforézu bylo nasleduijici:

Elektrodovy pufr (run buffer) Vzorkovaci pufr (SDS sample buffer)
na 1 litr: na 1 litr:
135 ml 1M TRIS (Sigma)
3g TRIS (Sigma) 150 ml glycerol
14,49 glycin (Bio-Rad) 22ml mercaptoetanol (Bio-Rad)
1g SDS (Serva) 720ml HO
pH nebylo upravovano 30g SDS (Serva)
separani gel: (na 10ml) zaosf¥ovaci gel:(na 10ml)
2,5 ml 40% AA (Serva) 1ml 40% AA (Serva)
2,5 ml separaniho pufru 2,5 ml zaosbvaciho pufru
4,95 ml RO 6,5 ml O
15 mg NaSG; (Lachema) 15mg NaSG; (Lachema)
9,75ul TEMED (Fluka) 19,5ul TEMED (Fluka)
25 ul APS (100mg/ml) (Biorad) 50 ul APS (100mg/ml) (Biorad)
separani pufr: zaosfovaci pufr:
1,5 M Tris (Sigma) 0,5 M Tris (Sigma)
0,4% SDS (w/v) (Serva) 0,4% SDS (w/v) (Serva)
pH 8,8 pH 6,8
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Do jamek na elektroforézovy gel bylo naneseno dlOoztoku obsahujiciho
protein (ziskaného po dialyze) a jako marker bylazito 5ul ovalbuminu (1 mg/ml) a
5 ul BSA (1 mg/ml). Po skateni elektroforézy byl gel barven pomoci barvBia-Save

Coomasie Stai(Serva) dobu 45 min a poté celou noc odbarvovan.

Na zavr byla zjiS€na koncentrace vSech eluci neéfenim autofluorescence. [Albani,
2007]

3.3 Meéi‘eni kinetiky dohasinani fluorescence

Data byla ziskana &enim kinetiky dohasinani fluorescence metodou
korelovanéhocitani fotomi (TCSPC) na spektrometru Picoquant se zdrojem pulsn
laserové diody LDH-P-C-440fipexcitaci 445 nm. Repetii frekvence byla pouzita 10
MHz, Sterbiny monochromatoru byly nastaveny na 4 (@b mm) a emisni
monochromator byl nastaven na 520 nm. Polarizébgty nata@eny pod magickym
ahlem. Meteni probihalo 60 s pro vzorek a 120 s piistpojovou funkci pi rozliseni
16 ps/kanal. Data byla zpracovana v programu FiubBil.

Byly méreny vzorky o stejném slozeni jako v pokusech hiatnoji Hitachi.
Stredni doba Zivota byla ¢rena jak pro vzorky s celym proteinem, tak pro izalwou
velkou cytoplasmatickou Kku. Fesné sloZeni vzoik je tedy v kapitole 3.4,

prehledrji pak v tabulce 3 a 4.

3.4 ZhaSeni fluorescence

ZhaSeni fluorescence fluoresceinu byléiemo na fluorimetru zré&y Hitachi
F4500 v moduspectrophotometrypii excitaci 490 nm a emisi 520 nm. &giiny
monochromatar byly nastaveny na 5 nm pro excitaci a 5 nm prosgrmtegrani cas
na 3 s.

Bylo provadno rekolik druhi pokusi. Jednak s ohledem nazné konformace
proteinu, a tedy na jehoiané vysokou afinitu ke K resp. N3, byla jedna série
experimeni provag¢na v pufru (10mM TRIS, pH 7,5) s vysokou konceritrbi@aCl
(140mM) a nizkou koncentraci KCI (10mM) (dale bummaovan jako pufr NacCl),
druha série naopak s vysokou koncentraci KCI (14pméMnizkou koncentraci NaCl
(10mM) (dale bude ozeavan jako pufr KCI). V kazdém druhu pufru bylo péaokno

dalSich 5 druth experiment.
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Nejprve byl pouzitcisty fluorescein v roztoku pufru (blank) a pomoitface
jodidem sodnym nebo draselnym byly &eny zhaSeci fivky. Koncentrace
fluoresceinu ve vSech vzorcich bylauM. Protein n&l koncentraci 2uM v pripact
meieni s celym proteinem a koncentraqiM v pripact velké cytoplasmatické kiky
C45.

Prvni sada (ozrane ,fisty protein“) byla ndifena pouze zarftomnosti pufru a
fluoresceinu. Obsahovala tedy @M protein, WM fluorescein a pufr. Druhd sada
(ozname ,vysoké ATP*) byla navic ttena za fitomnosti 3 mM ATP. Teti skupina
(,nizké ATP“) obsahovala 1M ATP. Ctvrta skupina (,vysoké ATP s h&ikem®)
obsahovala kron3mM ATP jes¢ 3 mM MgCh. Posledni, pat4 skupina (,nizké ATP
s hacikem®), obsahovala 1AM ATP a 10uM MgCl,. VSechny tyto pokusy jsou pro

piehlednost shrnuty v tabulce 3.

