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ZHRNUTIE

Ciel'om prace bola izolacia Na'/K*-ATPazy a optimalizacia merania kinetiky Na*/K"-
ATPazy metodou stopped-flow. Teoretickd Cast’ prace sa venuje membranovému transportu,
struktare a mechanizmu fungovania Na*/K*-ATPazy. Dalej su rozoberané jednotlivé metody,
ktoré sa vyuzivaju na sledovanie kinetiky ATPaz. V praktickej Casti je popisand izolacia
Na'/K*-ATPazy a meranie kinetiky Na'/K*-ATPazy. Pre meranie bolo pouZité fluorescenéné
farbivo RH421. Bola sledovand zmena intenzity fluorescencie po rychlom zmieSani dvoch
roztokov, kde jeden obsahoval farbivo inkubované s Na*/K*-ATPéazou a druhy len ATP. Pri
optimalizacii metédy sa vyskytol problém s réznym pociatkom spustenia reakcie, Co
predstavuje zmiesanie dvoch roztokov. Tento problém bol vyrieSeny pomocou programu
vytvoren¢ho v MatLabe Specidlne pre tuto pracu. Nasledne sa merala kinetika pri r6znych
podmienkach, jednalo sa o zmenu koncentracie RH421 a ATP. Pri merani s ro6znou
koncentraciou RH421 boli dosiahnuté porovnatelné vysledky s literatirou. AvSak meranie s
réznou koncentraciou ATP neposkytli vysledky odpovedajuce literatire a toto meranie bude

potrebovat’ d’alSie optimalizacie.



SUMMARY

The aim of this thesis was the isolation and optimization of kinetics measurements of
Na*/K*-ATPase by stopped-flow method under different conditions. The theoretical part of
the thesis is devoted to membrane transport, structure and mechanism of Na'/K*-ATPase.
Subsequently, we focused on kinetics methods used for monitoring of enzyme Kinetics. In the
practical part, we described isolation and measurement of kinetics of Na*/K*-ATPase. The
fluorescent dye RH421 was used for measurements. The change of fluorescence intensity was
monitored after fast mixing two solutions, when one contained Na*/K*-ATPase incubated
with the dye and the other only ATP solution. During the optimization of method few
problems have occurred with the different starting time of the reaction, such as mixing
solutions together. This problem was solved by program created in MatLab especially
composed for this work. Afterward, we measured the kinetics under different conditions that
means the alternation of concentration of RH421 and ATP. During the measurement with
different concentration of RH421, comparable results with literature were achieved. However,
measurement with different concentration of ATP failed to provide comparable results with

literature and this measurement will need further optimization.



ZOZNAM SKRATIEK

5-1AF - jodoacetamidfluorescein

32p; - radioaktivne znadeny anorganicky fosfat

ADP — adenozindifosfat

ATP — adenozintrifosfat

ATP4aza - adenozintrifosfatdza

BIPM - N-[p-benzimdazoyl]fenylmaleimid

EDTA — etyléndiamintetraoctova kyselina

FITC — fluorescein-5"-izotiokyanat

LDH — laktat dehydrogendza

NAD" - oxidovana forma nikotinadenindinukleotidfosfatu

NADH - nikotinadenindinukleotidfosfat

NADP* - oxidovana forma nikotinamidadenindinukleotidu

NADPH - nikotinamidadenindinukleotid

NBD - nucleotide-binding domain (nukleotidova-vazbova doména)
PEP — fosfoenolpyruvat

Pi- anorganicky fosfat

PK — pyruvat kindza

RH421 - N-(4-sulfobutyl)-4-(4-(p-dipentylaminofenyl)-butadienyl)-pyrimidiova vnttorna sol’
SDS - dodecylsulfat sodny

SDS PAGE - sodium polyacrylamide gel electrophoresis (elektroforéza v polyakrylamidovom
géle za pritomnosti dodecylsulfatu sodného)

TMD — transmembrane domain (hydrofobna transmembranova doména)
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Uvod

Sodno - draselnd pumpa (Na'/K*-ATP4za) je membranovy protein, ktory sa
nachadza vo vsSetkych zivo¢iSnych bunkach. Aktivhym transportom, za pomoci
hydrolyzy ATP, transportuje 3 Na* iény von z bunky a 2 K* iény do bunky. Cinnost
tejto pumpy je dolezita pre regulaciu vnutrobune¢ného pH, objemu vody, osmotického
tlaku, sekundarneho transportu a prenosu vzruchu v nervovych bunkach (MacKnight a
Leaf 1977; Thomas 1972). Sledovanim kinetiky enzymu je mozné stanovit’ rychlost
Ciastoénych reakcii reakéného cyklu enzymu. V pripade Na'/K*-ATPazy sa casto
sleduje takzvana rychla a pomala faza. U rychlej fazy sa sleduje fosforylacia enzymu a
jeho nasledna konformaénd zmena E1ATP(Na*)s — E2P(Na*)s + ADP s rychlostnou
konstantou v rozmedzi 180 - 200 s. Pomal4 fiza predstavuje konformacnii zmenu
E> — Eia az po tom nastava fosforylacia enzymu. Tento prechod je charakterizovany
rychlostnou konstantou v rozmedzi 8 - 30 s (Kane a kol. 1997; Liipfert a kol. 2001).
Na sledovanie kinetiky enzymu je mozné vyuzit' rézne metody. V tejto praci sa na
sledovanie kinetiky Na*/K*-ATPazy vyuziva metdda stopped-flow (metoda zastaveného
toku). Je to metoda, ktord zahfila rychle zmieSanie dvoch reakénych roztokov v
pozorovacej komore, ¢im sa spusta reakcia. Jednd sa o vhodni metodu pre sledovanie
priebehu rychlych reakcii. Cielom prace bola izolacia Na*/K*™-ATPazy a optimalizacia

meranie jej kinetiky metddou stopped-flow.



Teoria

1 Membranovy transport

Plazmatickd membrana obklopuje bunku, definuje jej hranice a udrzuje rozdiely
medzi cytozolom a extracelularnym prostredim. Lipidickd membrana slizi ako bariéra,
ktora reguluje prechod latok do bunky a von z bunky, a poskytuje zédkladnt Struktiru
biologickym membranam. Malé nepolarne molekuly ako kyslik alebo oxid uhlicity a
malé nenabité polarne molekuly ako voda alebo mocovina, cez fu prechadzaji
jednoduchou diftziou. Naopak pre vsetky iony a nabité molekuly, bez ohl'adu na ich
velkost’, je membrana takmer celkom nepriepustnd. Pre ich prenos cez membranu sa
vyuzivaju transmembranové proteiny, ktoré zabezpecujii vicSinu typickych tloh
membrany a poskytuju kazdej membrane charakteristické funkéné vyhody. Z hl'adiska
Struktiry a vizby s membranou su vel'mi variabilné. Membranové proteiny su amfifilné,
teda maji hydrofébnu a hydrofilna oblast. Sposoby ako sa méze membranovy protein

viazat’ na membranu s zndzornené na obrazku 1 (Alberts a kol. 2008, str. 629).
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Obrazok 1: Rozne sposoby asocidacie membrdanovych proteinov s lipidickou
dvojvrstvou. Vicsina membranovych proteinov prechdadza cez membranu ako jeden o-
hélix (1); viacnasobny a-hélix (2); p-skladany list (3). Niektoré membranové proteiny
su asociované len s jednou vrstvou lipidickej dvojvrstvy prostrednictvom a-hélixu (4);
kovalentnou vizbou (5); vizbou na fosfatidylinozitol z extracelularnej strany bunky (6).
Membranové proteiny su asociované nekovalentnou vizbou na iny protein vcleneny do

membrany (7, 8). Spracované podla: Alberts a kol. 2008, str. 630.
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1.1 Membranové proteiny

NajcastejsSie zastipenie maju integralne membranové proteiny (obrazok 1, priklad
1, 2, 3). Ich hydrofébna oblast’ prechadza cez membranu a interaguju s hydrofobnymi
koncami lipidickych molekul vo vnutri dvojvrstvy, ¢im st oddelené od vody. Ich
hydrofilné oblasti su vystavené vode na oboch strandch membrany. Tymto spdsobom
vytvaraju kontinudlnu proteinovu cestiCku cez membranu, ¢im moézu prechadzat
transportované latky bez priameho kontaktu s hydrofébnym vnitrom lipidickej
dvojvrstvy. Iné typy membranovych proteinov su umiestnené v cytozole a spojené su s
jednou vrstvou lipidickej dvojvrstvy pomocou amfifilného a-hélixu (obrazok 1, priklad
4) alebo sa viazu na jednu vrstvu lipidickej dvojvrstvy, a to pomocou jednej alebo
viacerymi kovalentnymi vizbami (obrazok 1, priklad 5). Dal§i typ asociacie s
membranou si membranové proteiny, ktoré su umiestené vo vonkajSom prostredi
bunky. ViaZu sa na membranu kovalentnou vizbou cez Specificky oligosacharid na
fosfatidylinozitol na vonkajSej strane membrany (obrazok 1, priklad 6). Poslednym
typom st membranové proteiny, ktoré nie su vclenené do hydrofébneho vnutra
membrany, ale viazu sa na povrch membrany prostrednictvom nekovalentnej vizby
(obrazok 1, priklad 7, 8). Touto védzbou sa naviazu na iny protein vcleneny do
membrany. Tento typ membranovych proteinov sa nazyva periférne membranové

proteiny (Alberts a kol. 2008, str. 630).

1.2 Typy membranovych proteinov

Membranové transportné proteiny su rozdelené do Styroch tried: idnové kandly,
prenasace, aquaporiny a pumpy pohanané hydrolyzou ATP, ktorym sa blizSie venuje
nasledujuca kapitola. Kanaly vytvdraji v membrane uzke hydrofilné pory, ktorymi
mozu latky prechadzat’ cez membranu (obrdzok 2, priklad 2). VacSinou moézu
prechddzat’ len anorganické idny a preto sa tymto kandlom hovori id6nové kandly.
I6nové kanaly sa na kratko otvaraju a opét’ zatvaraji. Na to ma vplyv zmena napitia na
membrane, naviazanie ligandu na kanal alebo mechanicka sila. Umoziiuja transport len

latok s vhodnym nabojom a velkostou (Alberts a kol. 2008, str. 651-654). Medzi
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transportovanou latkou a kanalom je vel'mi slaba interakcia, a latka je transportovana s
vel'mi velkou efektivitou (s rychlostou az 108 st) (Camerino a kol. 2008).

