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Souhrn

Na'/K" -ATPasa (NKA) nebo-li sodno-draselnd pumpa je transmembranovy protein
pattici do skupiny P-ATPas, jehoZ hlavnim tkolem je pfenaset sodné a draselné ionty

pies membranu.

Na'/K" -ATPasa pfenosem vyse uvedenych iontd pies membranu udrzuje jak
osmotickou rovnovahu, pH a energetickou bilanci bunky, tak také klidovy potencial
buiiky. Jelikoz Na'/K* -ATPasa zajistuje klidovy potencidl buiiky, coz umoziuje
vedeni nervového vzruchu, byly zkoumany interakce Na'/K® -ATPasy s

aminokyselinami a endogennimi latkami ovliviiujici nervovou soustavu organismd.

Bylo zjisténo, Ze na aktivitu Na'/K* -ATPasy maji vliv nékteré vybrané aminokyseliny
(napt. fenylalanin) a latky od téchto aminokyselin odvozené (napt. dopamin, ktery je

metabolitem fenylalaninu).



Abstract

Na'/K* ATPase (NKA), or sodium- potassium pump is a transmembrane protein
belonging to the group of P- ATPases , whose main task is to transfer the sodium and

potassium ions across the membrane.

The transmission of the above mentioned ions across the membrane as NKA maintains
the osmotic balance , energy balance and pH of the cell as well as the resting potential
of the cell. Since NKA provides the resting potential of the cell, allowing nerve
conduction, we examined interaction with endogenous NKA substances affecting the

nervous system of organisms.

It was found that the activity of Na*/ K™ -ATPase is affected by certain selected amino
acids (e.g. phenylalanine) and substances derived from these amino acids (e.g.

dopamine, a metabolite of phenylalanine).



Seznam zKratek

ATP - adenosintrifosfat

ADP - adenosindifosfat

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova
CNS - centralni nervova soustava

H,O - voda

HCI - kyselina chlorovodikova

KH,PO, - dihydrogenfosforecnan draselny
KCI- chlorid draselny

M - mol/l

MgCI; - chlorid hote¢naty

NKA - Na'/K* ATPasa

NaCl - chlorid sodny

PDB - protein data bank

SDS - dodecylsulfat sodny
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Teoreticka ¢ast

1. Uvod

Buiiky jsou od okolniho prostfedi oddéleny cytoplazmatickou membranou.
Zaklad cytoplazmatické membrany je fosfolipidova dvouvrstva, kterd se sklada z
hydrofilni ¢asti (hlavicky) a hydrofobniho konce. Hydrofilni fosfatové konce tvori

vnéjsi povrch dvouvrstvy, uvnitt se nachazeji hydrofobni konce.

Zivotni cyklus bungk velmi je zavisly na vyméné molekul se svym okolim. Cast
molekul, naptiklad voda, mize pfes cytoplazmatickou membrinu voln€ pronikat a
burka na jejich pienos nevyklada zadnou energii. Tento pfenos latek pfes membranu se
nazyva pasivni transport. Jiné molekuly nemohou pfes cytoplazmatickou membranu
voln¢ pronikat, musi tedy byt do buiiky transportovany pomoci iontovych kanali nebo
iontovych ptrenasecii. Tento zplsob pfenosu molekul do builkky se nazyva aktivni
transport. Pti aktivnim transportu spotfebovava burka pii prenosu molekuly energii

(Albers B. et al. 1998).

Mezi iontové transmembranové pienasede iontd patii Na'/K* ATPasa. Na'/K"
ATPasa je enzym, ktery zajist'uje ptenos tii sodnych iontl z vnittku buniky ven a dvou
draselnych ionti z vn&jsku buiiky dovnité. Cerpanim téchto ionti pfes membranu se
vytvaii gradient pro tyto ionty. Dalsi funkce Na'/K* ATPasy je udrzovéani klidového
potencialu, dale se podili na sekundarnim transportu, kde vytvofenim gradientu Na®
vznikne hnaci sila pro pfenos dalsi molekuly jako je napt. gluk6za, udrzovani osmotické
rovnovahy a energetické bilance bunky. Daéle se spolu s kardiotonickymi steroidy
Gi¢astni signalnich drah v buiice. Pokud je cyklus Na*/K* -ATPasy narusen nebo zcela
inhibovan, dochazi ke vzniku riznych zavaznych onemocnéni (Schulpis K.H. et al.

2007; Glynn .M., 2002).

V lidském organismu je pfitomno velké mnoZstvi malych molekul. Z téchto
malych molekul jsou velmi vyznamné aminokyseliny. Biogennich aminokyselin je
znamo 20, respektive 21. V této praci byly z této skupiny vybrany tyto aminokyseliny:
histidin, tryptofan, methionin, fenylalanin a kyselina asparagova. U téchto vybranych

aminokyselin byla zkouman vliv na aktivitu Na'/K* -ATPasy.



Jak bylo uvedeno vyge, jednou z funkci Na'/K" -ATPasy je udrzovani klidového
membranového potencialu, coz je velmi dualezité pro vedeni nervového vzruchu. Dalsi
molekuly, u kterych bude zkouman vliv na aktivitu Na'/K* ATPasy, jsou metabolity

aminokyselin, které se nachazeji v nervové soustave.

2. Prehled problematiky

2.1 Historie zkoumani Na'/K" -ATPasy

Prvni experimenty, které vedly k objevu NKA, byly uskuteénény jiz v prvni
poloving 20. stoleti, kdy Ernst Overton zkoumal chovéani Zabiho svalu. Zabi sval byl
ponoten do isotonického roztoku sacharosy, kde nedochazelo k jeho excitaci. Po pfidani
chloridu sodného do roztoku byl sval excitovan. Z tohoto chovani usoudil, Ze sodné

ionty maji v organismu specifickou funkci (Glynn .M., 2002).

Pozdéji na praci E. Overtona navdzali Angli¢ané Andrew Huxley a Alan
Hodgkin. Jejich prace spocivala ve studiu ak¢éniho potencialu v gigantickych axonech
sépie. Zjistili, Ze sodné a draselné ionty udrzuji klidovy potencial bunky a davaji

vzniknout akénimu potencialu. (Glynn .M., 2002)

V roce 1957 byla Na'/K" -ATPasa Jensem Christianem Skouem izolovana z
nervi kraba. (Skou J.C., 1957) Za tento objev mu byla pozdé&ji (1997) udélena Nobelova

cena za chemii.

60. a 70. léta byla velmi bohata na objevy v oblasti Na'/K* ATPasy. Nejprve
byla objevena reverzibilita pumpy (rok 1966). V 70. letech byly zkoumany konformacni
stavy E1 a E2. (Glynn 1.M., 2002)

V 80. a 90. letech minulé¢ho stoleti doSlo k rozvoji molekularni biologie.

Strukturni informace byly ziskavany ze zmutovanych forem enzymu.

Mezi Cerstvé objevy miiZeme zatadit vyfeSeni krystalové struktury proteinu. V

roce 2007 byla vyfesena struktura v rozliseni 3,5 A. Pfed rokem 2007 byla vétsina
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poznatkil ziskdna porovnavanim NKA s Ca®**ATPasou, protoze jeji krystalova struktura
byla vyfesena dfive, a to jiz v roce 2000 (Morth J.P. et al., 2007). Pozdg&jsich letech byly
ziskany krystalové struktury s leps$im rozlisenim 2,4 A a 2,8 A (Shinoda et al.,2009;
Ogawa et al., 2009). V téchto krystalovych strukturach je NKA zachycena v
konformacénim stavu E2. V roce 2013 byla ziskana krystalova struktura NKA v
konformac¢nim stavu E1 (Kanai R. et al.,2013).

2.2 Struktura Na'/K*- ATPasy

NKA zatazujeme do rodiny tzv. P-ATPas, do které patii také napt. H'/K"-
ATPasa nebo Ca”*- ATPasa.

Na'/K*- ATPasa a H'/K'- ATPasa jsou slozeny z podjenotek o a B a vytvafi
spolu asociovany komplex af. Na podjednotce o se nachazeji vazebna mista pro Na * a
K" ionty a ATP. K asociovanému komplexu af naleZi také tfeti podjenotka nazyvajici
se v, ktera patii do skupiny tzv. FXYD proteint. (Morth J.P. et al., 2007). Na obr. 1 je
struktura NKA v konfromaénim stavu E2 a mista vazby K" iontf a inhibitoru ouabainu

jsou vyznaceny barevng¢.



Obr.1: Struktura NKA v konformacnim stavu E2. Zelenou barvou je zndzornéna
podjednotka o, akvamarinovou podjednotka B, tmavé modie podjednotka y. Cervené
Jjsou zakreslena vazebnd mista K' iontii, Zluté Mg2+, riizovou barvou je zakresleno

vazebné misto inhibitoru ouabainu. (PDB; 2ZXE)

NKA se v zivocisnych bunkach vyskytuje v riznych izoformach. Druh izoformy
zalezi na misté vyskytu v téle, protoze v riiznych zivotnich organech nalezneme riizné

druhy izoforem. Tyto izoformy se od sebe odlisuji jen velmi nepatrné ve své sekvenci

(Koksoy A.A., 2002; Kaplan J.H., 2002).



V roce 2013 byla poprvé vykrystalizovana NKA v konforma¢nim stavu E1 (Kanai R. et
al., 2013). Na obr. 2 je struktura NKA v tomto stavu a jsou zakreslena vazebna mista

pro ADP aionty Na".

Obr.2: Struktura NKA v konfromacnim stavu El. Zelenou barvou je zndzornéna
podjednotka o, akvamarinovou podjednotka 8, tmavé modie podjednotka y. Cervené je
zakresleno vazebné misto ADP, Zluté Mg2+, riizovou barvou jsou zakreslena vazebna

mista Na" iontii. (PDB; 3WGU)



2.2.1. Podjednotka o

Podjednotka a je katalytickou ¢asti proteinu obsahujici vazebna mista pro ionty, ATP,
fosforylacni misto a je nejvétsi podjednotkou NKA. Jeji molekulova véha se pohybuje
okolo 110 kDa a jeji primarni strukturu tvofi pfiblizné 1000 aminokyselinovych zbytkii.
(Kaplan J.H., 2002)

Na a-podjednotce od N konce k C konci rozliSujeme 10 transmembranovych helixti a 2
klicky zanofené¢ dovnitf bunky. Mensi klicka se nachazi mezi druhou a tieti
transmembranovou Sroubovici, veétsi klicka se nalézd mezi cCtvrtou a patou
transmembranovou Sroubovici (Koksoy A.A., 2002). (VySe uvedené klicky se taktéz
oznacuji C23 pro mensi a C45 pro vétsi.) Na obr. 3 je schematicky zndzornéna struktura

podjednotky a.

Podjednotka o v cytoplazmatické membrané tvoii 3 domény A (actuator), P

(phosphorylation) a N (nucleotide binding).

Extracelularni

prostor

Z

Cytoplazma

Obr.3: Schéma podjednotky a a ff (upraveno podle Kéksoy A.A., 2002)
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Existuji 4 izoformy této podjednotky. Tyto izoformy maji ve své sekvenci jen velmi
malo funkénich odliSnosti napt. rozdily v afinit€¢ k iontim. Tyto funkéni odliSnosti
zavisi na druhu tkané, ve které se nachézeji. NejCastéji vyskytujici se izoformu oy
muzeme nalézt v mnoha tkanich, ale nejvice je zastoupena v ledvinach (Kaplan J.H.,
2002). Izoforma oy se primarné vyskytuje v kosternim svalstvu, ale také v nervech.
Izoformu o3 je soucasti nervovych bunék a izoforma a4 nalezneme pouze ve

spermatozomu (Morth J.P. et al., 2011).

Vznik zavaznych onemocnéni souvisi s vytvofenim mutace u nékteré¢ izoformy. Jako
piiklad takovéhoto onemocnéni je Parkinsonova choroba, kterd ma prokéazanou

souvislost s mutaci izoformy os. (Geering K., 2005)

2.2.2. 1 Velka cytoplazmaticka klicka C45

C45 klicka je intracelularni ¢asti podjednotky o a nachazi se mezi Ctvrtym a patym
transmembranovym helixem (M4 a M5) a je tvofena N a P doménami. Molekulova
hmotnost C45 klicky predstavuje 40 % celkové molekulové vahy NKA. Geneticka
sekvence C45 klicky je sloZzena z evolucné zakonzervované sekvence P-ATPas,
zahrnujici sekvenci D-K-T-G v¢etné neménného aspartatového zbytku (Asp 369). Na
Asp 369 probiha fosforylace ATP, kterd je soucasti katalytického mechanismu proteinu
(Havlikova M. et al., 2012).