‘ koncentrace| koncentrace | koncentrace | koncentrace jodid
vzore
proteinu ATP MgCl, fluoresceinu | (zasobni roztok 0,33M)
1 | &sty protein 2 uM - - 1uM titrace 10x 2l
vysoké ATP 2uM 3 mM - 1uM titrace 10x 2l
3| nizké ATP 2uM 10uM - 1uM titrace 10x 2l
vysoké ATP )
4 2uM 3 mM 3mM uM titrace 10x 2
s ha‘¢ikem
nizké ATP )
5 2uM 10 uM 10uM 1uM titrace 10x 2l
s ha'¢ikem
6 blank - - - M titrace 10x 2

Tabulka 3: Slozeni vzorki v jednotlivych sériich pokudi s celym proteinem

Zhaseni bylo provauho titraci jodidem sodnym wipadt NaCl pufru a jodidem
draselnym v fipadt KCI pufru. Byly meteny titrani kiivky o 10 krocich po kroku @l
jodidu (zasobni roztok byl 0,33 M, celkovy objenkywet byl 100 ul). Slozeni
jednotlivych vzork bylo shodné i pro #feni stedni doby Zivota na ifstroji

PicoQuant.
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V piipact klicky C45 byla provagha stejna série pokiauisV nasledujici tabulce
jsou pro pehlednost oft shrnuty koncentrace vSech pouzitych latek v jédnyeh

pokusech.
" koncentrace | koncentrace | koncentrace | koncentrace jodid
vzore
proteinu ATP MgCl, fluoresceinu | (zasobni roztok 0,33M
1 | &isty protein 5uM - - 1uM titrace 10x 2l
2 | vysoké ATP S5uM 10mM - 1uM titrace 10x 2l
3| nizké ATP SuM 10uM - 1uM titrace 10x 2l
vysoké ATP )
4 suM 10mM 10mM 1uM titrace 10x 2l
s hatéikem
nizké ATP )
5 ) SuM 10uM 10uM 1uM titrace 10x 2l
s ha*¢ikem

tabulka 4:Slozeni vzorki v jednotlivych sériich pokudi s velkou cytoplasmatickou klékou

3.5 Statistické zpracovani dat

Zhéseni fluorescence bylo vyhodnoceno v programextel a Origin. Byly
provedeny korekce intenzity fluorescenceradni zpisobené postupnymrigavanim
zhdSedla. Z kazdé titgai kiivky byla sp@itana hodnota & a tyto hodnoty poté
zpramérovany a wena smirodatnad odchylka. Hodnoty K byly ziskany pomoci
nelinearniho fitu podle rovnice F5 F (1+Kg, [Q]). Pro srovnani signifikance rozdilu
mezi jednotlivymi sadami dat byl proveden oboustsaneparovy t-test.

Pro srovnani kinetik dohasinani fluorescence bguZzi Kolmogorovv-

Smirnovav test pro dva vylry s velkymi rozsahy [Reisenauer, 1970].
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4. Vysledky

4.1 Heterologni exprese a purifikace velké cytoplasnoké klicky

Vysledkem heterologni exprese byl protein, jehantda acistota byla o¥iena
SDS-PAGE. Vysledek elektroforézy je na obr.9:

Obr. 9: Fotografie gelu z elektroforézy

Vzorky byly naneseny v pdadi: (zleva)
sonikat (supernatant)

pelet

1.eluce ped dialyzou

2. eluce ped dialyzou

3.eluce ped dialyzou

1.eluce po dialyze

2.eluce po dialyze

3.eluce po dialyze

marker

Zmétenim koncentrace bylo zj&to, Zze ze 100 ml kultur§inil celkovy vytZekéistého
proteinu 6,15mg.
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4.2 ZhaSeni fluorescence

U vSech vzorl bylo provad@no minimal 5 sérii n¢feni po 10 titranich krocich,
z nichz byl nakonec spdan pameér a ten naslednvyhodnocen. V tabulce 5 jsou pro
ilustraci uvedeny hodnoty fluorescence pro vzoredlCN+ ATP g zhaSeni Nal. Pro
vyslednou titrani kiivku danou pimérem byl sestrojen graf. Takto se postupovalo i
v dalSich pipadech, kde je vSak pro jednoduchost uveden peysgledny graf. Spolu
s nim je zde i p&et meteni, ze kterych byl imér spaitan a hodnota Stern-Volmerovy
zhaSeci konstanty Ksv. Na obrazku 10 je uvedemSteimeriv graf. Je nagm patrna
linearni zavislost #F na koncentraci zhdSedla . Linearita této zasislopraviuje
pouziti modelu vedouciho na rovnici (3). Stefak ani tento graf jiz u dalSich vzark

neni uveden.

[Nal] (M) [ 1.titrace | 2.titrace | 3.titrace | 4.titrace | 5.titrace | pramér

0.000 3516 3777 3895 3577 3485 3691,25
0.007 3377 3521 3618 3290 3198 3451,50
0.013 3149 3257 3368 3111 2946 3221,25
0.019 2944 3066 3162 2903 2796 3018,75
0.021 2767 2871 2961 2774 2624 | 2843,25
0.030 2615 2766 2765 2594 2440 2685,00
0.036 2469 2563 2653 2438 2343 2530,75
0.041 2352 2434 2492 2336 2233 2403,50
0.046 2229 2299 2365 2241 2139 2283,50
0.051 2144 2200 2297 2132 2037 2193,25
hodnota K, [ 8,10479 | 8,96473 [ 8,94791 | 8,209 |8,80851 |8,61+0,37

Tabulka 5: Hodnoty relativni intenzity fluorescencepro vzorek celého proteinu
v NaCl pufru s koncentraci 3mM ATP

1.84
1.7—-
16
1.5—-
1.4—-

1.34

FolF

1.2 4
1.1

1.0

0.9 . ; . ; . ; . ; . ;
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

koncentrace zhasedla (M)

Obr. 10: Stern-Volmerav graf pro vzorek celého proteinu v NaCl pufru
s koncentraci 3mM ATP
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Obr.11: ZhaSeni fluorescence fluoresceinu v KCI pufi bez piitomnosti proteinu — blank.