PrenaSace viazu latku do védzbového miesta a sériou konformacnych zmien ju
transportuju do bunky alebo von z bunky (obrazok 2, priklad 1). Rychlost’ transportu je
okolo 102-10* s%, ¢o je teda ovela pomalsie ako transport pomocou i6novych kanélov,
pretoze v tomto pripade dochiddza k interakcii medzi transportovanou latkou a
proteinom. Kazda transportovand latka sa musi spravne naviazat’ do vizbového miesta
proteinu. Takymto sposobom st prenasané malé organické molekuly alebo anorganické
iony. V eukaryotickych bunkéch transportéry zabezpecuju pohyb iénov, cukrov,
aminokyselin a d’alSich latok cez membranu organel (Vasiliou a kol. 2009).

Aquaporiny st jedinecnd trieda transportérov. St to Specifické Struktirne pory,
ktoré poskytuju cestu pre transport vody cez lipidicki dvojvrstvu do bunky aj von z
bunky. Umoznuju transport len molekuldm vody a blokuju transport ionov tym, ze
kanal je prili§ uzky pre iné transportované latky. Hnacou silou pre aquaporiny je

osmoticky gradient (Benga 2009).

transportovana
molekula

P

lipidicka
dvojvrstva

vézbové miesto otvoreny kanal

1. Prenasade 2. Kanaly

Obrazok 2: Dve triedy membranovych transportnych proteinov, prenasace a kandly. Pri
transporte latky pomocou prendasacov musi nastat interakcia medzi transportovanou
latkou a prenasacom. Vizbové miesta pre transportovanu latku su pristupné z oboch
stran lipidickej dvojvrstvy vdaka tomu, Ze prendsace mozu menit svoju konformdciu.
Kandaly naopak tvoria por cez lipidicku dvojvrstu, ¢im mozu prechddzat’ len Specifické
iony pomocou difuzie.

Spracované podla: Alberts a kol. 2008, str. 653.
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1.3 Aktivny a pasivny transport

Membranové transportné proteiny moézu vykondvat pasivny alebo aktivny
transport. VSetky ionové kanaly a niektoré prendSaCe prendsaju latky pasivnym
transportom (obrazok 3). Latka je transportovana z membranovej strany, kde je vyssia
koncentracia latok na membranovu stranu, kde je ich nizsia koncentracia. Transport je
pohanany koncentraénym gradientom a je vykonany bez spotreby energie zo strany
transportného proteinu. V pripade, ze je transportovand molekula elektricky nabita
vstupuje do jej transportu aj ind sila. U va¢Siny membran medzi ich povrchmi existuje
napdtie, ktoré vznikd v dosledku rozdielneho elektrického potencidlu na opacnych
stranach membrany. Tento potencial sa nazyva membranovy potencidl. Celkova sila,
ktora prendsa latku cez membranu sa sklada z dvoch zloziek. Z koncentra¢ného
gradientu a membranového potencidlu, ktoré sa spolocne nazyvaju gradient

elektrochemického potencialu (Alberts a kol. 2008, str. 651-654).

transportovana
molekula

/\ s e B
¢ i . - .‘.
ionovy kan ' e .
lip.)idicka' ' koncentraény

dvojvrstva 2 gradient
| \L‘::ergia
.
difiizia 5] [¥) .
L SV | J
PASIVNY AKTIVNY
TRANSPORT TRANSPORT

Obrazok 3: Porovnanie pasivneho a aktivneho transportu. Pasivny transport je v smere
elektrochemického gradientu. Transport z miesta s vysSou koncentrdciou na miesto s
nizsou koncentrdciou. Jedna sa o jednoduchu difuziu. V pripade aktivneho transportu je
potrebné dodat energiu pre transport proti smeru koncentracného gradientu.

Spracované podla: Alberts a kol. 2008, str. 654.
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K presunu latky proti gradientu elektrochemického potencialu je potrebné dodat’
energiu. V takom pripade sa mysli aktivny transport (obrazok 3). Energia sa ziskava
troma spdsobmi:

1. Spriahnuté prenasae — vyuzivaju transport jednej latky v smere gradientu na
transport druhej latky proti tomuto smeru (obrazok 4);

2. Pumpy pohanané ATP — vyuzivaju energiu z hydrolyzy ATP na transport latky proti
gradientu elektrochemického potencialu (obrazok 4);

3. Pumpy pohanané svetlom — vyuzivaju svetelni energiu na transport latky proti
gradientu elektrochemického potencialu. Takéto pumpy sa nachadzaji len u
halobaktérii (obrazok 4). (Alberts a kol. 2008, str. 651-654)

svetlo

’g |

koncentraény
gradient

P

ADP pumpy pohanané
svetiom

spriahnuty
prendsaé

pumpy pohdriané
ATP

Obrazok 4: Tri typy sposobu ziskavania energie pre aktivny transport. Aktivne
transportovana molekula je zobrazena pomocou Zltej farby. Zdroj energie je zobrazeny
Cervenou farbou.

Spracované podla: Alberts a kol. 2008, str. 656.
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2 ATPazy

Pumpy riadené pomocou ATP sa nazyvaju ATPazy, kvoli hydrolyze ATP na
ADP a Pi. Energiu z hydrolyzy vyuzivaji na transport iénov alebo inych latok cez
membranu. Pozname tri triedy ATPazovych pump:

1. ATPazy P-typu — su transmembranové proteiny, ktoré sa pocas cyklu
fosforyluju, s ¢im suvisi aj ich nazov. Je to velka trieda vSadepritomnych proteinov,
ktoré pumpuju i6ny cez buneénii membranu alebo cez membranu organel. Tieto idbnové
pumpy transportuju rozdielne typy kationov ako H*, Na*, K*, Ca?*, Cu?*, Cd?* a Hg?*
(Palmgren a Axelsen 1998; Moller a kol. 1996). V bunkéch cicavcov je az 30% ATP
spotrebovanej ATP4zami P-typu (Rolfe a Brown 1997). Po naviazani a hydrolyze ATP,
koncova fosfatova skupina ATP je pripojend k asparagovej kyseline proteinu, ktora je
fosforylovana (Kaplan 2002). Zakladny transportny mechanizmus ATPazy P-typu je
obyCajne popisany cez Ei/E; model zaloZzeny na cyklickej zmene medzi dvoma
konformaénymi enzymovymi stavmi. Do tejto triedy ATPaz patri prave Na*/K*-ATPaza
(Albers 1967). Tomuto typu ATPaz je venovana nasledujtca kapitola.

2. ATPazy F-typu a V-typu — su transmembranové proteiny, ktoré sa casto
nazyvaju aj ATP syntazy. Vyuzivajo H® gradient pre syntézu ATP z ADP a Pi.
Nachédzaju sa v plazmatickej membrane baktérii, vo vnlitornej membrane mitochondrii
a v tylakoidnej membrane chloroplastov. Tieto ATPazy maju Struktirne a funkcne
podobnosti, v principe je funkcia oboch ATPaz reverzibilna. V eukaryotickej bunke
ATPaza F-typu produkuje ATP a ATPaza V-typu ju redukuje (Hirata a kol. 2000).
ATPazy V-typu a F-typu st multipodjednotkové proteiny tvorené az 14 rozdielnymi
polypeptidmi, ktoré su spojené do dvoch kruhovych Struktir. Prva Struktara je periférny
V. alebo Fi: komplex (400 - 600 kDa), ktory interaguje s ATP, ADP alebo
anorganickym fosfatom. Druha Struktira je integrovany membranovy Vo alebo Fo
komplex (150 - 350 kDa), ktory sprostredktiva transport H* alebo Na*. V1 komplex je
tvoreny ako globuldrna hlavicka s dvoma podjednotkami A a B, ktoré sa striedaji a
tvoria kruh. Centralna Cast’, je rotacna stopka tvorend jednou kopiou podjednotky D a F.
Posledna Cast’ je periférna stopka tvorena podjednotkami C, E, G a H. Podjednotky A a
B sprostredkujii hydrolyzu ATP (Murata a kol. 2005). Struktaru ATPazy V-typu

vidime na obrazku 5.
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Obrazok 5: Usporiadanie podjednotiek ATPazy V-typu. Schématicky je zndazornend
katalyza a protonovy transport. Integralny membranovy komplex Vo je tvoreny najmenej
Styrmi rozdielnymi podjednotkami. Periférny Vi1 komplex je tvoreny 6smymi rozdielnymi
podjednotkami.

Zdroj obrazka: Sun-Wada a kol. 2004, so suhlasom editora casopisu Biochimica et

Biophysica Acta.

3. ABC transportéry — z anglického ATP binging cassete, sii transmembranové
proteiny, ktoré tvoria velkl, rozmaniti a vSadepritomnu triedu. Cez membranu
transportuju rozne substraty, vratane lipidov, tazkych kovov, anorganickych kyselin,
peptidov, cukrov, aminokyselin a druhotnych metabolitov (Higgins 1992; Rea a kol.
1998). ABC proteiny maja charakteristicka struktiru, ktora mé dve zakladné Struktirne
prvky. Hydrofobnll transmembranovi doménu (TMD) tvorenu §iestimi membranovymi
sluckami o-hélixu a cytoplazmaticki doménu. Téato oblast sa oznacuje ako
nukleotidova-vizbova doména (nucelotide-binding domain, NBD) (Higgins 1992).
Jadro sa sklada zo Styroch domén, dve predstavujit NBD a dve TMD. Zatial’, co NBD
viaze a hydrolyzuje ATP, TMD sa zucastiiuje rozpoznania transportovanej latky a jej

transportu cez lipidickit membranu (Vierrier a kol. 2008).
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cytozol

P m P| + “’ ‘" + P|
ADP
ATPdzaP-typu ATPazaF-typu ABC,.
(V-typu) transportéry

Obrazok 6: Porovnanie ATPazovych pump. ATPaza P-typu a F-typu transportuju iony.
ATPdazy P-typu na transport spotrebuju jednu molekulu ATP. ATPazy F-typu a V-typu
vwuzivaju H' gradient pre syntézu ATP z ADP a Pi. ABC transportéry naopak
transportuju prevazne malé molekuly a na transport spotrebuju dve molekuly ATP.
Spracované podla: Alberts a kol. 2008, str. 660.

2.1 Sodno — draselna pumpa (Na*/K*-ATPaza)

Na'/K*-ATPaza (obrazok 7) alebo aj sodno — draselnd pumpa je membranovy
protein nachadzajlici sa vo vSetkych Zivoc¢isnych bunkach a je nevyhnutnd pre Zivot,
pretoze zabezpecuje viacero dolezitych funkcii bunky. Bola objavena danskym vedcom
J. C. Skou, ktory ako prvy publikoval ¢lanok o transportnych ATPazach a skumal ich
transportné vlastnosti v zavislosti od réznych katiénov (Skou 1957). Jedna sa o objav
enzymu v plazmatickej membrane, ktory sa sprava ako pumpa a vymiefia Na* a K*
16ny. V roku 1997 za tento objav ziskal Nobelovu cenu za chémiu.