Experimentalné bylo prokazano, ze tato klicka si zachovava své vlastnosti a funkei 1

poté, co je oddélena od zbytku proteinu (Kubala M. et al., 2003).

Izolovana C45 klicka mtize ménit svou konformaci. Konformaéni zmény segmentu jsou
zpiisobeny vazbou ligandli (napf. Mg2+ a/nebo ATP) na klicku. U kli¢ky rozliSujeme
dvé mozné konformace, a to otevienou a uzavienou. Zjistilo se, Ze v uzaviené
konformaci se C45 klicka nachazi, pokud na ni neni navdzan Zadny ligand nebo je
navazano jen Mg2+ nebo je navazano soucasné ATP a Mg2+. Pti vazbé samotného ATP
tj. bez Mg** zméni klicka konformaci z uzaviené na otevienou konformaci. Zménu
konformace je mozné sledovat pomoci vnitini fluorescence tryptofanu a molekulovych

dynamickych simulaci (Gry€ova et al, 2009).



2.2.2.2 Mala cytoplazmaticka C23 klicka

Mala cytoplazmaticka klicka se nachazi mezi druhym a tfetim transmembranovym
helixem (M2 a M3). Klicku tvoii piiblizn¢ 120 aminokyselinovych zbytki. Umisténi
klicky ma strategickou pozici v komunikaci mezi mistem s enzymatickou aktivitou a

mistem uchyceni celého proteinu v membrané (Moller J.V. et al., 1996).
2.2.3 Podjenotka p

Podjednotka B se skladd z N-koncové cytoplazmatické domény (ptiblizné¢ 30
aminokyselinovych zbytkil), jednoho transmembranového helixu, ktery je umistén mezi
M7 a M10 helixem podjednotky a, a velké extracelularni domény (ectodomény) tvorené

ptiblizn¢ 240 aminokyselinovymi zbytky (Toyoshima et al., 2011).

Sekundarni struktura této podjednotky je tvofena antiparalelnimi P listy a kratkymi
helixy. Cela struktura ectodomény je stabilizovana 3 disulfidovymi mustky (Shinoda et
al., 2009).

Ukolem této podjednotky je kotveni proteinu v membrané a také hraje ulohu

molekularniho chaperonu (Geering K, 2008).

Tato podjednotka se také vyskytuje ve 4 izoformach a jeji molekulova vaha je 55 kDa.

2.3 FXYD proteiny

FXYD proteiny je skupina malych proteint, Které jsou nejcastéji asociovany s
dal§imi proteiny podilejici se na transportu iontl pfes membranu jako je napt. Na'/K’-

ATPasa (Garty H. et al., 2005).

Nazev skupiny je odvozen od jejich specifické a evoluci zakonzervované
sekvence FXYD, kde F je aminokyselina fenylalanin,Y - je aminokyselina tyrosin, D je
aminokyselina asparagin a pismeno X znaci libovolnou aminokyselinu (Sweadner et al.,
2000).



U savcil do této skupiny zatazujeme 7 druht, které se oznacuji FXYD 1-7. Typ

(druh) FXYD proteinu zalezi na typu tkané, ve které se FXYD protein vyskytuje, a také

na samotné struktuie proteinu (Geering K., 2005). V tabulce 1 jsou uvedeny mista

vyskytu jednotlivych typt FXYD proteint.

Tabulka 1: Mista vyskytu FXYD proteinii a funkcni viiv FXYD proteinu na fungovani
NKA (upraveno podle Geering K.,2005)

Typ FXYD Misto vyskytu Efekt na NKA
proteinu afinita k
Na"* K*

FXYD1 Srde¢ni a kosterni | || l
(phospholeman) svalstvo
FXYD2 Ledviny ! !
(podjednotka v)
FXYD3 Zaludek l !
(Mat-8)
FXYD4 Ledviny " W
(CHIF)
FXYD5 - - -
(Rice)
FXYD6 - - -
FXYD7 Mozek - 1

FXYD 2-7 jsou modulatory aktivity NKA, efekt zavisi na relativni expresi a
miry asociace podjednotek o a B. FXYD2- 7 také stabilizuji NKA. FXYDI1 je

regulatorem v klasickém pojeti, protoZze fosforyluje proteinkinasy (napi. PKA,PKC).

(Mishra et al., 2011)

Podrobnéji se zamétime na protein FXYD2, protoze v naSich experimentech byla NKA

izolovana z vepiovych ledvin.




2.3.1 FXYD?2 - podjednotka y

Podjednotka y ma specifickou sekvenci, ktera je typickd pro skupinu FXYD
proteini. Tato podjednotka se nachazi mezi podjednotkami a a B, kde je v hlavnim
kontaktu s B podjednotkou (Preben J.P. et al., 2007). Sklada se z jednoho
transmembranového helixu, jez ma extracelularni N konec a C konec se nachdzi v
cytoplazmé. Tato struktura je typicka pro vSechny proteiny ze skupiny FXYD proteini.
FXYD protein neni esencidlné dilezity pro fungovani NKA. Hlavni funkci této
podjednotky je regulace NKA a jeji stabilizace (Mishra et al., 2011). Na obrazku 4 je

znéazornéna typicka struktura FXYD proteinu.

Obr.4: Typicka struktura FXYD proteinii, konkrétné se jednd o protein FXYDI. (PDB;
2JO1)

Regulace proteinu podjednotkou 7y spocivd v posunu rovnovahy mezi
konformacénimi stavy E1 a E2, timto zplisobem se méni afinita k sodnym a draselnym

iontim (Geering K., 2005).
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2.4 Fungovani Na'/K'- ATPasy

Sodno -draselna pumpa transportuje béhem jednoho katalytického cyklu 3 Na*
ven z buriky a 2 K" dovniti buiiky a vyuZzivéa k pfenosu energii pochazejici z hydrolyzy
ATP. Ionty jsou ptfenaSeny proti koncentraénimu gradientu, proto se jednd o aktivni
transport. Spravnéd funkce NKA je klicova pro spravnou funkci zivociSnych bunék.

(Vedovato N. et al., 2014)

2.4.1 Cyklus Na'/K*- ATPasy

Cyklus NKA podle Alberse a Posta vychédzi z hypotézy, Ze na zacatku vytvafi
enzym komplex slozeny z intracelularniho ATP, Mg2+ a 3 Na' iontli oznacovany jako
konformacni stav E1. Po fosforylaci proteinu dojde k vyvazani ADP do intracelularniho
prostoru buiiky, zméni se konformace proteinu a 3 Na'ionty jsou vypustény do vnéjsiho
prostoru buiiky a nahrazeny 2 K ionty z extracelularniho prostoru. Protein se nachazi
ve druhém konforma¢nim stavu ozna¢ovaném jako stav E2. Dalsi zménou konformace

jsou draselné ionty pfeneseny do buiiky (Post R.L. et al., 1972).

Zda jsou na enzymu navazany sodné nebo draselné ionty, zalezi tedy na
konforma¢nim stavu. Konformacéni stav E1 ma vysokou afinitu k sodnym iontd a
konformacni stav E2 ma vysokou afinitu k draselnym iontiim. Jak se uvedeno vyse, tak

energie potiebna pro zménu konformace pochazi z hydrolyzy ATP (Glynn I.M., 1992).

Na pocatku cyklu je enzym v konformacnim stavu El1 s navazanymi tfemi
sodnymi ionty (v obr. 5 oznaceno jako EIATP3Na). V dal$im kroku dojde k hydrolyze
ATP na ADP a fosforylaci enzymu (EP(3Na)) a energie uvolnéna pii hydrolyze je
vyuZita ke zméné konformace proteinu na konformacni stav E2, zaroven dojde k
rychlému odvazani jednoho sodného iontu (E2P2Na). Potom dojde k uvolnéni dvou
sodnych iontt (E2P) a vazb¢ dvou draselnych iontli do vazebnych mist pro n¢€ urc¢enych.
Pak dojde k odvazani fosfatu (E22K). Nasleduje vazba ATP (E2ATP(2K)). Nésledné
dojde ke zméné konformacniho stavu zpét na El1 stav (EIATP2K) a odvazani dvou

draselnych iontd. Poté mize byt cyklus opét zopakovan (Glynn .M., 2002).
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Obr.5: Schéma cyklu NKA podle Alberse a Posta (upraveno podle Glynn 1.M.,2002)

V pozdéjsich letech byl cyklus NKA zkouméan podrobnéji a doslo tedy k

upravam funkéniho cyklu proteinu.

Cyklus byl pozd€ji zkouman v praci Grycové et al (2009), kdy autofi
prepokladali, Ze zmény konformacniho stavu proteinu E1, E2 souviseji se zménami v
cytoplazmatické casti proteinu, coZ vedlo ke komplexnéjSimu popisu cyklu podle

Alberse a Posta (obr. 6).

Na za¢itku cyklu je NKA v uzaviené konformaci "Ex-2K s navdzanymi

draselnymi ionty, dojde k vazbé ATP, tim padem zmén€ konformace na otevienou
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konformaci : “Ex — °Ex a k odvazani 3 Na" ionti do vnéjsiho prostoru. Podminkou
pfechodu ze stavu °Ex na stav °Ea je navazani Mg iontd, které katalyzuji hydrolyzu
ATP a fosforylaci proteinu. Vazba Mg?* iont, hydrolyzy ATP a fosforylace je
impulsem k ptechodu “En, = °Ek , kde °Ex odpovida konformaénimu stavu E; podle
Alberse-Posta, zaroven dojde k vyméné iontll na extracelularni strané membrany. Vazba
draselnych iontl je podnétem k odvéazani fosfatu a Mg2+ iontd. Protein je pak pfipraven
znovu k navazani molekuly ATP a cyklus mtze byt opét cely zopakovan (Grycova et
al., 2009).

Vné burky

°Epg-ATP —————7——3°Ey,-2Na-ATP ————>————°E,-3Na-ATP ————— UE,,,°3Na-Mg-ATP

2Na Na Mg

- 2K

°Eng-2K-ATP ey v
Uvnitf buriky UEna/~P-3Na-Mg-ADP

°Ey -2K-ATP ADP

~ATP Mg:Pi
UEK'ZKNa UEK"‘P-ZK-Mg—v UEKNP- Mg -_— UEKNP'NB'Mg

2K 3Na

Obr.6: Schéma fungovani NKA. Symbol Ena odpovida konformacnimu stavu tradicné
oznacovanému podle Alberse -Posta E; tj. vysoké afinite k sodnym iontum, Ex odpovida
konformacnimu stavu oznacovanému podle Alberse-Posta E; a vysoké afinité k
draselnym iontiim, horni symboly wop oznacuji uzavrienou/otevienou konformaci

cytoplazmatické casti proteinu (upraveno podle Grycova et al. 2009, figure 8)
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2.5 Na'/K'- ATPasa a jeji fyziologicky vyznam

Jelikoz do buiiky neustale proudi pomoci pfenaSeCovych proteinli a iontovych
kanalti Na* ionty, je hlavnim tikolem NKA pfenaset tyto sodné ionty ven z buiiky a
dovniti prenaSet draselné¢ ionty, a tim zajistit optimalni koncentraci sodnych a

draselnych iontii v bunice.

Sodné a draselné ionty jsou pienaseny proti koncentraénimu gradientu , proto na
jejich transport musi bunika vynakladat energii. Tuto energii ziskava burika z hydrolyzy
ATP. To je divod, pro¢ NKA hraje diilezitou roli v energetické bilanci buniky, dokaze
spottebovat az 30 % vSech molekul ATP v buiice. Jedna se tedy o aktivni transport

(Albers B. et al., 1998).