(Pramér z 6 méreni, Ksv = 10,29)

4400
4200 H
4000 H
3800
3600 ]
3400 ]
3200 H
3000 H
2800
2600

intenzita fluorescence (r.j.)

2400
2200

2000 . ,
0.00 0.01

T T T '
0.04 0.05

T T
0.02 0.03

koncentrace Nal (M)

Obr.12: Zhaseni fluorescence fluoresceinu v NaCl fru bez pFitomnosti proteinu — blank.

(Pramér z 5 méfeni, Ksv =9,09)
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Méieni zha3eni fluorescence pritomnosti celého proteinu N&/K*-ATPazy o

koncentraci gM:

4400
4200 ]
4000 —-
3800 ]
3600 ]
3400 —-
3200 —-
3000 ]
2800 ]
2600 ]

intenzita fluorescence (r.j.)

2400

2200

2000 - : . . . - T - T -

0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
koncentrace Kl (M)

Obr. 13: Zhaseni fluorescence fluoresceinu viftomnosti KCI pufru.

(Pramér z 5 méfeni, Ksv = 9,86)
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3800 ]
3600 ]
3400 —-
3200 —-
3000 ]
2800 ]
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intenzita fluorescence (r.j.)

2400
2200

2000 . , . , . , . , . ,
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

koncentrace Nal (M)

Obr.14: ZhaSeni fluorescence fluoresceinu viftomnosti NaCl pufru.

(Pramér z 6 méfeni, Ksv = 8,8)
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Obr. 15: ZhaSeni fluorescence fluoresceinu viftomnosti 3 mM ATP v KCI pufru.

(Pramér ze 7 méieni, Ksv = 8,97)
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2000 . , . , . , . , . , .
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Obr. 16: ZhasSeni fluorescence fluoresceinu vitomnosti 3 mM ATP v NaCl pufru.

(Pramér z 5 méfeni, Ksv = 8,61)
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Obr. 17: ZhaSeni fluorescence fluoresceinu viftomnosti 3 mM ATP a 3 mM MgCl, v KCI pufru.

(Pramér ze 7 méfeni, Ksv = 10,57)
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Obr. 18: ZhaSeni fluorescence fluoresceinu viftomnosti 3 mM ATP a 3 mM MgCl, v NaCl pufru.

(Pramér z 8 méreni, Ksv = 8,69)
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Obr. 19: ZhasSeni fluoresceinu v pitomnosti 10uM ATP v KCI pufru.

(Pramér ze 7 méieni, Ksv =11,23)
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Obr. 20: ZhaSeni fluoresceinu v pitomnosti 10uM ATP v NaCl pufru.

(Pramér ze 7 néfeni, Ksv =9,3)
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Obr. 21:Zhaseni fluorescence fluoresceinu vitomnosti 10puM ATP a 10 uM MgCI , v KCI pufru.

(Pramér z 5 méfeni, Ksv = 10,33)
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Obr. 22: ZhasSeni fluoresceinu v pitomnosti 10uM ATP a 10 uM MgCl , v NaCl pufru.

(Pramér z 5 méreni, Ksv = 9,6)
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Stern-Volmerova zhaseci

vzorek pocet
) _ konstanta )
(pro cely protein v KCI pufru) ) méreni
+ sn¥rodatna odchylka
blank KCI (bez proteinu) 10,29 + 0,92 6
KCI 9,86 + 0,56 5
KCl+3 mM ATP 897 +0.61 7
KCIl +3 mM ATP + 3 mM MgC} 10,57 £ 0,49 7
KCI+10uM ATP 11,23 £ 0,36 7
KCI +10 uM ATP+10uM MgCl, 10,33 +£0,42 5
Tabulka 6: Vysledky méreni K, pro cely protein v KCI pufru
vzorek Stern-Volmerova zhésSeci
. : pocet
(pro cely protein v NacCl konstanta o
] méreni
pufru) + sn¥rodatna odchylka
blank NaCl (bez proteinu) 9,09 £ 0,87 5
NaCl 8,80 + 0,36 6
NaCl + 3 mM ATP 8,61 +0,37 5
NaCl + 3 mM ATP + 3 mM MgCl 8,69 +0,47 8
NaCl + 10uM ATP 9,30 + 0,41 7
NaCl +10uM ATP +10uM MgCl, 9,60 + 0,88 5

Tabulka 7: Vysledky méfeni K, pro cely protein v NaCl pufru

Vysledky mefeni na velké cytoplasmatické dde jsou v nasledujicich grafech, na
konci je ot pro pehlednost uvedena tabulka se vSemi vysledkyvyhodnocovani
bylo v3ak zji&no, Ze vysledky zavisi na pouzitém zdsobnim roztitasedla. Tabulka
proto obsahuje i sloupec udavagidlo tohoto zasobniho roztoku. (Vipadc meireni na

celém proteinu byl roztok namichan pouze jednooigose zde tot@islo neuvadi.)

Podrobgiji je o vSem pojednano v kapitaldiskuze*.

Blank pro¢isty fluorescein v pufru byl gfen znovu, ale pouze 3x, jelikoZ by

hodnoty Ksv nily byt shodné s gfenim blanku v prvnimifpadt.
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Obr. 23: ZhasSeni fluorescence fluoresceinu v KCI greu bez proteinu — blank.

(Pramér ze 3 méfeni, Ksv =12,89)
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Obr. 24: ZhaSeni fluorescence fluoresceinu v NaClufru bez proteinu — blank.

(Pramér ze 3 méfeni, Ksv = 12,31)
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M¢éteni zhdSeni fluorescence titpmnostikli ¢ky C45 o koncentraci pM:
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Obr. 25: ZhaSeni fluorescence fluoresceinu v KClygru.