Patri medzi proteiny ATPaz P-typu, ktoré ako zdroj energie pre transport
réznych i6nov cez membranu vyuZzivaji hydrolyzu ATP (Axelsen a Palmgren 1998).
Na*/K*-ATPaza transportuje tri Na® iény z bunky a dva K* iény do bunky. Tym sa
vytvara i6novy gradient, ktory je dolezity pre transport roznych zivin, ako st glukdza
alebo aminokyseliny do bunky (Ullrich 1979), pohyb iénov ako Ca?* alebo H* cez
membranu (Langer 1982; Aronson 1985), udrziavanie osmotickej rovnovahy a
reguldcie objemu bunky (MacKnight a Leaf 1977). Aj ked’ su transportované tri kationy

von z bunky, ale len dva kationy do bunky, je tento nerovnovazny transport iénov cez
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membranu vel'mi dolezity pre udrziavanie kI'udového membranového potencidlu a pre
elektricka aktivitu svalovych a nervovych buniek (Thomas 1972). Na*/K*-ATP4za hra
aj dolezitt ulohu pri pohybe tekutin cez epitel v traviacom trakte (Bland a Boyd 1986).
Dalsi dolezity ion pre Na'/K*-ATPazu je Mg?*. Tento kation nie je
transportovany pocas cyklu, ale je potrebny ako kofaktor pre hydrolyzu ATP.
Predpokladalo sa, Ze na enzym sa viaze spolu s nukleotidom ako komplex MgATP,
avSak experimenty poukéazali, Ze sa Mg®" a ATP sa viazu v samostatnom kroku a
vizbové miesto sa nachddza v cytoplazmatickej N doméne (Grycova a kol. 2009). Len v
pritomnosti Mg?* je mozna fosforylacia $pecifického aspartatu v P doméne (Jorgensen
a Andersen 1988). Je zname, Ze v bunke je volna koncentracia Mg?" < 2 nM. Tento
kation ma vplyv na pokles afinity enzymu ku K* kationom v E1 konforma¢nom stave,
ale nema Ziadny efekt na rychlostni konStantu konformacnej zmeny EiK—E:K

(Smirnova a Faller 1993).

Obrdzok 7: Struktira Na*IK*-ATPdzy, zelenou farbou je zobrazend podjednotka a,
modrou farbou je zobrazena podjednotka p, ruzovou farbou je zobrazena podjednotka .

PDB kod: 2zXe.
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2.1.1 Struktira Na‘*/K*-ATPazy

Minimalna funk¢éna jednotka Na'/K'™-ATPazy je heterodimér, tvoreny
Z podjednotiek a a B (Jorgensen a Andersen 1988). V niektorych tkanivach sa vyskytuje
aj tretia podjednotka oznaCovana ako podjednotka y (Kuster a kol. 2000; Sweadner a
Rael 2000). U cicavcov existuje podjednotka o v Styroch izoformach, podjednotka

existuje v troch izoforméch (Lingrel a kol. 1990).
2.1.1.1 Podjednotka a

Podjednotka a ma hmotnost' okolo 110 kDa a obsahuje vdzbové miesta pre
naviazanie kationov a ATP. Je homologna s katalytickymi podjednotkami ostatnych
ATPéz P-typu. Izoformy podjednotky o sa liSia v aminokyselinovej sekvencii, a aj
vyskytom v jednotlivych tkanivach. ai je pritomnd vo vicsine tkaniv, vratane obliciek,
nervov a v plucach. oz je pritomna v kostrovych svaloch a v srdci, az v mozgu, a o4 je v
semennikoch  (Kaplan 1985). Tato podjednotka je tvorend  desiatimi
transmembranovymi a-hélixami (oznacovanymi ako M1-M10), ktoré tvoria transportni
cesticku pre kationy a troma doménami na cytoplazmatickej strane membrany. Tieto
domény sa oznacuju ako doména N (z anglického ,,nucleotide-binding*), doména P
(,,phosphorylation”) a doména A (,actuator”) (Lingrel a Kuntzweiler 1994; Kaplan
2002). N doména a P doména st umiestnené medzi velkym cytoplazmatickym
segmentom spajajucim Stvrty (M4) a piaty (M5) transmembranovy hélix. A doména je
tvorend malym cytoplazmatickym segmentom spdjajucim druhy (M2) a treti (M3)
transmembranovy hélix a cytoplazmatickym N-koncom polypeptidového retazca
(Moller a kol. 1996; Morth a kol. 2007).

N doména je miesto pre vdazbu ATP. Rozprestiera sa od miesta fosforylacie
Asp369 az po C-koniec 586-DPPR pantovej oblasti. Tato doména je tvorena 6smymi
skritenymi antiparalelnymi B-skladanymi listami. Miesto vdzby ATP sa nachadza v
hydroféobnom vacku a je obklopeny 4, 5, 6 a 7 vlaknom na jednej strane a N-koncovou
Cast'ou hélixu Asp443-Cys467 na druhej strane (Jorgenson 2003).

P doména je pocas katalytického cyklu fosforylovana. Tvori ju Sest’ vldknovy B-

skladany list, kde medzi 2 a 3 vlaknom sa nachadza N doména. Miesto fosforylacie je
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motiv znaceny ako 369-DKTGTL, ktory obsahuje asparagovu kyselinu a prave tato
kyselina je fosforylovana (Walderhaug a kol. 1985; Pedersen a kol. 1996).

A doména sa sklada z N-koncového segmentu (Gly1-GIn88) a slucky medzi M2
a M3 (Lys205-Glu312) a je najmensou cytoplatmazitckou doménou podjednotky a. N-
koncovy segment je dlhy 33 rezidui. Védzba N-konca na Lys30 a Arg438 umoziuje
interakciu A domény s N doménou v konformacnom stave E>[2K] enzymu (Jorgensen a
Andersen 1988). Napomaha pri zmene konformadcie, ktord je nevyhnutna pre transport
kationov. Vazbové miesta pre kationy su lokalizované v transmembranovej doméne a
tymto vdzbovym miestam st priradené slucky M4, M5, M6 a M8 (Toyoshima a kol.
2000).

2.1.1.2 Podjednotka 3

Podjednotka B ma hmotnost' okolo 55 kDa a jedenkrat pretina membréanu.
Dolezita je pre zabudovanie podjednotky o do plazmatickej membrany, jej spravne
zloZenie a zucCasthiuje sa prenosu K i6nov (Kubala 2006; Morth akol. 2011).
Vyskytuje sa v troch izoformach a taktiez je tkanivovo Specificka. 1 je pritomna vo
vSetkych tkanivach, B2 je v kostrovych svaloch a srdci, a B3 je pritomnd v semennikoch

a v centralnom nervovom systéme (Kotyk a Amler 1995).

2.1.1.3 Podjednotka y

Podjednotka y je hydrofébna podjednotka s molekularnou hmotnost'ou okolo 12
kDa a rovnako ako podjednotka B len jedenkrat pretina membranu. Patri do rodiny
malych membranovych proteinov, ktora sa oznacuje FXYD. Této rodina sa vyznacuje
35 aminokyselinovou signalnou sekven¢nou doménou, zacinajicou so sekvenciou
FXYD a obsahujucou sedem nemennych a Sest’ vysoko konzervovanych aminokyselin.
Tato rodina ma 7 tried, kde prave druha trieda je FXYD2 (podjednotka y Na*/K"-
ATPazy) (Geering 2006). Ak je v Na'/K*-ATPaze pritomna aj FXYD2 (podjednotka )
meni sa tym afinita enzymu. Komplex a1f1 y ma niz8iu afinitu k Na* a K™ i6nom ako

komplex a1f1 (Arystarkhova a kol. 1999).
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2.1.2 Mechanizmus fungovania Na*/K*-ATPazy

V ramci jedného reakéného cyklu je hydrolyzovand jedna molekula ATP, ¢im sa
presunu tri Na* iony z bunky a dva K™ iény do bunky. Tento prenos sa deje proti smeru
elektrochemického gradientu, teda jedna sa o aktivny transport. Pre spravnu funkciu je
potrebna pritomnost ATP, Mg?* aNa" na cytoplazmatickej strane proteinu a K* na
extracelularnej strane (Glynn 1985; Jorgensen 1992; Lauger 1991). Schéma
mechanizmu sa popisuje pomocou Post — Albersovho cyklu. Schéma cyklu je na
obrazku 8.

Pocas cyklu enzym prechadza dvoma konforma¢nymi zmenami, E; a E2. V stave
E1 vykazuje enzym vysoku afinitu k Na* iébnom a k ATP, v stave E> vykazuje vysoku
afinitu ku K* iénom a nizku afinitu k ATP. Vizbové miesta pre Na* iony sa nachadzaju
Vv transmembranovej doméne v stave E1 a su otvorené do cytoplazmy (Janovska a kol.
2010). Vizbové miesta pre K* s rovnaké ako vidzbové miesta pre Na*, avSak v stave E2
su vdzbové miesta pristupné z extracelulérnej strany.

Prvym krokom cyklu je naviazanie troch Na® iénov a ATP z intracelularnej
strany. Dochadza k hydrolyze jedne; molekuly ATP na ADP aPi. Enzym sa v
konforma¢nom stave Ei fosforyluje naviazanim fosfatovej skupiny, ¢im meni svoju
konforméciu na stav E, cez medzi stav (Nas)Ei-P. Vtomto stave sa Na* iony
nachadzaji vo vnutri enzymu. Konformaény stav E; ma nizku afinitu k Na® i6nom,
preto st uvolnené do extracelularneho priestoru. V d’alsom kroku sa naviazu K* iony,
¢im sa enzym defosforyluje a prechadza do konformac¢ného stavu Ei1 cez medzi stav
E2(K2). V tomto stave sa K* iony nachadzaju vo vnutri enzgmu. Dochadza k naviazaniu
ATP, ¢im sa meni konformacia na stav E1 a K* st uvolnené do vnitorného priestoru.
Uvolnenim K* sa enzym vracia do povodného stavu a cyklus sa opakuje (Biihler a kol.
1991).
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Obrdzok 8: Post — Albersova schéma mechanizmu fungovania Na*/K*-ATPdzy. E1 a E>
su konformacné stavy enzymu s vizbovymi miestami v cytoplazme a v extraceluldrnom
priestore. Cyklus zacina v konformacnom stave Ei, kde sa nan naviaze ATP. V
konformacnom stave Ev md enzym vysoku afinitu k Na* iénom, ktoré sa naviazu z
cytozolu (Nas-Ei1-ATP). Nasledne dochddza k hydrolyze ATP a tri Na* idny sa
nachadzajii vo vautri enzymu (NasE1ATP—(Naz)E1'P). Zmena konformdcie na stav E>
vedie k uvolneniu Na* ionov do extraceluldrneho priestoru. V konformacnom stave E>
md enzym vysoku afinitu ku K™ ionom, ktoré sa ndsledne naviazu z extraceluldrneho
priestoru. Naviazanie K" idnov vedie k defosforylacii enzymu a dva K" iony sa
nachadzajii vo vnutri enzymu (P-E2(K2) — E2(K2)). Ndslednym naviazanim jednej
molekuly ATP sa meni konformdcia na stav E1, ¢im sa uvolnia K" iony a cyklus sa
zopakuje.