Zivogisné jsou v tkanich obklopeny kapalinou bohatou na Na®, CI™ a dalsi latky.
Bunky musi tedy udrzovat koncentraci anorganickych a organickych latek uvnitf i
mimo bunku. Tento jev se oznacuje jako udrzovani osmotické rovnovahy. Protoze
osmotickd rovnovdha je neustdle narusovana, musi bunky nechténé rozpusténé latky
odcerpavat. Tuto funkci zastdvd NKA, kterd odcerpava sodné ionty, které do buiky
neustale proudi a zamezuje vstupu CI iontd. Pokud je funkce NKA inhibovana pomoci
inhibitoru (napf. ouabain), dojde k pronikani sodnych a chloridovych iontii do buiky
pomoci iontovych kanalt a dalSich pfenaseci, tim je naruSena osmotickd rovnovaha v
bunice. Vysledkem naruseni osmotické rovnovahy je, ze bunika postupné nabobtnd, az

nakonec praskne.

Jednou z dalSich a velmi vyznamnych funkci NKA je, Ze se podili na tvorbé
klidového membranového potencidlu. Klidovy potencial je pti¢inou rozdilnych nabojt
na povrsich cytoplazmatické membrany. Cytoplazmatickd strana membrany je nabita
zaporné vzhledem k vngj$i strané membrany, ktera je nabita kladn€. Kladné nabité
ionty se snazi dostat podle svého koncentracniho gradientu dovnitf buiiky a zaporné
nabité¢ ionty mimo buiku. Z toho tedy vyplyv4, Ze sila, kterd pohani solut pies
membranu se skldda ze dvou sil, a to z koncentracniho gradientu a z napéti, které vznika
mezi obéma stranami cytoplazmatické membrany. Souhrnné tuto silu pohéanéjici ionty

pfes membranu nazyvame gradient elektrochemického potencidlu (Albers B. et al.,
1998).

14



NKA ptenosem sodnych iontli pfes membranu vytvaii gradient. Tento gradient
je bunkou vyuzit pro pienos dalsich latek ptes cytoplazmatickou membranu. Takovyto
typ pfenosu latek pfes membranu nazyvame sekunddrnim transportem. Sekundarni
transport miizeme rozdélit na 2 mozné transporty: symport, kdy jsou ob¢ latky
transportovany stejnym smérem napt. glukosovo- sodny symport, a antiport, kdy jsou
latky penaseny kazda opa¢nym smérem napf. Na*/ Ca®* antiport nebo Na*/H* antiport.
Posledné zminovany antiport se podili na regulaci pH v buiice, tak ze vyuziva toku
sodnych iontti do mist s nizsi koncentraci k ¢erpani H' iontfi ven z buiiky (Bossuyt J. et

al, 2006; Albers B. et al. 1998).

Jak je vidét, tak NKA ma ve spravném fungovani buiiky nezastupitelnou roli.
Pokud je fungovani NKA naruseno, ma to negativni dopad na fungovani buiky a dale
pak na fungovani celého organismu. Proto naruseni sprdvné funkce NKA je ptfiinou
vzniku celé fady onemocnéni jako je napf. Sedy zakal, cukrovka, onemocnéni

nervového aparatu, ledvin a v neposledni fad€ i infarktu.

2.6 Endogenni latky

2.6. 1 Aminokyseliny

Ve skupiné aminokyselin najdeme pestrou $kalu riznych druht molekul, které
maji jedinou spole¢nou vlastnost: obsahuji karboxylovou a aminovou skupinu, pfi¢emz
ob¢ skupiny jsou navazany na jednom uhlikovém atomu. Riiznorodost molekul spoc¢iva
v postrannim fetézci, ktery je také navazan na uhlik s karboxylovou a aminovou
skupinou. DuleZitost aminokyselin pro funkci buiiky spoc¢iva v jejich hlavni roli pfi
tvorbé proteint. Jednotlivé aminokyseliny jsou k sobé piipojovany vytvoienim
peptidové vazby karboxylovou skupinou jedné aminokyseliny a aminoskupinou druhé
aminokyseliny, ¢imZz vytvari primarni strukturu proteinu. V proteinech se bé&zné
vyskytuje 21 ridznych aminokyselin, které jsou vyjmenovany a rozdéleny podle
charakteru postranniho fetézce na obrazku 7. Podobné¢ jako cukry vytvaii aminokyseliny
izomery D a L, vyjimku tvofi aminokyselina glycin, ten izomery nevytvaii. V
proteinech nalezneme pouze izomery L (Albers B. et al., 1998).
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Obr.7: Prehled 20 zakladnich aminokyselin. 21. aminokyselinou je selenocystein, ktery

ma stejnou strukturu jako cystein, ale atom siry je nahrazen atomem selenu.

2.6.1.1 Esencidlni a neesencidlni aminokyseliny

V roce 1951 Roce definoval rozdéleni aminokyselin na zékladé dusikaté bilance
na esencialni a neesencialni. Nejprve do skupiny esencialnich aminokyselin patfilo osm
aminokyselin: izoleucin, lyzin, metionin, fenylalanin, treonin, tryptofan a valin. U
téchto osmi aminokyselin jejich deficit vedl k rychlému rozvoji negativni dusikaté

bilance (Hole¢ek M., 2006).

Dodate¢né byl do seznamu zafazen histidin, jehoZ deficit se projevi poklesem
koncentrace hemoglobinu, a arginin, ktery je dilezity ve fetalnim vyvoji ¢lovéka a
spermatogenezi. Ostatni aminokyseliny byly tehdy povaZzovéany za neesencialni. Pozd¢ji
bylo zjisténo, Ze v disledku absence nebo nizké syntézy urcitych aminokyselin vznikaji
nemoci. Pii poddvani téchto aminokyselin dojde k vyléceni nemoci. Z tohoto diivodu

vznikla nova skupina aminokyselin nazvand podminéné esencidlni. Nyni se
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aminokyseliny rozd€luji na tii skupiny - esencialni, podminéné esencialni a

neesencialni. U esencialnich a neesencialnich aminokyselin se rozlisuji dvé podskupiny.

Esencidlni aminokyseliny, tj. aminokyseliny, které si lidsky organismus neumi
syntetizovat v dostatecném mnozstvi ani za béznych zivotnich podminek, se rozdélu;ji
na totaln¢ esencialni (lyzin, treonin) a aminokyseliny, které si pti poskytnuti uhlikového
fetézce umime syntetizovat. Takto mohou byt v organismu syntetizovany valin,

tryptofan, leucin, izoleucin, fenylalanin, methionin, arginin a histidin.

Mezi podminéné esencidlni aminokyseliny patii ty, které pottebuji pro svou
syntézu nékterou esencidlni aminokyselinu. Napftiklad pro syntézu tyrozinu je nutny
fenylalanin. Do druhé ¢asti této skupiny aminokyselin patfi ty, jejichz deficit se rozviji v

nekterych zatézovych stavech (napt. glutamin u sepsi) .

Neesencidlni aminokyseliny jsou syntetizovany v organismu v dostate¢ném
mnozstvi nejen za fyziologickych podminek, ale také v zatézovych stavech a

onemocnénich (Holecek M., 2006).

Aminokyseliny jsou nejen zakladnimi podjednotkami bilkovin, ale maji celou
fadu dalSich funkci. Jsou soucasti ¢i vychozi latkou syntézy mnoha biologickych
vyznamnych latek, Gi€astnici se regulace translace, transkripce, n€které aminokyseliny
maji  imunomodula¢ni G€inky, ovliviiuji sekreci hormont, transport pies bunétnou

membranu, ptijem potravy a fadu dalsich funkci (Holecek M., 2006).

V této praci byl zkouman vliv na NKA u téchto 11 aminokyselin: fenylalanin,
histidin, tryptofan, metionin, kyselina asparagova, serin, treonin, lyzin, arginin, prolin,
tyrozin a cystein. Dale bude zkouman vliv 5 derivatl aminokyselin, které ptisobici na
nervovou soustavu: serotonin, tryptamin, histamin a dopamin. Zakladni informace o

vybranych aminokyselinach jsou uvedeny v tabulce 2.
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Tabulka 2: Prehled zdkladnich viastnosti vybranych aminokyselin vlastnosti vybranych

aminokyselin
Aminokyselina Sumarni Molekulova | Charakteristiky | Rozpustnost
vzorec hmotnost ve vodé pii 25
[g/mol] °C
[9/1]
Fenylalanin CoH11NO, 165,19 Bila krystalicka 26,4
(Phe, F) latka, bez
zépachu, hotké
chuti
Methionin CsHgNO,S 149,21 Bezbarvé 56,6
(Met, M) krystalky nebo
bily prasek,
slaby zapach,
sirnata chut’
Tryptofan C11H12N20, 204,09 Bil¢ az nazloutlé 11,4
(Trp, W) krystalky, bez
zépachu, slabé
hotka chut’
Histidin CeHyN302 155,15 Bezbarvy, 45,6
(His, H) sladké chut’
Kyselina C4H/NO, 133,1 Bila krystalicka 5,39
asparagovd latka n. prasek
(Asp, D
Prolin CsHgNO, 115,13 Bezbarvé 162
(Pro, P) krystalky, hotko
sladké chuti
Cystein C3H/NO,S 121,16 Bezbarvé n. bile 277
(Cys, C) krystalky
Treonin C4HgNO3 119,12 Bezbarvé 97
(Thr, T) krystalky
Tyrozin CgoH11NO3 181,19 Bilé vétsi 479
(Tyr, Y) kulicky
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Serin C3H7/NOs 105,09 Bezbarvé 425
(Ser, S) krystalky,
nasladl¢é chuti
Lyzin CeH14N20, 146,19 Bezbarvé 584
(Lys, K) krystalky,
hotkosladké
chuti
Arginin CeH14N4O7 174,2 Bezbarvé 182
(Arg, R) krystalky

2.6.2 Fenylalanin (L - fenylalanin (Phe, F)

Fenylalanin je jednou z esencidlnich aminokyselin, kterou si lidsky organismus

neumi syntetizovat a je nucen ji pfijimat v potravé. Na obr. 8 je zakreslena struktura

aminokyseliny a v tabulce 2 jsou zaznamenany zakladni vlastnosti.

Obr.8: Struktura fenylalaninu (Pubchem)
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U této aminokyseliny je velmi zajimavy jeji metabolismus, protoze je prekurzorem tady
latek, které maji dal$i vyuziti v organismu jako hormony S$titné zlazy a diené
nadledvinek, a taktéz maji vliv na nervovou soustavu organismu. Metabolickou
pfeménou (obr.9) této aminokyseliny tedy vznikaji melanin, dopamin, noradrenalin a
tyroxin. Dulezitym krokem v metabolismu je hydroxylace fenylalaninu enzymem
fenylalaninhydroxylazou. Pokud je v téle vlivem genetické mutace tohoto enzymu

pfitomno malé nebo zadné mnozstvi, nazyva se tato porucha fenylalaninketonurie

(Holecek M., 2006).

{} fenylalaninhydroxylasa

Tyrozin

< S tosinhrirosiass

MIT DOPA
(monojodotyrozin) (dihydroyxfynlaalanin)

thyreoperoxidasa

E

(Dijodotyrozin)
{}

J
Adrenalin

Obr.9: Prrehled metabolitii fenylalaninu

S pi—
E g

Vysoka koncentrace fenylalaninu v krvi (0,3-1,8 mM) je skodliva zejména Vv
prvni roce zivota, pti¢emz disledkiim Skodlivosti fenylalaninu se da zabranit dietou.
Lécba této poruchy v pozdéjsich letech ditéte také spociva v dieté prosté fenylalaninu.
(Tsakiris S. et al., 1998)

V farmacii se L-fenylalanin pouziva pro zvySeni produkce noradrenalinu Vv

mozku. Noradrenalin je latka, kterd pfenasi signaly mezi jednotlivymi nervovymi
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buitkami v mozku, jedna se o neurotransmiter. Jeji GCinky jsou takové, Ze udrzuje
organismus bdély a soustiedény, oddaluje spanek a pomaha zlepsit pamét’. Také se L-

fenylalanin pouziva jako antidepresivum (Drugbank).

Jak je uvedeno vySe, ma fenylalanin vliv na nervovou soustavu, a proto bude

zkouman také jeho vliv na NKA, ktera je také jednou ze soucasti nervovych bunék.

2.6.2.1 Dopamin

Dopamin patii do skupiny pfirodnich katecholaminti a vznika metabolismem

fenylalaninu (obr. 9). Na obr.10 je zakreslena struktura této latky.