(Pramér z 5 méfeni, Ksv = 14,94)
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Obr. 26: ZhasSeni fluorescence fluoresceinu v NaClyfru.

(Pramér z 6 méfeni, Ksv = 15,33)
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Obr. 27: ZhasSeni fluorescence fluoresceinu vifgomnosti 10 mM ATP v KCI pufru.

(Pramér z 5 méreni, Ksv = 17,52)
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Obr. 28: Zhaseni fluorescence fluoresceinu vifgomnosti 10 mM ATP v NacCl pufru.

(Pramér z 5 méfeni, Ksv = 13,52)
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Obr. 29: ZhaSeni fluorescence fluoresceinu viftomnosti 10 mM ATP a 10 mM MgCh v KCI

pufru. (Pramér z 5 méfeni, Ksv = 13,61)
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Obr. 30: ZhaSeni fluorescence fluoresceinu vitomnosti 10 mM ATP a 10 mM MgCh v NaCl

pufru. (Pramér z 5 méieni, Ksv = 10,43)
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Obr. 31: ZhasSeni fluorescence fluoresceinu vifgtomnosti 10uM ATP v KCI pufru.

(Pramér z 5 méfeni, Ksv = 16,14)
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Obr. 32: ZhasSeni fluorescence fluoresceinu vigomnosti 10uM ATP v NaCl pufru.

(Pramér z 5 méfeni, Ksv = 12,65)
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Obr. 33: ZhaSeni fluorescence fluoresceinu viftomnosti 10pM ATP a 10 pM MgClI , v KCI pufru.

(Pramér z 5 méfeni, Ksv = 11,89)
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Obr. 34: Zhaseni fluorescence fluoresceinu viftomnosti 10 uM ATP a 10 pM MgCI, v NaCl

pufru. (Pramér z 5 méieni, Ksv = 16,98)
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. Stern-Volmerova zhasSeci &islo
vzorek (kli¢ka C45) pocet
konstanta | roztoku
v KCI pufru ) méreni .
+ smérodatna odchylka zhasedlg
blank KCI (bez proteinu) 12.89 +1.32 3 1
KCl 14.94 £2.96 5 1
KClI + 10 mM ATP 17.52 +1.51 5 2
KCI +10 mM ATP + 10 mM MgGl 13.61 + 1.93 5 1
KCI+10uM ATP 16.14 + 0.50 5 2
KCI +10 uM ATP+10uM MgCl, 11.89 +1.30 5 3
Tabulka 8: Vysledky méreni Ky, na velké cytoplasmatické kkéce C45 v KCI pufru
_ Stern-Volmerova zhaSeci ¢islo
vzorek (klicka C45) pocet
konstanta _ | roztoku
v NaCl pufru ] meéreni .
+ smerodatna odchylka zhased|3

blank NaCl (bez proteinu) 1231 +0.12 3 2
NaCl 15.33 +0.83 6 2
NaCl + 10 mM ATP 13.52 + 1.32 5 2
NaCl + 10 mM ATP + 10 mM MgGl 10.43 + 0.53 5 1
NaCl + 10uM ATP 12.65 + 1.63 5 2
NaCl +10uM ATP +10uM MgCl, 16.98 + 1.36 5 3

Tabulka 9: Vysledky méfeni Kg, na velké cytoplasmatické kiéce C45 v NaCl pufru

V nésledujicich tabulkdch 10-14 jsou znazognsignifikance rozdil, spa@itané
pomoci t-testu (oboustranny test pro dvadrybs riznym rozptylem), pro jednotlivé
vzorky s celym proteinem a kkou C45 v KCI i NaCl pufru na hladinvyznamnosti
p<0,05 (ozn&no symbolem * ) a p<0,01 (ozfemo symbolem **). Patka ozngena
symbolem --- maji hodnotu p>0,05 a ptkia NA ozn&uji dvojice vzorki, které

nebyly t-testem analyzovany.
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blank
vzorek
KCI
KCI bez
KCl bez ATP ---
ATP
KCI +
KCI + ATP * *
ATP
KCI +
KCIl + ATP +
s o *k ATP +
Mg
Mg
nizka nizka

koncentrace o *% *% * koncentrace

ATP +KCI ATP +KClI

nizka
koncentrace
—_—— ——_—— * —_—— *
ATP + Mg +
KCI

Tabulka 10: Signifikance rozdilu pro vzorky s celymproteinem v KCI pufru

vzorek

blank
NacCl

NacCl bez
ATP

NaCl
bez
ATP

NaCl + ATP

NaCl +
ATP

NaCl + ATP
+ Mg

**

**

NaCl
+ATP +
Mg

nizka
koncentrace
ATP +NaCl

nizka
koncentrace
ATP +NaCl

nizka
koncentrace
ATP + Mg +

NaCl

Tabulka 11: Signifikance rozdilu pro vzorky s celymproteinem v NaCl pufru
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blank

vzorek
KCI
KCI bez
KCl bez ATP —-—
ATP
KCIl + ATP KCl+
+ NA NA
ATP
KCI +
KCIl + ATP + ATP +
Mg NA .
nizka nizka
koncentrace NA NA . NA koncentrace
ATP +KCl ATP +KCl
nizka
koncentrace
atpemgs| NA | NA | NA | NA NA
KCI

Tabulka 12: Signifikance rozdilu pro vzorky s klickou C45 v KCI pufru

vzorek

blank
NaCl

NacCl bez
ATP

NacCl
bez
ATP

NaCl + ATP

NaCl +
ATP

NaCl + ATP
+ Mg

NA

NA

NA

NaCl
+ATP +
Mg

nizka
koncentrace
ATP +NacCl

NA

nizka
koncentrace
ATP +NacCl

nizka
koncentrace
ATP + Mg +

NacCl

NA

NA

NA

NA

NA

Tabulka 13: Signifikance rozdilu pro vzorky s klickou C45 v NaCl pufru
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Intensity [Counts]

Resids.