Spracované podla: http://memprotein.org/projects/bridge-1-conformational-

transitions-in-p-class-atpases.
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3 Metody merania Kinetiky Na*/K™-ATPazy

ATP hydrolyza je vhodny sposob pre meranie enzymovej aktivity. Vel'a metod
sa zameriava na mnozstvo uvol'neného Pjalebo ADP. Pre meranie enzymatickej aktivity

si predstavime najéastejSie pouzivané metody.

3.1 End point metody

Jedna sa o metddy, v ktorych sa spusti reakcia a necha sa vyvijat. Po urcitom
presne stanovenom inkubacnom Case sa reakcia zastavi pomocou Specidlneho Cinidla a

sleduje sa vytazok reakcie.

3.1.1 Kolorimetrické metody

Tieto metddy sa zameriavajl na mnozstvo uvolneného anorganického fosfatu

(Pi) ako kone¢ny produkt hydrolyzy ATP s vyuzitim kolorimetrickych ¢inidiel. Je to
vhodna metdda pre homogenaty, membranové frakcie alebo purifikované enzymy. Aby
bol enzym aktivny musi mat pristup pre ATP, Mg?* a Na* z cytoplazmatickej strany, a
K* z extracelularnej strany. Medzi kolorimetrické metddy patria napriklad: ZItd metoda
(yellow method), Fiske - Subbarowa metdéda a SDS metoda, ktoré budu dalej
predstavené. Prvé dve metody sa liSia len rozdielnym sposobom v kroku farbenia
reakcie. Posledna metoda vyuziva modifikaciu krokov pri priprave vzorky a to tak, aby
dana vzorka mala vysoku aktivitu.
Pre vSetky tieto metody su rovnaké zékladné kroky:

e hydrolyza ATP — ADP + P;j,

e zastavenie reakcie pridanim kyseliny,

e pridanie molybdatu,

e Pj+ molybdat — farebna reakcia (modra alebo zIta, v zavislosti od oxidaéného

kroku) (Sweadner 2016, str. 90).
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Fiske - Subarrowa metdda bola odvodena a upravena z ATPazovej assaye v roku
1950. Je zalozend na redukcii fosfomolybdatu, pricom poskytuje modré zafarbenie
(Esmann 1988). ZIta metoda sa prili§ ¢asto nepouziva, pretoze krok farbenia je prilis
zlozity, avSak u lipozémov je to jedind pouzitelnd metoda. OdlisSnost’ tejto metody od
metoédy Fiske - Subbarowa je vynechanie redukujiceho kroku. Bez tohto kroku je
zafarbenie roztoku bledo ZIté. Pri vyuziti 3?P-ATP v spojitosti s touto metodou, je
mozné zvysit' citlivost metddy pre preparaty s nizkou aktivitou alebo pri malom
mnozstve vzorky. Metéda SDS sa lisi od predchadzajucich dvoch, len sposobom
pripravy vzorky. SDS je relativne silny detergent, ktory modifikuje homogenat,
napriklad takym spdsobom, Ze redukuje aktivitu inych ATP-hydrolyzujacich enzymov,
ale Na'/K*-ATPaza je rezistentna voci tomuto detergentu. Vysledkom tejto metddy je
taktiez modré zafarbenie roztoku.

Pri merani mdze byt pritomna aj ATPazova aktivita iného enzymu, ako toho,
ktory meriame. Preto je potrebné odcCitat’ pozadie takejto ATPéazovej aktivity od
celkovej ATP hydrolyzy. Co dosiahneme pomocou merania aktivity v pritomnosti a pri
absencii inhibitora. Pre Na*/K*-ATP4zu je inhibitorom ouabain, stropantidin a digoxin.
Inhibitor rovnako ako K" musi byt pristupny z extracelularnej strany enzymu.
Hlavnym nedostatkom pri merani ATPazovej aktivity kolorimetrickymi metéodami je
vyskyt velkého pozadia signdlu, ktory je spdsobeny neSpecificitou assaye alebo

neenzymatickou hydrolyzou ATP (Fiske a Subbarow 1925).

3.1.2 Metoda vyuZzivajica radioaktivne znacenie ATP

V tejto metdéde sa vyuziva 32P-ATP, ktord ak sa pouzije pri hydrolyze
sprostredkovanej ATPazou P-typu, je hydrolyzovana na ADP a *?P; (radioaktivne
znaCeny anorganicky fosfat). Predchadzajice techniky su limitované rozsahom
koncentracii ATP, ktoré moZu byt’ pouzité pri merani. Tato metéda umoznuje meranie v
Sirokom rozsahu koncentracii ATP (0,1 uM - 10 mM). Ked’ sa zastavi ATPazova
reakcia, nadbyto¢na 32P-ATP moze byt jednoducho oddelena od *2P; centrifugiciou

(Swarts a Koendrink 2016, str. 121-122).
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3.2 Kontinualne sledovanie kinetiky

V tejto metdde sa spusti sledovand reakcia, neché sa vyvijat’ v Case a uz pocas

toho je merand jej kinetika.

3.2.1 Coupled enzyme assay (Spriahnuté reakcie)

Tato metdda sa pouziva ak produkty primarnych enzymov nie su detekovatel'né
beZnymi technikami. Vtedy sa vyuzivaju pomocné enzymy, ktorych aktivitu je mozné
sledovat’. Méze byt pouzity jeden alebo viac pomocnych enzymov pri merani.

Zakladna schéma pre coupled enzyme reakcie s jednym pomocnym enzymom je:

v, Vv,
S =B —ge—) P
~ pomocny™
Q enzym I R

kde v1 je rychlost’ reakcie pre enzym, ktory je Studovany, V2 je rychlost’ reakcie pre
pomocny enzym, S predstavuje vstupujice reaktanty, B medziprodukty a P vysledné
produkty reakcie. Pretoze pomocny enzym vac¢sinou katalyzuje dvojsubstratova reakciu,
je to na schéme prezentované ako B + Q — P + R, kde R a Q st vicSinou oxidované
alebo redukované formy NADP(H) alebo NAD(H).
Rychlost’ prvej reakcie je konStantna pocas ¢asového priebehu experimentu a rychlost’
spojeného enzymu V- je urena pomocou Michealis-Mentenovej reakcie:
1, [B]

T K +18]
kde V2 maximalna rychlost’ pre enzym II pri obmedzenej koncentracii substratu Q a Kg
je Michaelisova konstanta pre B. V2 stvisi s maximalnou rychlostou enzymu II (V2,max)
podl’a rovnice:

v,

st
kde Kg je Michaelisova konstanta pre Q. V2 je objemova aktivita v jednotkaich mM/min
alebo IU/ml. Tato hodnota mdZe byt zmenend pridanim d’alSieho pomocného enzymu

alebo narastom koncentracie Q.
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Zakladna schéma pre coupled enzyme s dvoma pomocnymi enzymami je:

4

1

V.

2

v;

A > B > C > P
primamy  pomocny Q" pomocny ™ ®
enzym | enzym lI enzym h

Ak sa vychadza z rovnic pre jeden pomocny enzym, tak pre V3 sa ziska vztah:

_ Vimas €]
* Kp+lel
kde V3,max je rychlost’ pri neobmedzenej koncentracii substratu a Ko je Michaelisova
konstanta pre Q (Brooks a kol. 1984).

3.2.2 Coupled enzyme pre sledovanie ATPazovej aktivity

Tato metoda je zaloZena na spektrofotometrickom sledovani zmeny NADH/NAD”*
alebo NADPH/NADP*. NADH-ATP-coupled assay pre ATPazovu aktivitu je zdanlivo
komplikovany proces, ale v praxi sa jednd o pomerne jednoduchti metoédu. Je to metdda,
ktora je elegantnejSia ako kolorimetrickd metdda, ale nie je vhodné pre vel'ké mnozstvo
vzoriek. TaktieZ predpoklada, Ze na aktivitu pomocnych enzymov nemaju efekt vzorky,
ktoré sa testuju.

Principom metddy je hydrolyza ATP spojend s oxidaciou NADH. V kazdom
cykle ATP hydrolyzy vznikd komplex, ktory je tvoreny fosfoenolpyruvatom (PEP) a
pyruvat kinazou (PK), v ktorom dochadza k zmene jednej molekuly PEP na pyruvat
(obrazok 9). Pyruvat, ktory vznikne v tejto reakcii je nasledne premeneny na laktat v
pritomnosti NADH a laktat dehydrogendzy (LDH) a vysledkom oxidacie je jedna
molekula NAD*. Vysledok reakcie, teda tvorbu NAD®, je mozné spektroskopicky
sledovat’ poklesom absorbancie NADH pri 340 nm. Tieto reakcie umoziuju Specificky
stanovit’ rychlost’ hydrolyzy ATP, pretoze spojené reakcie, ktoré st sledované, by mali
prebiehat s rovnakou rychlostou ako ATPazova reakcia pri podmienkach, kedy

koncentracia ADP a pyruvatu je konstantna (Sehgal a kol. 2016, str. 105-107).
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Laktat NADH
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ATR Pyruvét NAD*
ATPaza PK
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Obrazok 9: Metoda coupled enzyme je zalozenda na reakcii, v ktorej je spojend
hydrolyza ATP s oxidaciou NADH. V kazdom cykle sa premeni fosfoenolpyruvatu (PEP)
na pyruvadt, za pritomnosti pyruvat kindazy (PK). Pocas toho je ATP hydrolyzovand na
ADP a Pi. Pyruvat je v naslednej reakcii premeneny na laktadt, za pritomnosti enzymu
L-laktat dehydrogendzy (LDH) a dochddza k oxidacit jednej molekuly NADH na NAD™.
Sleduje sa pokles absorbancie NADH pri 340 nm.

Spracované podla: Sehgal a kol. 2016, str. 106.

3.3 Sledovanie kinetiky parcialnych reakcii katalyckého cyklu

Tato metdda umoziuje sledovanie kinetiky ciastonych reakcii katalytického
cyklu. Zameriava sa na spustenie a meranie reakcie urcitej ¢asti cyklu, ktorej Kinetika je

sledovana.