Obr.10: Struktura dopaminu (Pubchem)

Dopamin je prekurzor v syntéze norepinefrinu a je taktéz neurotransmiterem v urcitych
oblastech CNS. Téliska v hypotalamu uvoliluji dopamin do adenohypofyzy, kde
reguluje uvoliiovani prolaktinu. Dopamin spolu s dalSimi neurotrasnmitery je v sitnici

uvolnovan amakrinnimi buitkami, kde ma inhibi¢ni G€inek. Dopamin je taktéZ vytvaren
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v ledvinach, kde inhibuje fosforylaci NKA a tim zvySuje natriurézu, dal$im efektem je

renalni vazodilatace (Kittnar O. et al., 2011).

V mozku a v CNS ma dopamin vétSinou inhibi¢ni ucinky. Dopaminergni
neurony se nachazi v nékolika oblastech mozku. V nigrostrinalnim systému v mozku se
nachazi 2 typy D-receptorti: D1 a D2 dopaminové receptory, které maji oba inhibi¢ni
ucinky. V mezokortinalnim systému hraje roli v mechanismech odmény, strachu,

potéSeni a zavislosti (Kittnar O. et al., 2011).

Pomoci ptipravku vyrabéjiciho se z dopaminu L- DOPA je mozné 1éCit pacienty
s Parkinsonovym syndromem. Déle se pouziva pii 1é¢be schizofrenie a depresi. Pri
dlouhodobém uzivani dochdzi k ubytku dopaminovych receptori nebo snizeni produkce
dopaminu, coz vede ke snizené vnimavosti k béznym libym ¢innostem daného pacienta.

Zavisli Casto proto citi beznadgj, depresi a dalsi pocity s timto spojené (Drugbank).

Dopamin ma do jisté miry pozitivni vliv na myokard - zvySuje jeho frekvenci a
kontraktilitu, proto po podani intravendzné zvySuje systolicky tlak, ale zachovava

stejnou hodnotu diastolického tlaku (Drugbank).

Protoze je u této latky prokdzéana inhibice NKA a pusobi taktéz na nervovou

soustavu, bude i tato latka zkoumana.

2.6.3 Tyrozin (Tyr, Y)

Tyrozin je neesencialni aminokyselinou syntetizovanou z fenylalaninu. Tyrozin
je rozhodujici pro tvorbu proteinli, enzymti a svalové tkané. Zakladni charakteristiky

jsou zaznamenany v tabulce 2 a na obr. 11 je zakreslena struktura aminokyseliny.
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Obr.11: Struktura tyrozinu (Pubchem)

Tyrozin v téle zivoCichi vznikd nevratnou hydroxylaci fenylalaninu pomoci
fenylalaninhydroxyldzy. Pfiblizn€ 50 % veSkeré aktivity fenylalaninhydroxylazy v
organismu je pfitomno v ledvinach a ledviny produkuji okolo 1 g tyrozinu za den
(Holecek M., 2006).

Tyrozin je meziproduktem syntézy neurotransmiterti - adrenalinu, noradrenalinu,

dopaminu a také je meziproduktem syntézy melaninu a tyroxinu.

Tyrozin zlepSuje pamét’ a zvySuje dusevni ¢innost. Tuto aminokyselinu je mozné
pouzit jako podptirnou lécbu pii dlouhodobém stresu, dale pomahé proti chronické

unav¢ a bojuje proti narkolepsii (Drugbank).

Jeho nedostatek se projevuje onemocnénim hypertyre6zou, kterd se projevuje
nizkym krevnim tlakem a nizkou télesnou teplotou. Dal§im onemocnénim v poruse
metabolismu tyrozinu je tyrozinemie, kterd se projevuje zvySenou hladinou tyrozinu v
krvi. U chronické rendlni insuficience je inhibovdna pfeména fenylalaninu na tyrozin

(Holegek M., 2006).
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2.6.4 Tryptofan (L-tryptofan, Trp, W)

Tryptofan patii mezi esencidlni aminokyseliny. Tryptofan je rozhodujici pro
vyrobu proteinti, enzymua a svalové tkané. Je rovnéZ nezbytny pro vyrobu niacinu a
syntézu neurotransmiterti serotoninu a melatoninu. Zakladni charakteristiky jsou

zaznamenany v tabulce 2 a na obr. 12 je zakreslena struktura aminokyseliny.

Obr. 12: Struktura tryptofanu (Pubchem)

Ve své struktufe obsahuje aromatické jadro. Tato aminokyselina je zdrojem pfirozené
fluorescence proteinti. Pivod fluorescence u tryptofanu jsou indolové skupiny, jez maji
nejvyssi absorpci a emisi v UV oblasti spektra. Zdkladni fluorescenéni spektralni
charakteristiky jsou takovéto: excitacni vlnova délka 295 nm, emisni vinova délka 353

nm, kvantovy vytézek je asi 0,13 a doba zivota 3,1 ns. (Lakowicz J.R., 2009)

Tryptofan slouzi jako prekurzor syntézy serotoninu a melatoninu. EXistuje jen
malo dikazii o ucinnosti tryptofanu pii 1é€be deprese, ale 1 pfesto se pouziva jako
podptirna 1écba. Nékdy se podava s pyridoxynem a kyselinou askorbovou, které se

podileji na metabolismu serotoninu (Drugbank).

Kromé vlivu na depresi, snizuje L-tryptofan spankovou latenci a mirné

prodluzuje dobu spanku pii nespavosti.
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Dopliiky obsahujici tryptofan mohou snizit pocit uzkosti a deprese. Dale je
mozné pouzit tryptofan pro snizeni chronické bolesti, snizeni impulzivity nebo pii 1écbé
obsedantné¢ kompulzivni poruchy. Tryptofan ma také pozitivni UCinky na imunitni

systém (Drugbank).

K onemocnéni zplisobené nadbytkem nebo nedostatkem tryptofanu patii
napiiklad Pelegra. Pelegra je nemoc rozvijejici se s nedostateCnym piijmem niacinu,
hlavn¢ v oblastech, kde k hlavnim potravinam patii kukutice. Nové odrudy kukutice

maji vy$si obsah niacinu a tryptofanu, proto nehrozi jejich deficit (Hole¢ek M.,2006).

Nedostatek tryptofanu v téle je provazen depresemi, nespavosti a poruchami
sexudlnich reakci, zejména v disledku poklesu tvorby serotoninu. Protoze serotonin
neprochazi ptes hematoencefalickou bariéru, je nutno jeho deficit v mozku korigovat

aplikaci jeho prekurzort (Hole¢ek M.,2006).

Pokud mame zvyseny piijem tryptofanu, jsou stimulovany fibroblasty, zvysi se
syntéza kolagenu a mize se vyskytnout tzv. eozinofilni myalgicky syndrom. Nadbytek

tryptofanu je provazen povznesenou naladou, poklesem prahu bolesti a nechutenstvim.

(Holeéek M.,2006)

Tato aminokyselina je prekurzor neurotransmiterti, a proto byla vybrana pro zji$téni
vlivu na NKA.

Neurotransmitery vznikajici pfeménou tryptofanu jsou serotonin a tryptamin.

2.6.4.1 Serotonin

Serotonin  (5-hydroxytryptamin, zkracené 5-HT) je v Cistém stavu bila
krystalicka latka, o molekulové hmotnosti 176,22 g/mol a rozpustnosti 20 g/l. Na obr. ¢.
13 je zakreslena jeho struktura.
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Obr. 13: Struktura serotoninu (Pubchem)

Serotonin vznika hydroxylaci tryptofanu, pomoci tryptofan-5-monooxygenazy vznika
5-hydroxytryptofan, ktery je dekarboxylovéan na inhibi¢ni neuromediétor serotonin - 5-
hydroxytryptamin. Serotonin je syntetizovan v neuronech (pfedevs§im v oblasti
hypotalamu, mozkového kmene a epifyzy), v chromafinnich bunkach traviciho traktu a
v trombocytech. Neurony syntetizujici serotonin maji vyznamnou roli v pfijmu potravy,
chovani a spanku. Serotonin je degradovan monoaminooxiddzou na 5-

hydroxyindolacetat, ktery se vylucuje z téla moc¢i (Holecek M., 2006)

Nedostatek serotoninu Se projevuje snizenym pienosem nervovych vzrucht,
zménami nalad a celkovou depresi, pfipadné poruchami spanku, podrézdénosti az

agresivitou (Drugbank).

Serotonin ptisobi v mozku na velké mnozstvi riiznorodych receptort. Tato latka
se proto hojné¢ vyuziva ve farmacii pro vyrobu I¢kii pouzivanych pii 1ébe
psychiatrickych onemocnéni - antidepresiv. K témto Iékliim patfi inhibitory
monoaminooxidazy, tricyklickd antidepresiva a antipsychotika a selektivni inhibitory

zpétnovazebného vychytani serotoninu (Drugbank).

Déle se serotonin ve farmacii vyuziva pro vyrobu lékii proti zvraceni, tzv.

antiemetik (Drugbank).
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Nadmérné zvySena hladina serotoninu zplsobuje nebezpecny stav tzv. serotoninovy

syndrom (Holec¢ek M.,2006).

2.6.4.2 Tryptamin

Tryptamin je oranzovozlutd, silné zapachajici krystalickd latka, o molekulové

hmotnosti 160,1 g/mol. Na obr. 14 je zakreslena jeho struktura.

Obr. 14: Struktura tryptaminu (Pubchem)

Tryptamin vzniké dekarboxylaci tryptofanu, ktery ma stimula¢ni vliv na CNS a je
jednim s neurotransmiterti. Krom€¢ mozku savcl je mozné ho najit v nékterych

rostlindch nebo potravé (napf. v syru). Ma také ucinek na zvySeni krevniho tlaku
(Drugbank).

27



2.6.5 Methionin (L-methionin, Met, M)

Methionin je esencialni aminokyselinou, ktera ve své struktufe ma atom siry a je
velmi dilezitd pro mnoho télesnych funkci. Jeho struktura je zakreslena na obr. 15 a

jeho zakladni charakteristiky jsou zaznamenany v tabulce 2 (Drugbank).

Obr.15: Struktura methioninu (Pubchem)

Tato aminokyselina patfi mezi vyznamné donory metylovych skupin. Forma schopna
prenaset metylovou skupinu se nazyva S-adenosylmetionin (SAME - aktivni metionin).
SAME muZe byt pouZit pro syntézu polyamini v reakci katalyzované specifickou
dekarboxylazou. Druhou moznosti je pfenos metylové skupiny na rtzné akceptory za
vzniku  S-adenosylhomocysteinu ~ (SAHC).  Existuyje  mnoho  specifickych
metyltransferaz, které umoznuji pfenos metylové skupiny ze SAME na akceptor.

Reakce se uplatiuji napiiklad pfi syntéze adrenalinu a kreatinu (Hole¢ek M., 2006).

L- methionin a jeho metabolismus je pro organismus zdrojem siry, zabrafnuje
vypadavani vlast a poruchdm rastu nehti. Dale poméha snizovat hladinu cholesterolu v
krvi zvySenim vyroby lecitinu v jatrech a chrani ledviny. Je pfirodni chelata¢ni ¢inidlo
pro tézké kovy. Reguluje také mnozstvi ¢pavku v moci, ¢imz snizuje podrazdéni
mocového méchyfe. L- methionin muize také chranit pfed toxickymi ucinky

hepatotoxind, jako je napf. acetaminofen. Mize mit antioxida¢ni Gi¢inky (Drugbank).
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L- methionin se pouziva jako alternativa k acetylcysteinu pii 1écbé otravy

paracetamolem (Drugbank).

L-methionin v nadmémém mnozstvi mize zpusobovat nevolnost, zvraceni,
ospalost a podrazdénost. U osob s onemocnénim jater je doporuceno jej pouzivat s

nadmérnou opatrnosti (Drugbank).

2.6.6 Cystein (Cys, C)

Cystein je neesencialni aminokyselina, kterd ve své struktufe stejné¢ jako
methionin obsahuje atom siry. V tabulce 2 jsou uvedeny zakladni charakteristiky a na

obr. 16 je zakreslena struktura cysteinu.

Cystein ziskava organismus z proteini nebo syntézou z homocysteinu. Syntéza
cysteinu z homocysteinu umoznuji postupné cystation-p-syntaza a y-cystationdza. Oba

tyto enzymy se vyskytuji v jatrech, ledvinach, pankreatu a tenkém stievu.

Pokud je v téle snizena nebo zcela chybéjici aktivita cystationinsyntazy, vede to

k rozvoji onemocnéni homocystinurii.