4.3 Méieni kinetiky dohasinani fluorescence

Pro vSechny vzorky (v néppomnosti zhdSedla) byla ziena kinetika dohasinéni
fluorescence po excitaci kratkym pulzem. Pro vSgolaorky jsme byli schopni nalézt
fit podle rovnice (1) (obvykle 3-exponencialnix& blizké 1,00 a nahodnou distribuci
reziduati i autokorel&ni funkce.

Pro ilustraci je zde uveden zaznam &emi dohasinani fluorescence vzorku
obsahujiciho kiiku C45 v NaCl pufru s koncentraci g ATP.

1ot X2 (red) = 1.000
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Obr. 35: Zaznam z n¥feni kinetiky dohasinani fluorescence ptzeny programem
FluoFit 4.2.1. Cerven¥ je znazorréno dohasinani fluorescence vzorku, $tle modry graf je
funkce pristrojové odezvy a v nasledujicich dvou grafech jsatmavé modie vazené odchylky

experimentalnich dat od fitu (residuals) a zeleévautokorelaéni funkce.
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Na zéklad tohoto fitu byla pak spdtana stedni doba Zivota excitovaného stavu
Tav podle rovnice (2). Ostatni vysledky jsou pro jedimchost sepsany pouze
v nasledujicich dvou tabulkach, které udavaji mzgémo hodnotur,, (pravy sloupec).
V prvni tabulce jsou &feni pro cely protein, v druhé pak pro velkou cyasphatickou
Klicku. Roztok fluoresceinu v pufru bez proteinu (blakyl méren pouze jednou a

hodnotyt,y,jsou proto uvedeny pouze v prvni tabulce.

o o> o3 T1(ns) | T2(ns) | 1T3(nS) | Tav(ns)
KCI blank 21706 | -6106| 67,98 3,91 0,15 16,8 4,13
KCl bez ATP 21608 | -321,8| 258,6 4,01 138 109 4,14

KCI + 10 mM ATP 23537 -6640 87,6 3,92 0,14 15,4 4,12

KCI+10mMATP +10 | 55760 | -6066| 787| 3.91| o015 148 412

mM MgCl ,
KCl + 10 uM ATP 24601 | -6659| 811| 392| o016 159 413
KCI+10pMATP+10 | /005 | .7100| 3233 386] 016 931 407
NaCl blank 26879 | -361.9] 4233 395 2326 234 410
NaCl bez ATP 24592 | -6852| 879| 390 o016 149 410

NaCl + 10 mM ATP 25704 -6430 87,7 3,90 0,16 16,2 4,13

NaCl + 10 mM ATP + 10
mM MgCl ,

22606 60,05 962 3,98 4,02 18,5 4,15

NaCl+ 10uM ATP 25776 -7530 72,77 3,92 0,15 17,9 4,14

NaCl + 10uM ATP+ 10
pM MgCl,
Tab.14: Parametry kinetiky dohasinani fluorescece fluoresceinu pro vzorky s celym proteinem

23829 -6462 81,8 3,90 0,15 154 4,11
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o oy oz | 11(ns) | T2(ns) | ta(ns) | Tav(ns)

KCl bez ATP 23046 | 37886 4213 395 010 194 424

KCl + 10 mM ATP 16499 | -27603 3054 398 008 211 4729

KCI+1I0mMMATP +10 | j5043 | 30068 52,70 398 0071 153 4724
mM MgCI2

KCl + 10 uM ATP 17643 | -30390 26,87 396 008 244 4729

KCI+10pMATP+10pM | 44954 | 26301] 3930 397 0071 17.d 425

MgCl2

NaCl bez ATP 12900 | 20523 2658 394 009 184 423

NaCl + 10 mM ATP 14167 | 26850, 57.80| 393 008 139 420

NaCl+10mMATP +10 | ) 796 | 25920 3464 397 0071 183 426
mM MgClI2

NaCl+ 10uM ATP 17248 | -2140| 5500 383 268 1574 4,09

NaCl + 10,{%’3g P+10uM | 15474 | -1655| 111 | 372| 218 107 403

Tab.15: Parametry kinetiky dohasinani fluorescencéluoresceinu pro vzorky s kl¢kou C45

Na soubor dat ziskanychéhenim stednich dob Zivota byl nasletimplikovan
Kolmogoroviv — Smirnoviv test pro dva nezavislé Wty s velkymi rozsahy
[Reisenauer 1970]. Byly porovnavany dvojice vZpek hodnotila se shoda rageni
cetnosti na hladih vyznamnosti p<0,05 (*) a p<0,01 (**). V nasledigh dvou
tabulkach 16 a 17 jsou uvedeny vysledky pro cebtgin v obou pufrech. Pro kku
C45 vysla pravébodobnost shody ve vSeckigmdech v NaCl i KCI puftu p<0,0Kili
Z&dné dva soubory dat nebyly shodné. Tabulka vislse proto zde iz dale neuvadi.
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blank
vzorek
KCI
KCI bez
KCl bez ATP ---
ATP
KCI +
KCI + ATP *% _—
ATP
KCI +
KCIl + ATP +
*% *%* *% ATP +
Mg
Mg

nizka nizka
koncentrace %k *% *% o koncentrace
ATP +KCl ATP +KCl

nizka
koncentrace

*%* *%* * *%* *%*
ATP + Mg +
KCI

Tabulka 16: Kolmogoroviv-Smirnoviv test pro vzorky s celym proteinem v KCI pufru

blank
vzorek
NaCl
NaCl b NaCl
a ez
*k bez
ATP
ATP
NaCl +
NaCl + ATP ** _—
ATP
NaCl
NaCl + ATP
*% o o +ATP +
+ Mg
Mg
nizka nizka
koncentrace *% * *%k *% koncentrace
ATP +NaCl ATP +NaCl
nizka
koncentrace
*% * —_— ——— *%
ATP + Mg + 1)
NaCl