3.3.1 Metéda stopped-flow

Stopped-flow je pravdepodobne najjednoduchsia technika zo vsetkych technik
vyuzivanych pre meranie rychlych reakcii. Nie je to $pecifickd metdda pre pumpy,
kandly alebo prenasace, ale v kombindcii s fluorescen¢nou sondou citlivou na napéitie
poskytuje hodnotné informacie o ich kinetike a mechanizme. Metdda zahfna rychle
zmieSanie dvoch reakénych roztokov, kazdy sucasne dopravenych do pozorovacej
komory potom, ¢o je tok reaktantov zastaveny. Zakladné komponenty techniky, ktoré sa

vyuzivaju aj dnes st dve riadiace strieckacky pohanané manualne alebo automaticky cez
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pneumaticky pristroj, ¢o umoziuje dvom reakénym tokom byt rychlo vpravenym do
zmieSavacej komory. Potom je tok rychlo zastaveny pomocou tretej striekacky,
takzvanej zastavujucej striekacky (obrazok 10) (Gomez-Hens a Perez-Bendito 1990).

Pozorovacia komora

&—

ZmieSavacia komora

Zastavujica
striekaCka

A Riadiace B

striekaCky

Zarazka

Blok pre posun piestov

Obrazok 10: Schematické zobrazenie metody stopped-flow. V riadiacich striekackdch sa
nachddzaju rozdielne roztoky. V tomto pripade cervenou farbou je zobrazeny roztok
Na*/K™-ATPdzy s farbivom RH421 a Zltou farbou je zndzorneny roztok ATP. Oranzova
farba zobrazuje zmiesané roztoky. Sipky predstavujii pohyb roztokov pristrojom.
Posunom bloku s piestom su roztoky rychlo vpravené do zmieSavacej komory a odtial’ uz
zmiesané putuju do pozorovacej komory, kde je mozné sledovat’ fluorescenciu alebo
absorbanciu. Zmiesané roztoky sa po prechode pozorovacou komorou dopravia do
zastavujucej striekacky. Tym sa tok zastavi. Objem roztoku v zastavujucej striekacke je
obmedzeny v zavislosti od polohy zarazky. Piest zastavujucej striekacky je posunuty
tokom roztokov.

Spracované podla:
https://chem.libretexts.org/Textbook Maps/General _Chemistry_Textbook Maps/Map%
3A _Cheml (Lower)/17%3A_Chemical_Kinetics_and_Dynamics/17.7%3A_Experiment

al_methods_of chemical_kinetics
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Historicky sa stopped-flow technika vyvinula z continuous-flow (kontinualny
tok), ¢o je technika, ktora zahffia zmiesanie dvoch reaktantov, ktoré nasledne prudia s
konstantnou rychlostou dlhou trubicou (obrazok 11). Tato metdéda bola prvykrat
vyvinuta v roku 1897 Rutherfordom, ktory spolupracoval s J. J. Thompsonom
(Rutherford 1897). V roku 1940 Britton Chance navrhol a rozvinul stopped-flow
techniku (Chance 1940). V tejto technike je tok nahle zastaveny a priebeh reakcie je
monitorovany v pozorovacej komore. Napriek tomu, ze ¢asové rozlySenie nie je také
dobré ako pri metdéde continunous-flow, metoda stopped-flow znacne redukuje spotrebu
chemikalii. KI'icova vyhoda stopped-flow techniky pred inymi technikami sledujucimi
rychle reakcie, je rychle ziskanie dat. V zdkladnom detekénom mode mdzeme sledovat’

absorbanciu alebo flourescenciu.

1.

F

reaktant 1 zmieSavacia

komora

pozorovacia komora tok odpadu

e (RARERRER

reaktant 1

7m1e§avacna zastavujica strickacka
komora

?Z"

reaktant 2

M

pozorovacia
- komora oy
spustaé zardzka

Obrazok 11: Porovnanie metody stopped-flow a continous-flow. V metéde continous-
flow nie je zastaveny tok roztokov a zmiesané roztoky nadalej prudia dlhou trubicou do
odpadovej nadoby. Oproti metode stopped-flow je tu znacnd spotreba chemikalii.

Spracované podla: Eccleston a kol. 2001.

Délezitym parametrom metddy stopped-flow je mftvy as. Ako je vidiet na obrazku 10
tak bod, v ktorom dochddza k zmieSaniu roztokov nie je bod, v ktorom je reakcia
pozorovana. Pre ziskanie spolahlivych vysledkov je dolezite, aby boli reaktanty
zmieSané eSte predtym ako vstupia do pozorovacej komory. Preto pozorovacia komora
musi byt umiestnend v urcitej vzdialenosti od miesta zmieSania roztokov. To znamena,
ze roztok, ktorého reakciu sledujeme, uz kratky cas reaguje. Termin mftvy cas sa

pouziva, pretoze v tomto inicidlnom kroku reakcie nie si zaznamenané ziadne data.
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Rozsah mitveho Casu zavisi od rychlosti toku a zvycajne je to 1-2 ms. Pre meranie je
vyhodnejsie ak je tento Cas kratsi, avSak ak je prili§ kratky moze sa stat, Ze roztoky nie
su dostatocne dobre zmiesané, ked’ vstupuji do pozorovacej komory. Hodnota mftveho
Casu je teda kompromisom. Pretoze tento ¢as musi byt dostatocne dlhy, aby doslo k
zmieSaniu latok skor ako vstapia do pozorovacej komory, ale zaroven dost’ kratky, aby
sa nestratilo prili§ vela informacii zo sledovanej reakcie (Clarke a Khalid 2015, str. 179-

181).

3.3.1.1 Stopped-flow aparatira

Roztoky su umiestnené do 2 ml riadiacich striekaCiek (B na obrazku 12),
nasledne su piestom vtlacené do pristroja (K na obrazku 12), na to sluzi hydraulicka
jednotka alebo mozu byt vtlaené manudlne (piest posunuty ru¢ne). Reaktanty
prechadzaju cez zmieSavaciu komoru (C na obrdzku 12) a nasledne tok prechadza cez
pozorovaciu komoru (D na obrazku 12) a odtial’ do 2 ml zastavujtcej striekacky (G na
obrazku 12), kde tok posunie piest striekacky, ktory za zastavi o zardzku, ¢im sa zastavi

tok pristrojom (I na obrazku 12) (Gibson a Milne 1963).

A

/ I H i D %
o “ems
C —’_}=I

J

Obrazok 12: Nacrt stopped-flow aparatury. A, striekacky so zasobnym roztokom; B,
riadiace striekacky,; C, zmiesavacia komora; D, pozorovacia komora, E, prechadzajuci
luc svetla; F, smer prudenia odpadu; G, zastavujuca striekacka; H, nastavitelny poloha

zarazky, ktord urcuje objem zastavujucej striekacky, I, stop/zarazka piestu, J, spustac
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(trigger) riadeny zarazkou zastavujucej striekacky, K, pdka pre manualne alebo
pneumatické vstrieknutie roztokov do zmiesavacej komory.

Spracované podla: Mottola 1988.
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4 Fluorescen¢éné farbiva

Pri meraniach konformac¢nych zmien ATPazovych enzymov su pozorované
rozdielne kinetické spravania v zavislosti na pritomnosti alebo absencii ATP. Tieto
zmeny zavisia aj od sondy, ktord sa pouziva. Sondy mézeme delit’ z hl'adiska vdzby na

enzym, teda na kovalentne a nekovalentne viazuce sa sondy.

4.1 Kovalentne viazice sa sondy

Existuje velké mnozstvo fluorescencnych molekul, ktoré sa moézu kovalentne
viazat’ na proteiny. NajCastejSie pouzivana fluorescen¢na znacka je fluorescein. Pre
pripojenie tejto sondy na aminokyselinové reziduum proteinu je potrebné spajacie
¢inidlo. NajcastejSie vyuzivané spdjacie cinidld st jodoacetamind, maleimid a
izotiokyanat. Jodoacetamid a maleimid atakuji tiolovi skupinu a odtial maji ciel
cysteinové rezidud proteinu. Izotiokyanit atakuje aminy a jeho cielom su
aminokyselinové rezidua ako lyzin a arginin. Pre znacenie Na*/K*-ATPazy sa vyuziva
FITC (fluorescein-5"-izotiokyanat), ktory znaci lyzin-501 na proteine. NajvacSou
nevyhodou pri sledovani kinetiky za pomoci FITC je, Ze sonda blokuje vizbu ATP na
enzyme, takze inhibuje hydrolyzu ATP (Farley a kol. 1984; Scheiner-Bobis a kol.
1993). Ak ozna¢ime Na*/K™-ATPazu fluoresceinom, ale ako spajacie ¢inidlo sa pouZije
5-IAF (jodoacetamid), je mozné sledovat’ znaéni zmenu fluorescencie, ked Na*/K*-
ATPaza interaguje s Na*, K" a ATP. V porovnani s FITC nie je ovplyvnena ATPazova
aktivita (Kapakos a Steinberg 1982). Dalsou kovalentnou fluorescenénou sondou pre
stadium Na*/K*-ATPazy je BIPM (N-[p-benzimdazoyl]fenylmaleimid). Podobne ako 5-
IAF, ani BIPM nem4 Zziaden vplyv na Na'/K*-ATPazovl aktivitu a poskytuje dobré

vysledky pri sledovani zmeny fluorescencie (Nagai a kol. 1986).

4.2 Nekovalentne viazice sa fluorescencné sondy

Tieto sondy chemicky nemodifikujui protein pocas merania, ale modifikujt jeho

funkciu. Preto je pri merani dolezité vediet, ¢i dana sonda ndhodou nebréni v ziskavani
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potrebnych dat. Nekovaletne viaZzuca sa sonda, ktora sa Casto pouziva pre techniku
stopped-flow pri merani reakcii Na*/K*-ATPazy je eozin Y. Eozin sa viaze s relativne
vysokou afinitou na vézbové miesto pre ATP. Blokovanie ATP vézbovej strany
eozinom znemoznuje jeho pouzite v kinetickych stadiach zahtiajucich ATP hydrolyzu.
Preto sa eozin pouziva v stopped-flow len pre Stidium zmeny rychlosti medzi
konformaénymi stavmi E1 a E», kedy sa sleduje vdzba Na™ a K* i6nov na enzym, ktora

sa v pritomnosti eozinu prejavi ako zmena fluorescencie (Skou a Esmann 1981 a 1983).

4.3 Farbiva citlivé na napitie

NacastejSie pouzivané nekovalentne viazuce sa fluorescenéné farbiva pre
Stidium kinetiky enzymov su farbiva citlivé na napétie. Pri transporte idénov cez
membranu sa vytvara tok, ktory generuje tvorbu transmembranového potencidlu na
opacnych stranich membrany. Konformacné zmena, ktorej proteiny podliehajii pocas
transportu i6nov moéze taktiez sposobit’ lokdlnu zmenu potencidlu na jednej strane
membrany. Tieto farbiva dévaji odpoved’ na zmenu potencidlu a mdézu nepriamo
reagovat’ na aktivitu pump, kanalov alebo transportérov. Nemusia sa priamo viazat’ na
membranovy protein, aby boli schopné sledovat’ jeho aktivitu, av§ak nie je vyluicené, ze
dochadza k védzbe medzi proteinom a farbivom. Farbiva citlivé na napitie sa delia na
dve triedy: rychle a pomalé farbivd, na zdklade ich casove] odozvy na zmeny
transmembranového potencidlu. V pripade rychlych farbiv je ¢asovad odozva kratSia ako
niekol’ko milisekund, u pomalych farbiv je casovd odpoved dlhSia ako niekolko
milisekind. Cas odozvy farbiva uréuje aj druh informacie, ktoré su ziskané z

mechanizmu pimp, kanalov alebo transportérov (Clarke a Khalid 2015, str. 184 - 190).