Cysteinové zbytky jsou zakladem disulfidovych mustkt, které umoziuji
vytvofeni kompaktni proteinové struktury. Cystein je soucasti glutathionu (Glu-Cys-
Glu), ktery je velmi G€innym antioxidantem a je soucasti fady detoxikacnich systému

(Holegek M., 2006).

V lékafstvi se pouzivd jako prevence pied poskozenim jater a ledvin spojené s

piedavkovanim paracetamolem (Drugbank).
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Obr. 16: Struktura cysteinu (Pubchem)
2.6.7 Histidin (L-histidin, His, H)

Tato esencialni bazickd aminokyselina méa nejvyssi procentudlni zastoupeni v

hemoglobinu. Zakladni charakteristiky aminokyseliny jsou zaznamenany v tabulce 2 a
na obr. 17 je zakreslena struktura aminokyseliny.
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Obr.17: Struktura histidinu (Pubchem)

Mechanismus ptlisobeni této aminokyseliny nebyl dosud objasnén. U jeho metaboliti

histaminu a kyseliny transurakanové mtize byt prokdzéan vliv na imunitu a antioxida¢ni

ucinky. Nizkou nebo nulovou hladinu histaminu v séru je mozné nalézt u nékterych
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pacientt S revmatoidni artritidou. L-histidin pfitomny v séru je vynikajicim chelatacnim
¢inidlem pro zelezo, méd’ a zinek. Je mozné pouzit L-histidin pfi 1é€bé revmatoidni
artritidy, alergickych onemocnéni, viedii a anémie. Jeho nedostatek mtize zpusobit vadu

sluchu (Drugbank).

Histidinemie je patofyziologické onemocnéni, kdy v dusledku dédi¢ného
nedostatku histidinamoniaklyazy je blokovana pfeména histidinu na urokanat (Holec¢ek
M., 2006).

K vyznamnym metabolitim histidinu patii histamin.

2.6.7.1 Histamin

Histamin je latka, kterd vznikda z histidinu jeho dekarboxylaci. V naSich
experimentech budeme pouzivat histamin dichlorid. Molekulova vaha této latky je

184,1 g/mol a na obr. 18 je zakreslena jeji struktura.

Obr.18: Struktura histaminu

Mezi nejznaméjsi funkce a nejvice ve farmakologickém primyslu vyuzivané patii jeho
vliv na alergickou reakci. Piisobi proti nadmérné imunitni reakci na podnéty vyvolané
bézn¢ se vyskytujici v okoli. Léky s timto ucinkem se nazyvaji antihistaminika
(Drugbank).

Histamin ma imunomodula¢ni a antioxida¢ni G¢inky. Histamin aktivuje u T-
lymfocytth H2 receptory. Pro jeho vliv na imunitni systém, je mozné ho pouZit pro 1écbu

nekterych typl rakoviny a virovych onemocnéni (Drugbank).
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2.6.8 Kyselina asparagova (Asp, D) a asparagin (Asn, N)

Kyselina asparagova patii do skupiny neesencialnich aminokyselin. V tabulce 2
jsou uvedeny zakladni vlastnosti této aminokyseliny a na obr. 19 je zakreslena struktura

této aminokyseliny.
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Obr.19: Struktura kyseliny asparagové (Pubchem)

Organismus ji vytvaii rozpadem bilkovin a syntézou z oxalacetatu. Z oxalacetatu
vznik4 aspartat transaminacni reakci, kde se jako kofaktor uplatiiuje pyridooxalacetat a
zdroj aminoskupiny je glutamat. Dale aspartat mize vstupovat do ornitinového cyklu
prostfednictvim argininsukcinatu, jehoz Stépenim vzniké arginin a fumarat, které stejné

jako oxaloacetat vstupuji do citratového cyklu.

Tato aminokyselina je nezbytna pro syntézu purinti a pyrimidint a L- argininu.
Patii mezi excitacni aminokyseliny v mozku, druhou excitaéni aminokyselinou je
glutamat. Snadno vytvari vodikové mistky a zvySuje rozpustnost bilkovin ve vode¢.

(Holegek M., 2006)

Aspartat je soucast sladidla aspartamu, ktery tvoii spolu s fenylalaninem.

Spousta praci prokazuje negativni U€inky spojené s jeho pfijmem (napf. bolest hlavy,
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unava, nespavost, ztrata sluchu). Pfi teplotach vysSich nez 40 °C se rozklada za vzniku

jedovatého formaldehydu. (Hole¢ek M., 2006)

Predpoklada se, ze L- aspartat, zejména jeho draselnd a hofecnata sil, jsou
soucast svalového glykogenu a podporuje rychlejsi zpétnou syntézu béhem cviceni

(Drugbank).

2.6.9 Threonin (Thr, T)

Threonin je polarni a pro zivoCichy esencidlni aminokyselinou, jejiz zakladni

charakteristiky jsou uvedeny v tabulce 2. Na obr. 20 je zachycena jeho struktura.

Obr. 20: Struktura threoninu (Pubchem)

Threonin vytvafi prostiednictvim vodikovych vazeb interakce s fadou latek a zvySuje
rozpustnost bilkovin ve vodé. Ma schopnost vazat reverzibilné fosfatovou skupinu a
spolecné se serinem se uplatiiuje pii aktivaci a inaktivaci enzymi. V rostlindch a
mikroorganismech je syntetizovan z aspartatu pies homoserin. U zivocichi je prekurzor

pro syntézu proteind, glycinu a serinu (Holecek M., 2006).

V lidském organismu je dilezity také pro tvorbu kolagenu, elastinu a zubni

tkan¢. V kombinaci s kyselinou asparagovou a metioninem pomaha pfi onemocnéni
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jater. V klinické praxi byl také pouzit za cilem zvySeni koncentrace glycinu v

mozkomis$nim moku u pacientt trpicich kie¢emi (Drugbank).

2.6.10 Serin (Ser, S)

Serin patfi do skupiny neesencidlnich polarnich aminokyselin, proto snadno
jako threoninu interaguje s fadou latek a zvySuje rozpustnost bilkovin ve vod¢. Jeho
zakladni charakteristiky jsou uvedeny v tabulce 2 a na obr. 21 je zakreslena jeho
struktura. Serin je v organismu syntetizovan z threoninu nebo z 3-P-glyceratu. .

Vyznamnym zdrojem serinu jsou ledviny, které produkuji 4 g serinu za den.

—o
\

Obr.13: Struktura serinu (Pubchem)

Serin je soucasti  O-glykosidickych vazeb glykoproteini a esterovych vazeb
fosfoproteinti. Spolu s treoninem se uplatiuje pii regulaci aktivity enzymt fizenych
prosttednictvim fosforylace-defosforylace. Serin je také substrat pro syntézu fosfolipidi
a cysteinu. Serin je zdroj jednoduchych jednouhlikovych zbytkd, proto je nezbytnou
soucasti zivnych médii pro bunétné kultury (zde se stava serin podminecné esencialni
aminokyselinou, protoze buiikky bez jeho pfitomnost nejsou schopny proliferace.
(Holecek M., 2006)
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Nedavno bylo prokazano, ze serin ma také specifickou funkci v metabolizmu nervové

tkang (Holedek M., 2006)

2.6.11 Lyzin (Lys, K)

Lyzin, nebo také diaminokapronova kyselina, je esencialni aminokyselinou s
bazickym charakterem. Jeho zakladni vlastnosti jsou zapsany v tabulce 2 a na obr. 22 je

zakreslena jeho struktura.

Obr.22: Struktura lyzinu (Pubchem)

Lyzin ziskdva t€lo z potravy nebo St€penim vlastnich bilkovin. Pfitomnost dvou
aminoskupin a elektrického naboje umoziuje velké mnozstvi interakci, predev§im s
peptidy a proteiny a vzniku silnych kovalentnich vazeb v elastinu a kolagenu. Na ¢ -
aminoskupinu lyzinovych zbytkli se vaze ubiqutin. Lyzin je nezbytny pro syntézu
karnitinu, jeho nevratnou dekarboxylaci vznikd biogenni amin kadaverin (Hole¢ek M.,

2006).
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2.6.13 Prolin (Pro, P)

Prolin je neesencidlni glukoplastickou aminokyselinou s nepolarnim
charakterem. V tabulce 2 jsou uvedeny zakladni charakteristiky této latky a na obr. 23.

je zachycena struktura této aminokyseliny.

Obr. 23: Struktura prolinu (Pubchem)

Prolin se uplatiiuje zejména pii hydrofobnich interakcich bilkovin. Vysoké koncentrace
prolinu se nachdzi v kolagenu (okolo 13 %) spole¢né s hydroxyprolinem (okolo 9 %). Je
tedy velmi dulezity pro spravnou funkci kloubl a Slach, taktéz pomaha udrzovat a
posilovat srdecni svalstvo. UdrZzuje také rovnovdhu imunitniho systému (Holecek M,
2006 a Drugbank).

2.6.14 Arginin (Arg, R)

Arginin je aminokyselina, kterd je soucasti ornitinového cyklu a je taktéz
soucasti proteini. Molekula argininu obsahuje 4 atomy dusiku (struktura argininu
obr.24), coz jej predurCuje za jeho vyznamny zdroj v organismu a je prekurzorem pro

syntézu oxidu dusnatého, ornitinu, urey, polyamind, prolinu, kreatinu, agmatinu a
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kyseliny glutamové (Holecek M., 2006). Zdrojem argininu jsou bilkoviny a syntéza z

citrulinu v ledvinach.

Obr.24: Struktura argininu (Pubchem)

Kromé syntézy vyse uvedenych latek ma arginin celou fadu dalSich vyznamnych
regulacnich funkci. Pusobi jako allostericky aktivator N-acetylglutamatsyntazy,
stimuluje sekreci rdstového hormonu, prolaktinu, luteinizacniho hormonu a inzulinu

(Holegek M., 2006).

Pridatna 1éCba argininem ma pifiznivy vliv na proteinovou bilanci, reparaci
poskozené tkan€ a imunitni systém. Pro tyto své vlastnosti je arginin soucasti

potravinovych dopliikti pro sportovce a aktivné zijici lidi (Drugbank).

Arginin je povazovan za esencialni aminokyselinu pfi spermatogenezi, v obdobi

fetalniho vyvoje a u novorozenct (Hole¢ek M., 2006).

2.6.15 Plazmatické koncentrace aminokyselin

Plazmatickd koncentrace aminokyselin se obvykle stanovuje na la¢no, po

deproteinaci krevni plazmy ziskané centrifugaci krve z Zily. Tyto aminogramy jsou
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vyznamné ovlivnény metabolizmem kosterniho svalstva a mohou se vyrazné lisit od
aminogrami ziskanych analyzou smiSené zilni krve, respektive krve arteridlni.
Nesporn¢ aminogramy ziskané analyzou arterialni krve vypovidaji daleko piesnéji o
zménach metabolismu aminokyselin v organismu nez vzorky ziskané z krve perifernich
zil. Na plazmatickou koncentraci aminokyselin ma nejvétsi vliv vyziva, ale také i vék a

pohlavi.

Presnost stanoveni aminokyselin zavisi na mnoha faktorech a mezi jednotlivymi
laboratofemi dosud pietrvavaji vyrazné rozdily v hodnotach povazovanych za normu.
Vyrazny vliv na aminogram ma napiiklad zptsob odbéru a pfipravy vzorku a jeho

skladovani pied dalsi analyzou (Holecek M., 2006).

Pti¢inou rozdilnych vysledki ziskanych za pouziti odliSnych analytickych
metod je okolnost, Ze stanoveni velkého po¢tu aminokyselin, mezi kterymi je Casto
velky rozdil v koncentraci, je obtizné zabezpecit u kazdé aminokyseliny linearni vztah

mezi jeji koncentraci a méfenym signalem (Holecek M.,2006).

Do této doby nejvice pouzivané analytické postupy jsou iontovd vymeéna na
katexu s post-kolonovou derivatizaci s ninhidrinem a HPLC s piedkolonovou
derivatizaci s o-ftaldialdehydem (OPA). Nov¢jsim, ale malo rozsifenym derivatizacnim
¢inidlem pro fluorimetrickou detekci je 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcimidyl

karbamat (Hole¢ek M., 2006).