Tabulka 17: Kolmogoroviiv-Smirnoviv test pro vzorky s celym proteinem v NaCl pufru

(1) odchylka zfisobena jednim bodem
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V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny hodnoty ekdarni zhaseci konstanty, k

pro cely protein a pro kdku C45, speitané jako k= Ksy/ Tay

vzorek klicka C45 cely protein
blank KCI 3,22+ 0,32 2,57+0,22
KCI 3,52+ 0,71 2,47+0,14
KCl+ATP 4,08+ 0,37 2,24+ 0,15
KCI +ATP + Mg 3.21+ 0,47 2,63+ 0,15
nizké ATP +KCI 3.76+ 0,12 2,72+ 0,09
nizké ATP + KCI + Mg 280+ 0,32 2,58+ 0,10
Tabulkal8: Hodnoty bimolekularni zhaseci konstantyw KCI pufru

vzorek klicka C45 cely protein
blank NaCl 3.09+ 0,03 2,28+0,21
NaCl 3.62+ 0,20 2,21+ 0,09
NaCl + ATP 3,22+ 0,32 2,14+ 0,09
NaCl + ATP + Mg 2.45+0,13 2,18+ 0,11
nizké ATP + NaCl 3,09+ 0,39 2,33+ 0,10
nizké ATP+ NaCl + Mg 421+ 0,33 2,32+ 0,21

Tabulkal9: Hodnoty bimolekularni zhaSeci konstanty NaCl pufru

Hodnoty Kg v &chto dvou tabulkach jsou sftany jako vyslednd hodnota
Ksv/ta, Tyto bimolekularni zhasSeci konstanty byly vSak ¢amy také pro kazdou
jednotlivou hodnotu Ksv a poté byl mezi jednotliviyezorky opt proveden t-test.
V néasledujicich dvou tabulkadch jsou protoébmenazorgny signifikance rozdi,
spaitané pomoci t-testu (oboustranny test pro dva nogpéaé vylry s iznym
rozptylem), pro jednotlivé vzorky s celym proteineniKCl i NaCl pufru na hladi&
vyznamnosti p<0,05 (*) a p<0,01 (**). P&kia ozngena symbolem-- maji hodnotu
p>0,05.
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blank
KCI

vzorek

KCI
(bez
ATP)

KClI (bez
ATP)

KCI +
ATP

KCI + ATP * *

KCI +
*% ATP +
Mg

nizka nizka

KCI + ATP +
Mg

koncentrace Kk *% * koncentrace
ATP +KCl ATP +KCl

nizka
koncentrace
ATP + Mg +
KCI

Tabulka 20: Test signifikance hodnot K, pro vzorky s celym proteinem v KCI pufru

*%* *

blank
NaCl

vzorek

NacCl
NaCl bez

ATP

--- bez
ATP

NaCl +
ATP

NaCl + ATP

NaCl
+ATP +
Mg

nizka nizka

NaCl + ATP
+ Mg

koncentrace * * koncentrace

ATP +NaCl ATP +NaCl

nizka
koncentrace
ATP + Mg +

NacCl

Tabulka 21: Test signifikance hodnot I§ pro vzorky s celym proteinem v NaCl pufru
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5. Diskuze

Jak jiz bylo uvedeno v teoretickésti, Nd/K*-ATPaza je enzym, ktery hraje
duleZitou ulohu v metabolizmu vSech Zénych bugk a v této praci byla zkouména
moznost ovlivini jeho funkce fluoresceinem. Ten j&b¢ pouzivan v klinické praxi,
nicméré jeho uzivani mize byt spojeno s nezadoucinginky (viz. kap. 2.3). Albers-
Posfiv model, ktery je standardnpouzivan k popisu fungovani NK*-ATPazy
postuluje, Zze enzyméhem katalytického cyklu zaujima &hkonformace, tradng
ozna&ované jako Ea B. V konformaci B ma enzym vysokou afinitu k sodnym i@t
a ATP (Ky ~ 0,5uM) a v konformaci E ma vysokou afinitu k draselnym idmh a
nizkou afinitu k ATP (K ~ 100uM) [Clarke a kol. 2007], ficemZ se fedpoklada, Ze
konformace E a E Ize vyvolat vysokou koncentraci sodnych, respselraych iont.
Déle je zndmo, Ze pumpa petiuje ke svému fungovani Kg[Skou, 1960]. Nedavno
viak bylo ukazano, Ze cytoplazmatické ligandy (tbtly" a/nebo ATP) jsou schopny
samy o sob vyvolavat znény konformace velké cytoplazmatické ddy enzymu
[Gry¢ova a kol. 2009]. Ftomnost fiznych ligand tedy utuje konformaci, kterou
enzym zaujima a vzhledem k tomu, Ze spravna korgoenenzymu iize byt zasadni
pro moznou interakci s fluoresceinem, prostagsme neieni v gitomnosti tiznych
ligandi. P¥i pokusu o bliZSi lokalizaci vazebného mista jsgtéz experimenty provedli
I s izolovanou velkou cytoplazmatickou ddbu (C45).