4.3.1 Pomalé farbiva

Do tejto skupiny farbiv patria tri triedy pomalych farbiv: karbocyaniny, oxonoly
a rodaminové derivaty. Tieto farbivd st kationové alebo anionové fluorochromy s
delokalizovanym nabojom cez celii fluorochromova Strukturu. Tato delokalizacia

umoziuje ich vysoku priepustnost’ cez membranu (Waggoner 1979; McLaughlin 1977).
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Pomalé farbiva prechadzaji cez membranu v rozsahu sekiind az minut. Ich priepustnost’
sa meni v zavislosti od ich Struktury, napriklad farbiva s dlh§im ret'azcom prechadzaja
rychlejSie cez membranu vdaka vicSej priepustnosti a tym poskytuji rychlejSiu
odpoved’ (Sims a kol. 1974; Waggoner a kol. 1975).

Na zmenu transmembranového potenciadlu farbivd odpovedaji pohybom cez
membranu. Napriklad, ak sa cytoplazma stane viac pozitivna vzhladom k
extracelularnej tekutine, anionové farbiva sa nahromadia v cytoplazme. Rovnako, ak sa
cytoplazma stane viac negativna oproti extracelularnej tekutine, kationové farbiva sa
nahromadia v cytoplazme. Vo vicsine pripadoch je celkovy vnutorny objem suspenzii v
bunke ovel'a mensi ako celkovy objem extraceluldrnej tekutiny. Takze nahromadenim
farbiva v cytoplazme sa oCakava nérast viazby farbiva na membranu. Ak je fluorescencia
farbiva viazuceho sa na membranu ina ako vo vodnom prostredi, odpoved’ farbiva na
zmenu transmembranového potencidlu bude tiez pozorovana ako fluorescencna zmena.
Ich dlhsia Casovd odozva je dosledok ich mechanizmu. Vela ¢iastoénych reakcii v
mechanizme pump, kandlov alebo transportérov je ovela rychlejSia ako st schopné
zaznamenat' tieto farbivd, preto je ich aplikdcia v kinetickych Stadiach limitovana

(Clarke a Khalid 2015, str. 84 - 190).

4.3.2 Rychle farbiva

Rychle farbivad reagujli na zmenu vnatromembranovej intenzity elektrického
pola cez zmenu orientacie farbiva molekuly vo vnuatri membrany. Amplitida ich
fluorescen¢nej odpovede je celkovo mensia ako u pomalych farbiv, ale pre kinetické
merania st ovel'a vhodnejSie vd’aka ich rychlemu ¢asu odozvy. Pre sledovanie kinetiky
ionovych pump sa najcastejSie pouziva farbivo RH421. Princip funkcie tychto farbiv

bude vysvetleny pomocou tohto farbiva v nasledujucej kapitole.
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5 RH421

Styrylpyrimidiové farbivo RH421 (N-(4-sulfobutyl)-4-(4-(p-
dipentylaminofenyl)-butadienyl)-pyrimidiova vniatornad sol’) (obrazok 13) je Ccasto
vyuzivané v laboratoriach pre sledovanie charakteristickej vdzby idnov a ich prenos cez
membranu (Waggoner 1979). Tieto farbivd maju delokalizovany pozitivny naboj
v pyridiniovom komplexe a lokalizovany negativny naboj v sulfatovej skupine na konci
molekuly (Clarke akol. 1995). Vdaka amfifilnej Strukture sa RH farbivda moézu
zabudovat’ do lipidickej dvojvrstvy. Sulfatova skupina celi vodnému prostrediu
a zvySok molekuly je ponoreny do nepolarnej ¢asti membrany, ¢o zaistuje, ze dlha os
molekuly farbiva lezi kolmo k membranovému povrchu (Loew a Simpson 1981; Loew
a kol. 1979).

CsHiyy
\N
/ \
CsHiy \ —

\ /N+—(CH2)4SO‘3 RH421

Obrazok 13: Styrylpyrimidiové farbivo RH421.
Zdroj obrazka: Clarke 1997, so suhlasom editora casopisu Biochimica et Biophysica

Acta.

Farbivo reaguje na zmeny membranového potencidlu cez elektrochromicky
mechanizmus. Podstata tohto mechanizmu sa prejavuje zmenou rozdelenia elektronov
po absorpcii fotonu. Molekula bude mat’ rozdielny dipélovy moment v zdkladnom
a excitovanom stave. Ak ma molekula fixovanai polohu v membrane, transmembranové
elektrické pole bude mat’ rozdielny stupeii stabilizacie alebo destabilizacie v zakladnom
a excitovanom stave, €o sa prejavi v posune absorpéného spektra (Waggoner a Grinvald
1977; Low a kol. 1978; Liptay 1969).

Farbivo RH421 reaguje na zmenu elektrického napétia a je schopné detekovat’

pohyb naboja spojeného s vidzbou kationov a disocidciou na extracelularnej
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a cytoplazmatickej strane proteinu. Poskytuje Specificki odpoved’ pri premiestneni
tretieho Na* i6nu (Domaszewicz a Apell 1999).

Interakcia farbiva s membranovymi proteinmi moze prispievat k spektralne;
zmene. Farbivo nie je indikdtor membranového potencidlu, ale skor indikétor
proteinovej konformacnej zmeny (Clarke a kol. 1995).

Doélezity parameter pri kinetickych meraniach je koncentracia farbiva. V pripade
RH421 mikromoldrna koncentracia inhibuje aktivitu Na*/K*-ATPazy (Frank a kol.
1996). Mikromolarna koncentracia nema vplyv na fosforylaciu Na*/K"-ATPazy, ale
inhibuje reakcie az po fosforylacii, teda pravdepodobne prechod medzi E:P na E2P
konformaénym stavom enzymu, ktory zahffia uvolnenie Na® kationov do
extracelularneho priestoru. Mikromolarna koncentracia moze viest k tomu, ze farbivo

priamo interaguje s vizbovym miestom pre ATP, rovnako ako v pripade eozinu (Kane a

kol. 1997).

5.1 Reakcie detekované pomocou RH421

Najcastejie sa toto farbivo vyuziva pre reakcie s Na*/K*-ATPazou. Existuju tri
sposoby, v ktorych sa da pouzit’ stopped-flow pre zistovanie rychlostnej konStanty
reakéného kroku cyklu (Clarke a Khalid 2015, str. 200 - 204):

a) zmieSanie Na*/K*-ATPazoy s ATP v pritomnosti Na* a Mg?*, ale v absencii K*.
Nastava nasledujuca reakcia: Ei(Na*)s + ATP — EiP(Na+)z + ADP, priamo
nasledovana reakciou E1P(Na*);s — E2P + 3Na". Fluorescencia RH421 narasta.

b) zmieSanie Na*/K*-ATPazy s Na" a s ATP alebo bez ATP, ale bez pritomnosti
Mg?> a K" Nastava nasledujuca reakcia: E2 — Ei(Na')s alebo
E-ATP — Ei1(Na")sATP. Fluorescencia RH421 poklesne.

) zmieSanie Na*/K*-ATPazy s Na*, Mg?*, ATP a K*. Nastava nasledujuca reakcia:
EoP + 2K™ — E2P(K™)2 nasledovana d’alSiou reakciou E2P(K*)2 — E2(KY)2 + Pi.
Fluorescencia RH421 poklesne.

V kazdom ztychto rozdielnych experimentov, Na'/K'-ATPaza obsahujica
membranové fragmenty musi byt’ inkubovana s RH421, ktora je pridand z etanolového
zadsobného roztoku, pretoze vclenenie farbiva do membrdnovych fragmentov je

relativne pomaly proces, ktory trva desiatky sekind. Nasledne je Na*/K'-ATPaza
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obsahujica membranové fragmenty nekovalentne znadené s RH421 umiestnend do
jednej striekacky a substrat, s ktorym sa ma enzym zmieSat je pridany do druhej

striekacky.
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Materialy a Metody

6 Izolacia Na'/K*-ATPazy

Purifikacia bola spracovana s upravami podla Fedosova 2016. Vsetky roztoky

boli pripravené s pouzitim deionizovanej vody. VSetky roztoky, nastroje a pristroje boli

vopred schladené. 1zolacia prebiehala v chladenej miestnosti s teplotou 4 °C.

Material:

Cerstvé prasacie obli¢ky (udrziavané v chlade)

Homogenizator Potterovho typu

Skalpel a chirurgické klieste

Pufer 1: 30 mM L-histidin (Roth), 250 mM sacharéza (Lachner), pH 7,3;
celkovy objem pufru 11

Pufer 2: 25 mM imidazol (Roth), 250 mM sachar6za (Lachner), ImM EDTA
(Fluka), pH 7,4; celkovy objem pufru 6 1

Pufer 3: 20 mM L-histidin (Roth), 250 mM sachardza (Lachner), 0,9 mM EDTA
(Fluka), pH 7,0; celkovy objem pufru 6 1

Ladové kocky pripravené z pufru 2

Metody:

1. Oblicky pozdizne nakrajame na tenké rezy (0,5 — 1 cm).

2. Pomocou chirurgickych kliesti alebo skalpela vyrezeme tmavé ¢ervené tkanivo,
ktoré uchovavame na l'ade v pufre 1 v pomere 1:1 (tkanivo:pufer 1; w:v).

3. Tkanivo nahrubo homogenizujeme skalpelom a odstranime prebyto¢ny tuk.

4. Opatrne odlejeme prebytocny pufer 1. Tkanivo zmieSame s 'adovymi kockami
pufru 2 v pomere 1:3 (tkanivo:pufer 2; w:w).

5. Zmes dame do vychladeného mixéra a rozmixujeme na homogénnu zmes, ktora

nasledne prelejeme do vychladeného homogenizatora Potterovho typu

a niekol’kokrat prejdeme piestom na dno sklenenej nddoby homogenizétora.
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6. Homogenat uchovavame na l'ade a nésledne centrifugujeme v 50 ml falkonkach
S parametrami: 3700 g, 20 min, 4°C.

7. Supernatant (S1) uchovame na Tlade. Pelet (P1) rozsuspendujeme v pufry 2
a prelejme ho do kadicky uchovavanej na l'ade.