Koncentrace aminokyselin v krevni plazmé (tabulka 3) je vyslednici rozdilu
mezi jejich vstupem do krevniho fecisté a jejich utilizaci ve tkanich. Za fyziologickych
podminek se jen malé €ast ztraci v nezménéné formeé moci, potem a stolici. Aminogram
poskytuje tedy jen omezenou informaci o metabolizmu proteini a aminokyselin u

daného jedince a nemtize vysvétlit pticinu mozné nerovnovahy (Holeéek M., 2006).
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Tabulka 3: Plazmatické koncentrace aminokyselin stanovené na lacno u zdravych

Jjedincii obou pohlavi (28-45 let) odlisnymi metodami - hodnoty jsou uvedeny v umol/I,
prumeér = SD (Holecek. 2006)

Aminokyselina | Ninhydrin OPA Poznamka

Esencialni (n=44) (n=44)
Fenylalanin 55+7 61 +8
Histidin 92+13 82+ 11
Izoleucin 71+ 14 82+16
Leucin 135+24 142 +£23
Lyzin 171 +26 180 +27
Metionin 27+7 28+ 5
Treonin 137 £33 137+ 24
Tryptofan 55+10 57T+7 90 % ve vazb¢ na proteiny
Valin 251 +56 285+ 48
Semiesencialni
Arginin 79 + 24 81+ 15 I pfi opakované venepunkci*
Citrulin 31£7 367
Glutamin 576 + 74 570 + 69 | béhem skladovani vzorku
Ornitin 72+ 19 73 +15
Taurin 50+11 46+ 8 | pti opakované venepunkci*
Tyrozin 63+19 67+11
Neesencidlni
Alanin 399+ 71 379+ 75 1pfi kontaminaci potem
Asparagin 58+ 14 54+8 |béhem skladovani vzorku
Hydroxyprolin - - Nereaguje s OPA
Kyselina asparagova 5+3 5+£3 1béhem skladovani vzorku
Glycin 202 + 48 196 + 42 1 pii kontaminaci potem
Kyselina glutamova 36 £12 52+18 I pfi opakované venepunkei *

Tbehem skladovani vzorku

Prolin

Nereaguje s OPA
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Serin 99 + 20 104 £ 16 1pfi kontaminaci potem

I- methylhistidin 8+9 64

3- metylhistidin 7+5 10+5

* Pravdépodobnou pricinou poklesu taurinu, glutamdtu a argininu pri opakované

vénepunkci je uvolnéni argindzy pri homeostdzi.
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Cil prace
- zpracovat problematiku o Na*/K*- ATPase

- zjistit, které aminokyseliny maji vliv na nervovou soustavu

- stanovit aktivitu Na'/K*- ATPasy po reakci s aminokyselinou nebo jejim metabolitem

ovliviiujici nervovou soustavu

- urcit, které aminokyseliny maji vliv na aktivitu enzymu na zakladé namétenych dat a

porovnat vysledky s literaturou
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Experimentalni ¢ast

4 Material a metody

4.1 Prehled pouzitého materialu

ATP - Sigma Aldrich

ouabain- Fluka

kyselina askorbova- Sigma Aldrich

citrat vizmutity - Sigma Aldrich

SDS- Sigma Aldrich

molybdenan amonny - Sigma ALdrich
chlorid draselny (KCI) - Fluka

chlorid sodny (NaCl) - Sigma Aldrich
citrat sodny- Sigma Aldrich

chlorid hotec¢naty (MgCly) - Sigma Aldrich
kyselina chlorovodikova (HCI)- Sigma Aldrich
Imidazol - Carl Roth GmBH

Dopamin- Sigma Aldrich

Serotonin- Sigma Aldrich

Tryptamin - Sigma Aldrich

Fenylalanin- Carl Roth GmBH

Histidin - Sigma Aldrich
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kyselina aspartatova- Fluka
methionin- Fluka

Serin- Carl Roth GmBH
Threonin - Carl Roth GmBH
Arginin - Carl Roth GmBH
Tryptofan- Fluka

Cystein- Fluka

Prolin- Sigma Aldrich

Tyrozin- Carl Roth GmBH
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4.2 l1zolace Na'/K" ATPasy

K nasim experimentiim byla pouzita NKA, kterd byla vyizolovéana z Cerstvych
veptovych ledvin. Pfi izolaci jen nutné pracovat s materidlem pii nizké teploté, a to v

rozmezi 0 - 4 °C.

V prvnim dni izolace je provedena preparace diené ledvin. Nejprve byly ledviny
nakrajeny na platky a nasledné z nich byla pomoci chirurgickych klesticek
vypreparovana dreni jedna se o hnédorGzovou tkan). Tato vypreparovana tkan byla
umisténa do ISE (imidazol, sachardsa a EDTA) pufru. Kousicky vypreparované tkané

byly ponechany pies noc pii 4 °C.

Dalsi den byla tkan zhomogenizovana a nasledné stocena na centrifuze. Nejprve
byla centrifuga nastavena na 3700 x g, 20 minut a 5 °C. Supernatant byl odstranén a
pelet rozsuspendovan v ISE pufru. Tato smés byla centrifugovéana pii 7400 x g a 5 °C
po dobu 20 minut. Supernatant byl slit a po té byl stocen pfi nastaveni centrifugy 38000
x @, teplota 5 °C a doba centrifugace byla 40 minut. Pelet byl rozsuspendovan ve 150
ml ISE pufru a homogenizovan. Po homogenizaci bylo ptidano 50 ml ISE pufru.
Nasledn& byla smés rozdélena po 1 ml do eppendorfek. Cast vzorki bude pouzita na
titraci s SDS, zbytek se uchovava pii -20°C. Jednd se o vyizolované mikrosomy, ve
kterych je obsazena NKA. Zde je ve smési pfitomna Na'/K* ATPasa, jeji aktivitu
stanovime z méfeni mnozstvi vyprodukovaného fosfatu a porovname ho s mnoZstvim
fosfatu vyprodukovaného po pfidani ouabainu k mikrosomim. Pokud je aktivita

enzymu po ptidani ouabainu nizs$i, tak je v mikrosomech ptitomna NKA.

Titrace SDS se provadi proto, Ze pomoci SDS jsou zdenaturovany i ostatni proteiny
pfitomny ve vyizolované smési. Titraci provadime tak, ze do smési piidavame postupné
zvySujici se mnozstvi SDS a méfime po piidani aktivitu enzymu. Posledni nejvyssi
mnozstvi SDS pfi posledni naméfené nejvyssi aktivité, je mnozstvi, které piidame do

ostatnich eppendorfek pro ziskani NKA (Klodos I. et al., 2002).

Po provedeni titrace pomoci SDS ziskdme smés proteinli obsahujici NKA.
Koncentrace smési proteint byla zjiSténa pomoci metody stanoveni koncentrace podle

Bradfordové.
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4.3. Metoda stanoveni Kkoncentrace proteini - Metoda

Bradfordové

Metoda stanoveni koncentrace neznamého proteinu podle Bradfordové je
zalozena na srovnavani absorpce navazaného barviva na protein o znamé koncentraci
(standardu) s absorpci navazaného barviva na protein o neznamé koncentraci. Tuto
metodu poprvé pouzila v roce 1975 Marion M. Bradfordova, kdy pro uréeni
koncentrace neznamého proteinu vyuzila specifickych spektralnich vlastnosti barviva
Coomasie-Brilliant-Blue G-250. Toto barvivo ma tu vlastnost, Ze po navazani na protein
dojde k posunu jeho absorp¢niho maxima z ptivodnich 465 nm na 595 nm. Tento jev je

doprovézen i zménou barvy z hnédé na modrou. (Bradford M.M., 1975).

4.4 Metody pro stanoveni aktivity enzymu

Aktivita enzymu miiZze byt stanovena jinymi metodami, které jsou zalozeny na
detekovani uvolnéného fosfatu. Sledovani mnoZstvi uvolnéného fosfatu je mozné
nekolika zplsoby napt. v metod¢ publikované Banikem a Royem (1990) byl fosfat

detekovan fluorescen¢né.

ATPasa
ATP » ADP + P;

»

Dalsi variantou pro stanoveni mnozstvi vyprodukovaného fosfatu je vyuzit
kolorometrickych vlastnosti aktivovaného komplexu vyprodukovaného fosfatu a
molybdenanu amonného. Reakci vyprodukovaného fosfatu s pfidanym molybdenanem
amonnym vznikd modry komplex. Zméfenim absorbance na pfislusné vinové délce
zjistime aktivitu enzymu. Pfikladem téchto metod je metoda pro stanoveni aktivity

enzymu tzv. Baginského test (Sarkar P.K., 2002).
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4.4. 1 Baginského test

Baginského test je metoda umoznujici rychlé, opakovatelné a citlivé stanoveni
anorganického fosfatu P; i v pfitomnosti labilnich fosfatli jako je napi. ATP nebo
kreatin-fosfat. Tato metoda miZe byt pouzita pro analyzu biologickych materialt
obsahujicich fosfat, lipidi nebo miize byt pfizplisobena pro studium fosfore¢nani

Stépicich enzymy (Cariani L. et al., 2004).

Pti méfeni aktivity proteinu mtize dojit k tvorbé chyb v podobé zvySené¢ miry
koncentrace anorganického fosfatu, coz je zplsobeno neenzymatickou hydrolyzou
substratu (Baginsky et al., 1966). Baginského test tyto chyby eliminuje a jeho dalsi
vyhodou je, ze po vytvofeni barevného komplexu cinidla a uvolnéného fosfatu se

jakykoli dalsi vznikly fosfat neprojevuje v méfeni.

Principem reakce vzniku modrého produktu reakce je okamzita syntéza
anorganického fosfatu s molybdatem, ¢imz vznikd aktivovany komplex. Takto
vytvoteny aktivovany komplex je redukovan kyselinou askorbovou, coz je ptic¢inou
vzniku modrého zabarveni roztoku. Reakci zastavime pfidanim roztoku obsahujicim
stabilizani cCinidlo pro aktivovany komplex, které taktéZz vysrazi prebyteny
molybdenan amonny, aby nedochazelo k tvorbé dalSich aktivovanych komplexii po
uplynuti doby vyvijeni modrého zabarveni roztoku (v naSem ptipadé byla doba vyvijeni
modrého zbarveni roztoku osm minut). Jako stabilizacni ¢inidlo pro aktivovany
komplex se difive pouZzival citrat arsenity. Z diivodu vysoké toxicity arsenu a s tim
spojené problematické likvidace odpadu, byla plvodni metoda Baginského testu
upravovana Ottolenghim, Brotherusem a kol. a Forbushem, ale jejich navrhy na
eliminaci citratu arsenitého snizovaly citlivost metody. Cariani et al (2004) nahradili
citrat arsenity citratem vizmutitym, ¢imz zajistili bezpecnost a zvysili citlivost stanoveni

anorganického fosfatu.

224

také patii také arsen. Vizmut vytvari nerozpustné slouc¢eniny s molybdenanem, které
mohou byt rozpustné pouze pii nizké hodnoté pH. Pravé pro tyto vlastnosti byl zvolen
misto citratu arsenitého jako chelata¢ni Ccinidlo citrdt vizmutity pro vysrazeni

pfebytecného molybdenanu a tim i stabilizaci aktivovaného komplexu.
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Detekce fosfatu v této praci bude provedena touto upravenou verzi Baginského

testu.

4.5. Méreni aktivity enzymu - Baginského test

4.5.1 Piiprava zasobnich roztokii a vzorku

a) Zasobni roztoky pro stanoveni kalibrace:

10 % molybdenan amonny (1 g molybdenan amonny a 10 ml H,0), 35 % HCI, 20 %
SDS (ptiprava: rozpusténi 10 g SDS v 50 ml H,0), 1 mM KH,PO, (vodny)

b) Zasobni roztoky pro viastni méreni aktivity proteinu.:

1 M NacCl (objem 50 ml, vodny), 1 M KCI (objem 50 ml, vodny), 1 M MgCl, (objem10
ml, vodny), 1 M imidazol(objem 50 ml, vodny)

¢) Priprava vzorku

Smichame v poméru 1:1 (v/v) izolovany protein o koncentraci 1 mg/ml s roztokem
aminokyseliny o urcité koncentraci. Vzorek byl poté inkubovan 2 h pii 4 °C. Po

uplynuti inkubace byla u takto pfipraveného vzorku stanovena hodnota aktivity NKA.