Pfi zkoumani molekularnich interakci NE'-ATPazy s fluoresceinem jsme
vyuzili toho, Ze fluorescein emituje fluorescencvysokym kvantovym vykem.
Fluorescetini spektroskopie nabizi pestrou Skalu technik ay déi citlivosti a
neinvazivnosti je velmi vhodn& pro studium biomaeikeR/ naSich experimentech jsme
vyuzili dvé techniky. Za prvé to bylo éiieni kinetiky dohasinani fluorescence metodou
korelovanéhocitani fotori (TCSPC) a za druhé pakéreni zhaSeni steady-state
fluorescence.

Kinetika dohasinani fluorescence je velmi citliva rinterakce fluoroforu
s mikrookolim. PestoZe obecn interpretace jednotlivych paramitrdohasinacich
kiivek je pongrn¢ obtizna (a tato prace se timto tématem nezabglaédde oekavat, ze
zmeny Vv kinetice dohasinani fluorescence budou odrédebu na protein a interakci
s iznymi funkénimi skupinami. Vzhledem ktomu, Ze vtomto druhxpeximentu
pracujeme s velmi rozsahlou statistikou (typickkalik miliona fotoni), jsme schopni

detekovat i velmi jemné z&ny. DalSi vyhodou této metody je to, Ze Kinetika
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dohasinani nezavisi na koncentraci fluoroforu¢éem tedy nemize byt znehodnoceno
drobnymi chybami, kterych se dopoustintegdipraw vzorki.

Stern-Volmerova zh&Seci konstanta (Ksv) charakigciz (€innost zhaSeni
fluorescence je (mimo jiné) citliva na prostoroyaistupnost fluoroforu ze solventu a
muze tedy ukazat rozdily v konformacich proteinurgedil od vySe uvedenéhocheni
kinetiky dohasinani fluorescence, zde se bude fedmény SirSiho okoli fluoroforu).
Vzhledem k tomu, Zefpdynamickém zhaSeni ¢uje stedni doba Zivota excitovaného
stavu fa,) ¢as, ve kterém fze efektivie dojit ke zhaSecimu procesu, je korei&n
posuzovat prostorovou figtupnost podle bimolekularni zhaSeci konstanty
(kg = KsV /Ta).

Pfi vyhodnocovani zhaSecich experimeftme vSak narazili na n&ekavané
problémy, které podle vSeho souvisitgppavou roztoku joditl. Jeden problém souvisi
s tim, Ze jsme proaené zasobni roztoky jodidu pozorovali odliSné hdgritsv i pri
zh&Seni samotného fluoresceinu, aingh méieni zhaSeni fluoresceinu vifpmnosti
celého proteinu pozorujeme, Z&i@ni za vSech podminek dava mensi hodnoty pro Ksv
pii zhaSeni Nal, nezipzhaseni Kl. Toto pozorovani se da Wtiv drobnymi chybami
pii piipraw roztoku (nap. chyba automatické pipety se podle manudalu vyrobce
pohybuje viadu procent v zavislosti na pouzitém typu, mnoZgipétované kapaliny a
také Sikovnosti experimentatora). DalSim probléme&ak bylo, Ze roztoky jodidu {a
sodného¢i draselného) vykazovaly po namichawi Qaredni zasobniho roztoku)
velkou nestabilitu. Bylo zjigho, Ze rozdil mezi Ksv naffenou ihned po namichani a 4
hodiny potécinil az 40%. Druhy den a dny nésledujici se viakhpdnota nesnila.
Pro toto pozorovani zatim nemame zadné uspokoyiseiteni.

Vzhledem k &mto problénim jsme pi statistickém vyhodnocovani porovnavali
jen vzorky, ve kterych byl fluorescein zhaSen stejrzasobnim roztokem jodidu a to
alesp@ 24 h po namichani roztoku. To bohuZel znehodnoesf8inu zhasSecich
experimeni s izolovanou velkou cytoplazmatickou ddou. V experimentech s celym
proteinem jsme vSak pracovali s jednim zasobninokemn Nal a jednim Kl a z toho
duvodu nenizeme posuzovat vliv sodnyct draselnych iont, ostatni srovnani jsou
mozna. Pro budouci &eni by bylo tedy vhodné namichat pouze jeden zasoltok
jodidu v takovém mnozstvi, aby byl pro vSechny mkpouzit stejny. Je také nutné

nechat ho alespa24 hodin v lednici ustat.
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Vazba fluoresceinu na protein

Prvni otazkou bylo, zda fluoresceinibec s N&K™-ATPazou interaguje.
V tabulce 16, ktera ukazuje porovnani kinetik ddmdsi fluorescence fluoresceinu je
statisticky vyznamny (p<0,05) rozdil vzarkblank” od vSech ostatnich (krammeéteni
se samotnym proteinem v pufru KCI) a toto pozordvandikuje, Zze k interakci
fluoresceinu s proteinem dochazi.