8. Rozuspendovany pelet (P1) s pufrom 1 a2 opdt homogenizujeme pomocou
Potterovho homogenizatora ako v bode 5.

9. Dvakrat zhomogenizované tkanivo opat’ centrifugujeme ako v bode 6.

10. Pelet (P2) odstranime a supernatant (S2) zmieSame so supernatantom (S1).
Zmiesané supernatanty (S1+S2) nasledne centrifugujeme s tymito parametrami:
7400 g, 20 min, 4°C.

11. Pelet (P3) odstrdnime a supernatant (S3) d’alej centrifugujeme. Pre ziskanie
mikrozomdlnej frakcie nasleduje vysokorychlostnd centrifugacia s tymito
parametrami: 38 000 g, 40 min, 4°C.

12. Supernatant (S4) odstranime a pelet (P4) rozsuspendujeme vo vychladenom
pufre 2, ktory nasledne homogenizujeme pomocou ru¢ného sklenené¢ho
homogenizatora. Takyto roztok je mikrozomdlna frakcia, ktord moéze byt
dlhodobo (az niekol’ko mesiacov) uskladnena pri teplote -80°C.

13. Koncentraciu uré¢ime pomocou metddy Bradfordovej (Bradford 1976).

14. Pre d’alSiu analyzu si pripravime vzorky 3 x 1,5 ml. ZvySok roztoku rozdelime

po 10 ml do vychladenych 15 ml falkoniek a zamrazime sa na -80°C.

6.1 Titracia SDS

Material:

1 % SDS (Bio-Rad) v pufre 2

Metody:
1. Mikrozomy nechame pomaly rozmrazit. Nariedime ich na vysledni
koncentraciu proteinu 4,6 mg/ml.
2. Pripravime koncentra¢nu radu podl'a tabulky 1. Pripravime 14 vzoriek: 80 pl
mikrozomov s koncentraciou 4,6 mg/ml + 20 ul roztoku SDS o vybranej

koncentrécii podl'a tabul’ky 1. Vzorky inkubujeme pri teplote 20°C cez noc.

39



Tabul’ka 1: Koncentracna rada pre SDS

5 Finalna koncentracia ul 1% SDS
Cislo vzorky ul pufru 2
SDS [%)] zasobného roztoku

1 0,0 0 1000
2 0,10 100 900
3 0,20 200 800
4 0,30 300 700
5 0,35 350 650
6 0,40 400 600
7 0,45 450 550
8 0,50 500 500
9 0,55 550 450
10 0,60 600 400
11 0,65 650 350
12 0,70 700 300
13 0,75 750 250
14 0,80 800 200

3. Pomocou Baginského metody (Baginsky a kol. 1966) (alebo inej metddy pre
uréenie aktivity Na*/K*-ATPazy) uréime aktivitu kazdej vzorky. Vytvorime graf
zavislosti aktivity na finalnej koncentracii SDS (obrazok 14). Na'/K*-ATPazova
aktivita je definovanad ako rozdiel v produkcii fosfatu v pritomnosti a pri
absencii 1 mM ouabainu. Maximum zvonovitej krivky predstavuje optimalnu
SDS koncentraciu pre najvyssiu aktivitu pumpu. Zvycajne je to v rozsahu 0,08-
0,1 % (obrazok 13).

4. Pre najvyhodnejSiu koncentraciu SDS zopakujeme cely postup.

5. Rozmrazime mikrozoémy, nariedime ich pufrom 2 na koncentraciu 4,6 mg/ml
apriddme SDS tak, aby sme dosiahli zvolent koncentraciu a roztok nechame
inkubovat’ na magnetickej mieSacke cez noc pri teplote 20 °C.

6. Nasleduje ultracentrifugicia (Himac CP90WX, Hitachi, USA) s tymito
parametrami: 127 000 g, 50 min, 4°C.

7. Supernatant (S5) odstranime a pelet (P5) rozsuspendujeme vo vychladenom

pufre 3 a zhomogenizujeme ru¢nym homogenizatorom.

40



8. Ultracentrifugacia a rozsuspendovanie zopakujeme Styrikrat.

9. Pri poslednom rozsuspendovani ur¢ime koncentraciu proteinu pomocou
Bradfordovej metody.

10. Pre urcenie ATPazovej aktivity pouzijeme Baginského metodu.

11. Cistotu proteinu uréime pomocou SDS PAGE (obrazok 18). Pre vyhodnotenie
Cistoty gélu bol pouzity gél skener (Amersham Imager 600, GE Healthcare Bio-
Science AB, Svédsko).

12. Protein nariedime pufrom 3 na vyslednu koncentraciu 1 mg/ml a rozdelime do

ependorfiek po 1 ml a zmrazime na -80°C na dlhodobé uskladnenie.

14 -
Najvyhodnejsi
© 12 4&—  akoncentrécia
5 0,07 % SDS
L 10-
.g :E-
2 e g -
N E
E3
< i 6
% —
£ 4 -
(=] +
1]
% N _//
0 T T T T T T v T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16 0,18
koncentracia SDS %

Obrazok 14: Urcenie najvyhodnejsej koncentracie SDS; kazda hodnota zodpovedd

priemeru z osmich merani

6.2 Meranie ATPazovej aktivity — Baginského metoda

6.2.1 Kalibracia

Materialy:
Zasobné roztoky (rozpustadlo: H20 pre vSetky roztoky)

« 10 % molybdat aménny (Sigma)
« 35% HCI (Lachner)
. 20 % SDS (Bio-Rad)
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1 mM KH2PO4 (Sigma)

Roztok 1

10 % molybdat amoénny (Sigma)

Roztok 2 (vzdy cerstvy)

0,43 g kyseliny askorbovej (Sigma)

pridat’ 1,48 ml HCI (35 %) (Lachner)
pridat’ 2,145 ml SDS (20 %) (Bio-Rad)
tesne pred pouzitim pridat’ 715 pl roztoku 1

doplnit’ vodou do objemu 15 ml

Roztok 3 (skladovat’ bez pristupu svetla)

1,75 g citratu bizmutitého (Sigma) rozpustit’ v H2O (max 25 ml)
pridat’ 4,93 ml Hel (Sigma)
pridat’ 1,75 g citratu sodného (Sigma)

doplnit’ vodou do objemu 50 ml

Metddy:

B

. Podl’a tabul’ky 2 si pripravime roztoky fosfatu o réznej koncentricii.

1
2.
3

Do titra¢nej dosticky napipetujeme 50 pl jednotlivych roztokov fosfatu.

. Naslednymi krokmi spustime meranie reakcie. Reakciu odStartujeme pridanim

75 ul roztoku 2 do kazdej jamky.

Nasleduje 8 minatova inkubécia pri izbovej teplote.

Reakciu zastavime pridanim 125 pl roztoku 3 do kazdej jamky.

Ak sa v jamke vytvoria bublinky je potrebné ich odstranit’ (popraskat’) pred
meranim absorbancie. Absorbanciu vzorky meriame pri 710 nm.

Kalibraciu zmeriame trikrat.

42



Tabulka 2: Kalibracna rada roztoku fosfatu

Finalne molarne Finalna
mnozstvo [nmol] | koncentracia [MM] K2HPO4 [u] H20 [ul]
° 0 0 1000
2,5 0,05 50 950
> 0.1 100 900
10 0.2 200 800
175 0,35 350 650
25 05 500 500

6.1.2 Meranie aktivity

Materialy:
Zasobné roztoky (rozpustadlo: H20 pre vSetky roztoky)

e 1 M NaCl (Lachner)

e 1M KCI (Fluka)

e 1M MgCl: (Sigma)

e 1 M imidazol (Roth) (skladovat’ v tme)
e 10 mM ATP (Sigma)

e 5 mM ouabain (Sigma)

Roztok 2 (vzdy Cerstvy; udrziavat’' v tme)
e 0,43 g kyseliny askorbovej (Sigma) (rozpustit' v 10 ml H>O)
e pridat’ 1,48 ml HCl1 (35 %) (Lachner)
e pridat’ 2,145 ml SDS (20 %) (Bio-Rad)
e doplnit’ vodou do objemu 15 ml

e tesne pred pouzitim pridat’ 715 ul roztoku 1

2 x pufr ATPazovej aktivity
« 260 mM NaCl (Lachner)
« 40 mM KCI (Fluka)
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8 mM MgCl2 (Sigma)
doplnit’ vodou do objemu 50 ml; pH 7,2

1 x pufr ATPazovej aktivity

511 pl 2 x pufr ATPazovej aktivity
189 ul MiliQ voda
300 ul 10 mM ATP (Sigma)

1 x ouabainovy pufr

511 ul 2 x pufr ATPazovej aktivity
89 ul MiliQ water

100 pul 5 mM ouabain (Sigma)

300 pul 10 mM ATP (Sigma)

Metody:

1.

N a s~ WD

Do jamky napipetujeme 48 pl pufru ATPazovej aktivity alebo 48 pul
ouabainového pufru.

Reakciu odstartujeme pridanim 2 pl vzorky = mikrozomy s Na*/K*-ATPéazou.
Inkubujeme 6 mintt.

Reakcia zastavime pridanim 75 pl roztoku 2.

Inkubujeme 8 mint, pocas toho sa vyvija sfarbenie.

Vyvijanie zastavime pridanim 125 pl roztoku 3.

Ak vznikli bublinky, opat’ je potrebné ich odstranit’ pred meranim absorbancie.
Absorbanciu vzorky meriame pri 710 nm. Meranie absorbancie prebehlo
pomocou spektrometra (SynergyMXx, BioTek, USA).
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7 Stopped-flow

Materiéal:

Zasobné roztoky (rozpustadlo: H2O pre vsetky roztoky)

4,6 mg/ml Na*/K*-ATPaza

50 uM RHA421 (Sigma) (rozpustadlo: etanol (Lachner) )
7,5 mM ATP (Sigma)

1 M NacCl (Lachner)

1 M MgCl. (Sigma)

30 mM imidazol

Metody:

1.

Pripravime si 20 ml zasobné roztoky, ako rozpustadlo pouzijeme imidazol.
Jeden roztok obsahuje Na*/K*-ATPazu (s vyslednou koncentraciou v roztoku 10
pg/ml) inkubovanu s RH421 (s vyslednou koncentraciou v roztoku 75 nM) a
druhy roztok je ATP (s vyslednou koncentraciou v roztoku 25 pM). Jednotlivé
roztoky uchovéavame Vv l'ade.

Do zasobnych striekaciek napustime roztoky. Hlavny ventil nastavime na
poziciu ,load“ (obrazok 15), ¢im otvorime prietok medzi zasobnymi
strickaCkami a riadiacimi striekackami. Roztoky vpravime do riadiacich
striekaciek posunom ich piestov.

Kontrolny ventil prietoku nastavime do uzavretej pozicie 1 podla obrazka 16. V
takejto pozicii nie je mozny vtok roztokov do zmieSavacej komory.