47



4.5.2 Kalibracni kiivka

1. Pro stanoveni kalibrace nejprve pfipravime ze zasobnich roztokl nésledujici

tf1 roztoky:

2. Roztok 1 je 10 % molybdenan amonny.

3. Druhy roztok (Roztok 2) pfipravime nasledovné:

a.

Nejprve navazime 0,43 g kyseliny askorbové a rozpustime v 10 ml
deionizované vody.

K rozpusténé kyselin€ pfidame 1,48 ml 35 % HCl a 2,145 ml 20 % SDS.
K takto pfipravenému roztoku piiddme tésné ptred jeho pouzitim 715 pl
Roztoku 1 a zchladime na ledu. Po pfidani Roztoku 1 dojde ke zméné
barvy Roztoku 2 z ¢iré na zlutou. Pti ptidavani Roztoku 1 postupujeme
velmi opatrné, protoze pii neopatrné manipulaci dochazi k znehodnoceni
celého roztoku - zmodrani roztoku nebo vytvofeni modré srazeniny.

Roztok 2 ptipravujeme pied kazdym méfenim Cestvy.

4, Trieti roztok (Roztok 3) pfipravime nasledovne:

a.
b.
C.

Nejprve navazime 1,75 g citrat vizmutity a 1,75 g citratu sodného.

1,75 g citratu vizmutitého rozpustime v max. 25 ml deionizované vody.
K rozpusténému citratu vizmutitého ptidame 4,93 ml 35 % HCl a 1,75 g
citratu sodného.

Po uplném rozpusténi citratu sodného vznikly roztok doplnime do
celkového objemu 50 ml. Roztok skladujeme ve tmé a chladu. Jeho

expirace je asi 1 mésic.

5. Dale si ze zasobniho roztoku KH,PO, pfipravime roztoky o objemu 1 ml do

ependorfek o vzrustajici koncentraci KH,PO, (standardy) dle tabulky 4.
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Tabulka 4: Priprava riznych koncentraci fosfatu

Finalni Finalni V V (H20)
molarni koncentrace (KH2PO4 [ul]
mnozstvi fosfatu (AmM)) [ul]

fosfatu [mM]

[nmol]

0 0 0 1000
2,5 0,05 50 950

5 0,1 100 900

10 0,2 200 800
17,5 0,35 350 650

25 0,5 500 500

6. Do titracni desticky napipetujeme 50 pl fosfaitu s vodou od nulové

koncentrace po koncentraci 0,5 mM fosfatu.

7. Reakce zacne probihat po ptidani 75 pl Roztoku 2. Ponechame reakci vyvijet

8 minut. (Zvolili jsme 30 s rozdil mezi jednotlivymi jamkami)

8. K ukonceni reakce dojde ptidanim 125 pl Roztoku 3. (Dodrzujeme 30 s

rozdil mezi jamkami). Odstranime bublinky vzniklé pipetovanim jehlou a

zmétime absorbanci pfi vlnové délce 710 nm na spektrofotometru Synergy

Mx (Biotek, USA).

4.5.3 Méieni aktivity enzymu

1.

2.

Ptipravime 2x ATPasovy aktivity pufr ze zasobnich roztok:
a. Smichame 13 ml 1M NaCl, 2 ml 1 M KCI, 0,4 ml 1 M MgCl,, a
3 ml 1 M imidazolu.
b. U vzniklého roztoku upravime pH na hodnotu 7,2 a doplnime do
celkového objemu 50 ml. Skladujeme v chladu.
Ptipravime zasobni roztok 10 mM ATP. Navazime si potfebné mnoZstvi

ATP a rozpustime ve vodé. Nasledné ptipraveny roztok rozpipetujeme
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po 300 ul do ependorfek. Uchovavame pti -20° C. Zéasobni roztok 5 mM
ouabainu piipravime stejné, ale uchovavame pii pokojové teploté a
zachazime s nim velice opatrné, jelikoz se jedna o jed.

3. Dale si piipravime 1x ATPasovy aktivity pufr a ouabain puft:

a. 1x ATPasovy aktivity pufr: 300 ul 10 mM ATP smichame s 511
ul 2x ATPasovy pufr a 189 pl deionizované vody.

b. Ouabain pufr: 300 ul 10 mM ATP smichame s 511 ul 2x
ATPasovy, pufrem, 89 ul deionizované vody a 100 pul 5 mM
ouabainu.

4. Roztoky 2 a 3 jsou stejné jako pii stanoveni kalibrace.

5. Do 5 jamek titra¢ni desticky napipetujeme 48 pl 1x ATPase nebo oubain
pufru.

6. Do kazdé jamky pridame 2 ul vzorku (NKA nebo NKA s endogenni
latkou) a nechdme inkubovat 6 minut. Reakce zac¢ne ptidanim 75 pl
Roztoku 2. Zbarveni nechame vyvijet 8 minut.

7. Reakci zastavime pfidanim 125 pl roztoku 3. Odstranime bublinky
vzniklé pipetovanim jehlou a zmétime absorbanci pii vinové délce 710

nm na spektrofotometru Synergy Mx (Biotek, USA).

Pied kazdym meétenim vzorkl je nutné provézt kalibracni méfeni. Méfime vzdy
5 jamek s 1x ATPasovym aktivty pufrem spolu se vzorkem a 5 jamek s Ouabain pufrem
spolu se vzorkem. Méfeni s ouabainem se provadi proto, Ze v izolovanych mikrosomech
a smési proteinli z nich se mohou nachéazet i jiné ATPasy, které mohou ovlivnit
vysledky naSeho méteni. Odectenim hodnoty aktivity vzorku s ouabainem od aktivity

vzorku bez n¢j, ziskdme piimo hodnotu aktivity NKA.
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4.6 Vyhodnoceni hodnot ziskanych Baginského testem

Nejprve byla zméiena kalibra¢ni kiivka. Hodnoty absorbance fosfatovych
standardi byly vyneseny do grafu jako zévislost absorbance na koncentraci fosfatu.
Takto ziskana zavislost byla prolozena pfimkou, z niz jsme ziskali rovnici linedrni
regrese. Graf 1 uvadi piiklad kalibracniho stanoveni mnozstvi fosfatu. Obecny tvar

rovnice linearni regrese je

y=kx+q (D)

0,7

y =0,0235x + 0,0344

Absorbance

o+ttt
0 5 10 15 20 25 30

mnozstvi fosfatu [nmol]

Obr.25: Priklad kalibracni zavislosti absorbance na mnozstvi uvolnéného fosfatu.

Z rovnice linearni regrese (1) byla vyjaddfena proménna x. Do takto upravené
rovnice byly dosazovany za hodnotu y naméfené hodnoty absorbance jednotlivych

vzorku.

Nasledné vypoctenou hodnotu x z linearni regrese dosadime do vzorce (2)

AKA/O = = (2)

CptrVy
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kde Ak 410 je aktivita proteinu s ATP/Oubainem v uM - mg,,,. - h™*, ¢, je koncentrace

proteinu v mg/ml, t; je doba vyvijeni fosfatu v h (tedy 0,1 h) a V; je objem vzorku v ml
(tedy 0,002 ml).

Vyslednou aktivitu Ak ziskam ze vzorce (3)
AK = AKA - AKO (3)

Ag Je aktivita enzymu jen s ATP a Ak, je aktivita enzymu v pfitomnosti oubainu.
Meéfieni aktivity s oubainem u kazdého vzorku se provadi jako kontrola, abychom
zjistili, zda vzorek obsahuje 1 dalsi proteiny s ATPasovou aktivitou. Po odecteni

hodnoty aktivity s oubainem ziskame aktivitu samotné NKA.

Me¢fteni aktivity u kazdého vzorku bylo zopakovéano 5 krat. Hodnoty byly poté
zprumérovany a byla stanovena smérodatnd odchylka, ktera je v grafu zanesena
chybovymi tseCkami. Nakonec byl proveden také tzv. t-test, jehoz hladiny vyznamnosti
jsou v grafu oznaceny * (p < 0,05) popt. ** (p <0,001).

4.7. Urceni hodnoty IC50

IC50 (EC50) je hodnota koncentrace, kdy dochdzi k polovi¢ni inhibici

zkoumané latky (napft. proteinu).

U naméfenych hodnot aktivity proteinu v zavislosti na zvySujici se koncentraci
aminokyseliny nebo metabolitu, byl v programu Origin proveden fit. Zavislosti byly
fitovany podle logistické funkce (4)

A1—Az

= % yn
1+(IC50)

+ A, 4)

kde A; maximalni hodnota aktivity, A, minimalni hodnota aktivity, ¢ je koncentrace
dané aminokyseliny a parametr n je tzv. Hillav koeficient. Hillav koeficient
charakterizuje kooperativitu vazebnych mist aminokyseliny nebo metabolitu. Pokud je

n > 1 jedna se o pozitivni kooperativitu, je-li n < 1 jedna se o negativni kooperativitu.
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5. Vysledky
5.1 Izolace Na'/K™- ATPasy

Cistota proteinu byla ovéfena pomoci SDS-PAGE - elektroforéza v
polyakrylamidovém gelu s pfimési SDS (obr. 26).

180 kDa
130 kDa

100 kDa a
70 kDa

55 kDa
40 kDa

35 kDa
25 kDa

15 kDa

10 kDa

Obr. 26: Gel z elektroforézy v polyakrylamidovém gelu s primési SDS. Vlevo je marker

s jednotlivymi molekulovymi hmotnostmi, vpravo je Ccisty vyizolovany protein o
koncentraci 2 mg/ml
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5.2 Vliv aminokyselin na aktivitu Na'/K"- ATPasy

Nejprve jsme provedli test aminokyselin pfi vysoké koncentraci 15 mM.
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Obr.27: Vliv aminokyselin na aktivitu Na*/K*- ATPasy. * (hodnota p < 0,05) popi.**

(p < 0,001) je oznacuje hladinu statistické vyznamnosti.

V tabulce 4 jsou uvedeny primémé hodnoty aktivity proteinu pii interakci s
testovanymi aminokyselinami, vcetné¢ smérodatné odchylky. Hodnoty aktivit jsou

porovnavany s hodnotou aktivity ¢istého proteinu, ktera je rovna (100 £2) %.
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Tabulka 4: Aktivita proteinu pri interakci s vybranou aminokyselinou. Hodnoty jsou

uvedeny v %, primer = SD.

Testovana Aktivita [%0]
aminokyselina

Histidin 72+ 4
Tryptofan 23+3
Fenylalanin 94+ 4
Kys. asparagova 90+4
Methionin 71+4
Serin 102 + 14
Treonin 105+15
Lyzin 103 £16
Arginin 84+ 16
Prolin 105+ 14
Cystein 131 £12
Tyrozin 132+ 14
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5.3 Koncentraéni zavislost aktivity Na'/K'- ATPasy pri
interakci s vybranou aminokyselinou

Na zakladé¢ méteni, kdy byl proveden test vlivu na aminokyselin na aktivitu

proteinu, byly vybrany ty aminokyseliny, které ovliviiovaly aktivitu Na'/K*- ATPasy.

5.3.1 Koncentracni zavislost Na'|lK'- ATPasy pii interakci s
fenylalaninem

Jako prvni byla ovéiena koncentracni zavislost aminokyseliny fenylalaninu.

Aktivita [%]

LI ) II L) L} T T LI}
0,1 1 10
koncentrace fenylalaninu [mM]

Obr.28: Koncentracni zavislost aktivity Na'IK*- ATPasy s aminokyselinou

fenylalaninem.

Tato aminokyselina méa pfi méfeni koncentrani zavislosti specificky pribéh. Bylo
zjisténo, ze v rozmezi koncentraci fenylalaninu 0,11-0,9 mM zvySuje aktivitu proteinu.
Maximalni hodnota aktivity proteinu je pfi koncentraci aminokyseliny 0,48 mM je

(213 £ 3) % aktivity ¢istého proteinu.
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5.3. 2 Koncentracni zavislost Na'|K*- ATPasy p¥i interakci s tryptofanem
U aminokyseliny tryptofan byla pii vysoké koncentraci (obr. 27) naméfena

nejnizsi hodnota aktivity. Proto byla u této aminokyseliny proméfena koncentracni

zavislost aktivity proteinu na zvysujici se koncentraci tryptofanu.
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koncetrace tryptofanu [mM]

Obr.29: Koncentracni zavislost aktivity Na* /K" - ATPasy s aminokyselinou tryptofanem.