Ve zhaSecich experimentech jsmeéel@avali, Ze u vzork se samotnym
fluoresceinem v pufru (blank) budou hodnoty Ksvatassat vyrazé vysSich hodnot a
to z toho dvodu, Ze je zde fluorescein maximalpiistupny zhaSedlu, zatimcdip
interakci s proteinem by seiptupnost fluoresceinu ¢a snizit a hodnoty Ksv by tak
mely oproti blanku vykazovat niZzSi hodnoty. Vysledkyreieni zhaSeni fluorescence
pro cely protein (tabulka 6 a 7) vSak tomu negd&yji, neba@ hodnoty K, u vzorku
blank se signifikantneliSi na hladi& p<0,05 od zbylych vzoika to ani v NacCl, ani v
KCI pufru, coz je patrné i z tabulky 10 a 11, kd@dobprovedeno srovnani t-testem
(presto se vSak domnivame, Ze kinterakci fluorescsipuoteinem dochazi, nebo
pozorujeme signifikantni rozdily ve zhaSeni flueesu mezi vzorky siznou
konformaci proteinu). Toto pozorovani si v§gujeme tim, Ze do hry vstupuje dalSi
efekt, ktery pravépodobrt kompenzuje efekt prostorovefigtupnosti a sice
elektrostaticka repulzeiifpH 7,5 je fluoresceinigvazri ve forme dianiontu a zapomn
nabity jodid tedy odpuzuje.iPnavazani na protein vSak jeho nabdjze byt zeslaben
(¢i neutralizovan) a elektrostaticka repulze je tefypSi. Tuto hypotézu by bylo mozneé
ovefit pouzitim zhSedla s jinym nabojem. BohuZel ekpent, kdy byl jako zhaSedlo
vyzkouSen neutralni akrylamid, ukazal, Zze pro zhé3kiorescence fluoresceinu je
akrylamid nedinny (vysledky neukazany) a bude tedieha nalézt jiné dnné
zhasedlo.

Vysledky pro kltku C45 jsou podobné jako pro cely protein. Pro tiye
dohasinani fluorescence pozorujeme signifikantaditoblanku od vSech ostatnich
vzorki, coZz naznéuje interakci fluoresceinu s proteinem. Vzhledenpokizim
popsanym vySe jsme mohli provést jen omezené par@ni dat ze zhaSecich
experimeni. Ukazuje se vSak, Zze miniméla pufru NaCl a v fitomnosti 10 mM ATP

bez hdciku je Ksv signifikants nizsi nez pro blank.

-52 -



Konforma¢éni stavy enzymu

Vysledky ukazuji, Ze jak #teni kinetiky dohasinani, tak zhaSeni fluorescence
umoziuje rozliSit jednotlivé konformani stavy jak celého enzymu, tak izolované velké
cytoplazmatické ktiky. Meieni s celym proteinem v NaCl pufru ukazuji, Ze od
ostatnich konformaci se vyrazlii konformace v fitomnosti 10uM ATP (bez Mg,
coz ukazuje jak porovnani kinetik dohasinani, takSeci experimenty. Konformace
v piftomnosti samotného ATP bez fgse vyraza odliSuje i v pufru KCI, coZ ukazuji
piedevsim zhaSeci experimenty (v pufru KCI se kiyetlbhasinani liSily tégf pro
kazdé dva vzorky).

V piipact izolované C45 porovnani kinetiky dohasinani flsoence ukazalo, Zze
Zzadné d¥ konformace nejsou stejné a to jak v pufru Natk, gafru KCI. Vzhledem
k vySe uvedenym metodickym problém, jsme ngli jen omezenou mozZnost
porovnavani zhasecich experimeat jediny signifikantni rozdil jsme pozorovali mezi
C45 bez ligandu a C45 wipmnosti samotného ATP (bez kv pufru NaCl.

NasSe vysledky potvrzuji experimenty [Gova a kol. 2009] s izolovanou C45.
V tomto ¢lanku bylo ukdzano, Zze C45 zaujim& igou konformaci v néfiomnosti
jakéhokoli ligandu, v Htomnosti samotného MY nebo v pitomosti ATP sotasre
s M¢f* a otewenou konformaci pouze zafffmnosti samotného ATP. Tato prace
ukazuje, Ze konformace ¥ipmnosti samotného ATP bez Rige odligna i pro cely
protein a to nezavisle na tom, zda-li v pufru sokgsi koncentraci NaGli KCIl. Na
rozdil od zmigné prace s izolovanou Ekou, kterd& ma zanedbatelnou ATPazovou
aktivitu [Krumscheid a kol. 2004]tsvod, pr@& nepozorujeme jinou konformaci celého
enzymu v pitomnosti ATP i M§* nag. od konformace bez ligafidniZe byt ten, Ze
ATP je Nd/K*-ATPéazou v piibéhu experimentu rozloZzeno na ADP a fosfat (cdizen
byt problém zvld$tv experimentech s nizkou koncentraci ATP).
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6. Zaveér

Vtéto diplomové praci Dbyla zkouména interakce ‘/N&ATPazy
s fluoresceinem. Fluorescein je fluorestrénlatka &zn¢ pouzivana v klinické praxi,
nicmeér jeji uzivani niZze byt spojeno s nezadoucimiinky, z nichZz rgkteré jsou
shodné pr&vs £mi, za které je zodp@dna dysfunkce sodno-draselné pumpy.

Metodami zhésSeni fluorescence a korelovanéitani fotori (TCSPC) bylo
ukazano, Ze kinterakci praggbdobré dochazi a to jak pro cely protein, tak pro
izolovanou Kkleku C45. Sodasré jsme byli schopni identifikovat jednotlivé
konformace vyvolané vazbouripzenych ligand Na'/K*-ATPazy. Ukazuje se, Ze
konformace v fitomnosti ATP bez Mg je odli§na od ostatnich.

V prab¢hu zpracovani dat jsme vSak narazili na redpidané metodické
problémy, které zabranily kompletnimu vyhodnoceaimtrenych dat. Pro vysloveni

definitivnich za¥ra bude tedyitba provést jeStdalSi dophujici experimenty.
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