U této aminokyseliny bylo prokézan vysledek shodny z testem vlivu aminokyselin na
aktivitu Na'/K*- ATPasy. Hodnota IC 50 je (0,8 + 0,4) mM a hodnota Hillova
koeficientu je (1,3 £ 0,8).
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5.3.3 Koncentracni zavislost Na'|K*- ATPasy pii interakci s histidinem

U této aminokyseliny také doslo k poklesu aktivity, i kdyZ ne tak vyraznému

jako u tryptofanu.

120 -
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Obr.30: Koncentracni zavislost aktivity Na*[K*- ATPasy s aminokyselinou histidinem.

Tato aminokyselina méla podle testu vlivu na aktivitu Na'/K*- ATPasy &asteény vliv.
Pii méfeni koncentra¢ni zavislosti, ale nebyl prokazan vyrazny vliv na aktivitu Na*/K*-
ATPasy, minimalni hodnota aktivity byla (87,0 = 0,4) % aktivity Cistého proteinu.
Hodnota IC50 je (0,06 + 0,02) mM, hodnota Hillova koeficientu je (4 + 4).
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5.4. Vliv metaboliti vybranych aminokyselin na aktivitu
Na'/K*- ATPasy

Metabolity aminokyselin, byly vybrany na zaklad¢ vlivu na nervovou soustavu.

Byly vybrany tyto metabolity - dopamin, tryptamin, serotonin a histamin. Jejich

koncentrace byla 15 mM.
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obr. 31: Vliv metabolitii na aktivitu Na*/K*- ATPasy. * (p < 0,05) popr.**( p > 0,001)

je oznacuje hladinu statistické vyznamnosti.

Hodnota aktivity Na*/K*- ATPasy pii interakci s tryptaminem je (0,7 + 0,9) %, pfi
interakci s histaminem je (88 + 2) %, pii interakci s dopaminem je (18 = 1) % pfi

interakci se serotoninem (46 + 2) %.

Podle testu vlivu na aktivitu Na'/K*- ATPasy byly pro méfeni koncentraéni

zavislosti vybrany -serotonin, tryptamin a dopamin.

59



5.4.1 Koncentracni zavislost Na'/K*- ATPasy p¥i interakci se serotoninem

U serotoninu byl pfi koncentraci 15 mM prokazan vliv na aktivitu NKA, proto
byla proméfena koncentracni zéavislost aktivity proteinu na zvySujici se koncentraci

serotoninu.
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Obr.32: Koncentracni zavislost aktivity Na*/K*- ATPasy se serotoninem.

Nejniz$i hodnota aktivity Na'/K*- ATPasy je pii koncentraci serotoninu 20 mM je (40
+ 6) % aktivity ¢istého proteinu, hodnota IC50 (3 + 1) mM a hodnota Hillova
koeficientu je (2 + 1).
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5.4.2 Koncentracni zavislost Na'IK*- ATPasy p¥i interakci s tryptaminem

U tryptaminu byla pii koncetraci 15 mM nameéfena nejniz$si hodnota aktivity,
proto byla proméfena koncentraéni zavislost aktivity proteinu na zvySujici se

koncentraci tryptaminu.
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Obr.33: Koncentracni zavislost aktivity Na*/K*- ATPasy s tryptaminem.

Hodnota IC50 je (1,2 = 0,2) mM, minimalni hodnota aktivity je (11 + 5) a hodnota
Hillova koeficientu je (1,3 =0,2).
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5.4.3 Koncentracni zavislost Na'IK*- ATPasy p¥i interakci s dopaminem

U dopaminu o koncetraci 15 mM byl prokauan vliv na aktivitu NKA, proto byla

proméiena koncentracni zavislost aktivity proteinu na zvySujici se koncentraci

dopaminu.
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Obr.34: Koncentracni zavislost aktivity Na*IK*- ATPasy s dopaminem.

Hodnota IC50 je (14 + 1) mM a hodnota Hillova koeficientu je (4 £ 1).
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6 Diskuze

Obr. 27 a tabulka 4 ukazuje vliv testovanych aminokyselin na aktivitu Na'/K'-
ATPasy. Hodnoty aktivity jsou zaznamenany v tabulce 4. Zjistili jsme, ze na aktivitu
Na'/K'- ATPasy nemaji vliv aminokyseliny - arginin, serin, treonin, kyselina
asparagova, lyzin, prolin, tyrozin. Aminokyseliny cystein a tyrozin zvySuji aktivitu
kol. (2003), kdy inkubace NKA z cysteinem zvySovala aktivitu proteinu. Z nasich
meéfeni vyplynulo, Ze aktivitu NKA vyrazn€ ovliviiuje pouze aminokyselina tryptofan, v

mensi mife také histidin a methionin.

Aminokyselina fenylalanin byla testovdna dale na zdkladé¢ vyhledanych
informaci z méfeni provedenych diive jinou laboratofi. Jak je vidét z obr. 28 tak
aminokyselina fenylalanin v rozmezi koncentraci 0,11-0,9 mM zvysuje aktivitu Na*/K"-
ATPasy. Maximalni hodnoty aktivita proteinu dosahuje pfi koncentraci fenylalaninu
0,48 mM a jeji hodnota je (213 + 3) % . Nase méfeni potvrdilo vysledky Tsakiris a kol.
(1997), kdy aktivita Na'/K*- ATPasy rostla v rozmezi koncentraci fenylalaninu 0,3-1,8
mM. Tento interval se kryje s intervalem, ktery 1 naSe méfeni vymezilo. Rozmezi
koncentraci fenylalaninu (0,3-1,8 mM) je v lidském organismu povazovano za vysoké

a je v prvnich letech Zivota nebezpecné.

Obr. 29 ukazuje zavislost hodnoty aktivity Na'/K'- ATPasy na koncentraci
tryptofanu. Jak je vidét z grafu, dochazi k poklesu aktivity proteinu piiblizné na 20 %
aktivity cistého proteinu. Podle Steppa a Novakoské (1997) nema aminokyselina
tryptofan vliv na aktivitu NKA. Z naseho méfeni, ale vyplyva, ze dochazi k ¢asteéné
inhibici. Moznou pfi¢inou rozdilu je, Ze pii naSem méfeni byla pouzita NKA
vyizolovana z vepiovych ledvin, kdezto Stepp a Novakoska (1997) pouzili pii méfeni

NKA vyizolovanou z ledvin mor¢at.

Obr. 30 ukazuje zavislost hodnoty aktivity proteinu na koncentraci histidinu.
Hodnota aktivity u této aminokyseliny poklesla na hodnotu (87 = 0,5) % aktivity Cistého
proteinu. Podle Fodor a kol. vliv na aktivitu Na*/K*- ATPasy spolu s histidinem ma

teplota. Jejich méfeni se soustfedilo na termodynamické vlastnosti Na'/K*- ATPasy pfi
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interakci s histidinem. Na aktivitu proteinu ma vyznamny vliv teplota vyssi nez 40 °C a
doba inkubace pfi této teploté. Pti téchto podminkach dojde k poklesu aktivity proteinu
na 10 %. Pfi nizkych teplotach ale nepozorujeme zménu aktivity proteinu. NaSe méteni
tedy potvrdilo, ze pii nizkych teplotach dochdzi k nevyraznému poklesu aktivity
Na'/K*- ATPasy.

Déale jsme se zabyvali vlivem metabolitd aminokyselin na aktivitu Na'/K"-
ATPasy. Konkrétné nas zajimaly metabolity, které se podileji na nervové cCinnosti
organismu. Na obr. 31 je ukazana aktivita Na'/K*- ATPasy pii interakci s tryptaminem,

histaminem, serotoninem a dopaminem. (obr.32-34)

Jak je vidét z obr. 31 tak histamin, coz je metabolit aminokyseliny histidinu, ma
na aktivitu NKA jen velmi maly vliv. Naopak zbyvajici metabolity maji vyrazny vliv na
aktivitu Na'/K*- ATPasy. Nejvice aktivitu Na'/K*- ATPasy inhibuje tryptamin, coz je
metabolit aminokyseliny tryptofanu. Mensi vliv na aktivitu Na'/K'- ATPasy maji

serotonin a dopamin.

Na obr. 32 je zachycena zavislost zvySujici se koncentrace serotoninu, coZ je
metabolit aminokyseliny tryptofanu, na aktivit¢ Na'/K*- ATPasy. Jak je vidét z obr. 32
dochazi k poklesu aktivity na 40 % aktivity cistého proteinu. Podle Steppa a
Novakovské (1997) dochazi k inhibici pfi koncentracich vyssich nez 10 mM. Podle
¢lanku dochazi k polovi¢ni inhibici (IC50) pfi koncentraci 0,98 mM. Nami zji$téna
hodnota IC50 je 2,67 mM. Rozdil muze zpusoben rozdilnou tkani pouzitou pro izolaci
proteinu. V naSem méteni jsme pouZili NKA vyizolovanou z vepfovych ledvin, kdezZto

v ¢lanku pouzili NKA z ledvin morcat.

Obr. 33 ukazuje zavislost aktivity Na'/K*- ATPasy na zvysujici se koncentraci
tryptaminu, coz je metabolit aminokyseliny tryptofanu. Jak vyplyva z obr. 31 tak
tryptamin p¥i koncentraci 30 mM prakticky inhibuje aktivitu Na'/K'- ATPasy. Pii
méfeni koncentraéni zavislosti dochdzi k ¢asteéné inhibici aktivity Na'/K*- ATPasy pfi
koncentraci 5 mM. Podle Steppa a Novakovské (1997) tryptamin, stejné jako serotonin,
inhibuje pfi koncentracich vysSich nez 10 mM. Hodnota IC 50 podle Steppa a
Novakovské (1997) je 2,7 mM. Nami zjisténa hodnota IC50 je (1,2 = 0,2) mM.
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Prométfenim koncentracnich zavislosti tryptaminu a serotoninu jsme potvrdili
zavéry Steppa a Novakovské (1997), Ze tryptamin a serotonin jsou inhibitory Na'/K*-
ATPasy.

Obr. 34 ukazuje zavislost aktivity Na'/K*- ATPasy na zvysujici se koncentraci
dopaminu. K ¢&aste¢né inhibici aktivity Na'/K'- ATPasy dochazi pii koncentraci
25 mM, kdy aktivita proteinu poklesne na hodnotu (5,7 = 0,9) % . Podle Bertorello a
kol. (1990) dopamin inhibuje Na*/K*- ATPasu pfi hodnot& 1 pM a hodnota IC50 je 107
M. Nase méfeni tyto hodnoty nepotvrdilo. Pfi naSem méfeni dochazelo k ¢astecné
inhibici pii koncentracich vysSSich nez 25 mM. Rozpor muize byt opét zplsoben
pouzitim Na'/K*- ATPasy izolované z riiznych Zivodichtl. V naem méfeni byla pouzita
Na'/K'- ATPasa vyizolované z vepiovych ledvin, kdezto v &lanku byla pouzita

Na'/K*- ATPasa vyizolovana z nervovych bunék morcat.
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[ Zavér

Hlavnim cilem prace, bylo zjistit, zda vybrané aminokyseliny a jejich metabolity

maji vliv na aktivitu Na*/K*- ATPasy.

Aminokyseliny jsou pro zivé organismy nepostradatelné. Jsou zakladnimi
strukturnimi jednotkami proteind, v organismu se aminokyseliny mohou vyskytovat i
volné. Aminokyseliny taktéz slouzi pro syntézu dalSich latek nejenom proteint.

Ptikladem takovychto latek mohou byt neuromediatory nebo rizné hormony.

Pomoci experimentii bylo zjiSténo, nékteré aminokyseliny maji vliv na aktivitu
Na'/K*- ATPasy. Aminokyselina fenylalanin v intervalu 0,11-0,9 mM zvysuje aktivitu
proteinu. Naopak aminokyselina tryptofan snizuje aktivitu proteinu. Aminokyselina
histidin ma na aktivitu proteinu vliv pfi nizkych teplotach jen maly vliv. Jeji vliv se

projevuje pii vyssich teplotach.

Z metaboliti aminokyselin ma na aktivitu proteinu vyrazny vliv tryptamin,

serotonin a dopamin. Tyto latky byly jiz diive popsany jako inhibitory Na*/K*- ATPasy.
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