Hlavny spina¢ dame do pozicie ,,drive* (obrazok 15), v tejto pozicii je umozneni
tok z riadiacich striekaciek do pozorovacej komory.

Kontrolny ventil prietoku nastavime na poziciu 2 podla obrazka 16, ¢im
otvorime prietok medzi riadiacimi striekackami a striekatkou na odpad. Ak
mame takéto nastavenie, tak cely objem zo zasobnych striekaciek prejde cez
pozorovaciu komoru a nasledne do odpadove;j striekacky.

Pri taktom nastaveni cely objem z riadiacich striekaciek prejde systémom.
Hlavny ventil a kontrolny ventil prietoku nastavime na povodné pozicie ako je

popisané v bode 3. a 4. a doplnime objem v riadiace;j striekacke.
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7. Hlavny spina¢ dame opdt do pozicie ,,drive”, ale kontrolny ventil prietoku
nastavime na poziciu 3 podl'a obrazka 16, ¢im prepojime riadiace striekacky a
zastavujucu strieckacku. V tomto pripade neprejde systémom cely objem
riadiacich striekaciek, ale len urc¢ity objem v zavislosti od pozicie zarazky.

8. Pre vypustenie objemu zo zastavujicej striekacky nastavime poziciu
kontrolného ventilu prietoku na poziciu 4 podla obrazka 16, ¢im prepojime
zastavujucu a odpadovu strieckacku. Posunom piestu zastavujucej striekacky
vytlacime z nej objem do odpadovej striekacky.

9. Nastavenim kontrolného ventilu prietoku na poziciu 3 podl'a obrazka 16, ¢im
opat prepojime zastavujucu striekacku a riadiace striekacky a moézeme opakovat’

bod 7. a 8.

Nastavenie pristroja:

Meranie prebiehalo na pristroji stopped-flow (RX2000-Rapid Mixing Stopped-
flow unit, AppliedPhotophysics, Velka Britdnia) a fluorescencia bola
detekovana fluorometrom (Fluorolog-3, Horiba Scientific, Francuzsko).

e excitaéna vinova dizka: 577 nm; nastavenie $trbin (slit): 14 nm

e emisna vinova dizka: 635 nm; nastavenie $trbin: 14 nm

e integracny Cas: 0,002 s

e time increment (Cas zvySovania): 0,002 s

e total time (celkovy Cas): 4 s

"
il

Obrazok 15: Nastavenie pozicie hlavného ventilu. Vliavo je pozicia ,,load”, teda
otvoreny prietok medzi zasobnymi striekackami a riadiacimi striekackami. Vpravo je
pozicia ,,drive”, v tejto pozicii je umozneni tok z riadiacich striekaciek do pozorovacej
komory.

Zdroj obrazka: Manual stopped-flow 2013.
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Obrazok 16: Nastavenie kontrolného ventilu. 1. Uzavretd pozicia - nie je mozny vtok
roztokov do zmiesavacej komory. 2. Otvoreny prietok medzi riadiacimi striekackami a
striekackou na odpad. Pri tomto nastaveni cely objem zo zdasobnych striekaciek prejde
cez pozorovaciu komoru a nasledne do odpadovej striekacky. 3. Prepojenie riadiacej
striekacky a zastavujucej striekacky. V tomto pripade neprejde systémom cely objem
riadiacich striekaciek, ale len urcity objem. 4. Prepojenie zastavujucej a odpadovej
striekacky. Posunom piestu zastavujucej striekacky z nej vytlacime objem do odpadovej
striekacky.

Zdroj obrazka: Manudl stopped-flow 2013,

7.1 Spracovanie vysledkov v programe MATLAB

Pri vyhodnocovani nameranych vysledkov bol problém s uréenim pociatku
spustenia reakcie, pretoZe kazdé meranie bolo spustené ru¢ne a kazdé meranie malo iny
¢as, kedy boli roztoky vpravené do zmieSavacej komory. Pre vyhodnotenie vysledkov,

teda pre zrovnanie pociatku reakcie, bol vytvoreny $pecialny skript pre toto meranie v
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programe MatLab, ktory vidime na obrazku 17. Skript bol vytvoreny na zaklade

Otsuovej metddy (Otsu 1979), ktora sa pouziva na segmentaciu ¢iernobieleho obrazu.

clear
clc
close all

num = xlsread( )i % nazov suboru s datami

cas = num(:, 1);

y raw = num(:, Z:end);

10 y =y raw(:, all( ~isnan(y_raw) ) );

11

12

13 %% najdi "zaciatok"

14 % najde bod mezi cas=0.5 a cas=1, kde se da signal rozdelit
15 % tak, ze soucet varianci obou kusu bude minimalni

WONOU A WNE

16

17 od = find(cas>0.5, 1); % pociatocny cas pre hladanie prechodu,
18 to = find(cas>1, 1); % konecny cas pre hladanie prechodu
19

20

21

22 gfor j=l:size(y,2)

23 pos = 0O;

24 for i=od:to

25 pos = pos+1;

26 left = y(1:1, j);

27 right = y((i+1):end, j);

28 pom(j) = var(left) + var(right);

29

i:] vysl(pos,j, 1) = 1;

31 vysl(pos,j, 2) = pom(j);

32

33 end

34 end

35

36 [Ofor j=1:size(y,2)
37 rat = vysl(:,3,2);

38 [min_val, min_id] = min(rat(:) );

39

40 idx(j) = vysl(min_id,j,1); % toto je "zaciatok" yl

41 fprintf( . 3, num2str( cas(idx(j)) ) )
42 end

43

44

45 newx=cas-cas(idx)"'; % odsadi pre kazdy stlpec cas, tak aby sedel moment prechodu
46

47

48 Definicia filtra

50 Lowpass Butterworth Transfer Function
51 f_cutoff=15;
52 f sample=500 H % sampling rate (rychlost vzorkovania)

53 [coef_b coef_al=butter(6,f_cutoff/(f_sample/2));

54 yfilt=filter(coef_b,coef_a, y);

55

56

57 figure

58 a=[1:5 6:size(y,2)]; % moznost vyberu, ktore stlpce sa vykreslia
59 plot(newx(:,a),yfilt(:,a))

60

6l xoffset H
62 newx2=newx(xoffset:size(y,1l), :):
63 yfilt2=yfilt(xoffset:size(y,1), :);
64 plot(newx2(:,a),yfilt2(:,a))

65

66

67 return

%
49 % https://www.mathworks.com/help/signal/ref/butter.html?requestedDomain=true
%
f

Obrazok 17: Program pre zrovnanie vyslednych dat na rovnaku pociatok spustenia
reakcie.
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Vysledky merania

8 Izolacia Na'/K*-ATPazy

Vysledok cistoty proteinu uréeného metédou SDS PAGE, je zobrazeny na
obrazku 18. Pre metddu stopped-flow sa dalej vyuzival protein v mikrozomalnej

frakeii.

Obrazok 18: Vysledok elektroforetickej separacie v polyakrylamidovom gély. Gél bol
vizualizovany pomocou komercného kitu Proteo Silver-Silver Stain Kit (Sigma). Drdha
1 — marker; draha 2, 3 — mikrozomy 4,6 mg/ml; drdaha 4, 5 — izolovany protein 1 mg/ml;

drdha 6, 7 — kontrolna vzorka proteinu 1 mg/ml.
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9 Optimalizacia metody stopped-flow

Experiment bol zalozeny na merani podl'a clanku (Kane a kol. 1997), avsak s
miernymi Upravami. Poc¢iatocné meranie bolo optimalizované pri koncentracii 75 nM
RH421 a 25 puM ATP, pri teplote 25°C a pH 7,4, hex = 577 nm, Aem = 635 nm, S
nastavenim pristroja ako je uvedené v kapitole Materidly a Metody, v podkapitole
Stopped-flow. Pricom roztoky v 1. strickacke boli (uvadzané st koncentracie po
zmieSani roztokov): 25 uM ATP, 30 mM imidazol, 5 mM MgClz, 130 mM NaCl; av 2.
striekacke: 10 pg/ml Na*/K*-ATPazy, 75 nM RH421, 30 mM imidazol, 5 mM MgClo,
130 mM NacCl.

Pri vyhodnocovani vysledkov bol problém so zrovnanim pociatkov reakcii.
Kazdé meranie bolo spustené ru¢ne a z tohto dévodu malo kazdé meranie iny
pociato¢ny cCas. Na zrovnanie slizi program vytvoreny S$pecidlne pre toto meranie.
Skript programu sa nachadza v kapitole Materialy a Metddy, obrazok 17. Porovnanie
nameranych vysledkov pred zrovnanim a po zrovnani, si zobrazené na obrazkoch 19

a 20.
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Obrazok 19: Zobrazené vysledky pred zrovnanim pociatkov.
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Obrazok 20: Zobrazené vysledky po zrovnani pociatkov.
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10 Meranie metodou stopped-flow pre rozne koncentracie

RH421

Po optimalizacii metody a vyrieSeni problému s roznym pociatkom merania bola
nasledne menena koncentracia RH421 a ATP, a ostatné podmienky merania boli
zachované. V kazdom merani bola Na'/K*-ATPaza inkubovana s RH421, pretoze
v€lenenie farbiva do membranovych fragmentov je relativne pomaly proces, ktory trva
desiatky sekund. Vysledné grafy odpovedaju 30 - 40 meraniam auvadzané su ich
priemery. Namerané vysledky st zobrazené na obrazkoch 21 - 35.

Porovnanie jednotlivych rychlostnych konstant v zavislosti od rdznej
koncentracie RH421 je vtabulke 3. Pre vyhodnotenie vysledkov bol pouzity
jednoexponencialny fit. Pre kazdu koncentraciu je uvedeny samostatny fit pre klesajucu
arasticu cast' grafu, pre lepSie vyhodnotenie vysledkov, pretoze bol v jednotlivych
grafoch viditel'ny pokles intenzity, a aj menej vyrazny nérast intenzity fluorescencie.
Podla tabulky 3 a obrazkov 36, 37, zavislosti rychlostnej konstanty od koncentracie,
RH421 je mozné ur€it’, ze pri vy$Sej koncentracii sondy bola pozorovana rychlejsia

casové odozva meranej reakcie.
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Obrdazok 21: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na*IK*-ATPdzy z prasacich
obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (35 nM) metédou stopped-flow (hore).

Rezidualny diagram dvojexponencidlneho fitu zmeny intenzity fluorescencie (dole).
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Obrazok 22: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na'IK*-ATPdzy z prasacich
obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (35 nM) metodou stopped-flow pre cast

poklesu intenzity (hore). Rezidudlny diagram jednoexponencidalneho fitu zmeny intenzity
fluorescencie (dole).
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Obrazok 23: Namerand zmena intenzity fluorescencie rychlej fizy Na*IK*-ATPdzy z
prasacich obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (35 nM) metodou stopped-flow pre
cast narastu intenzity (hore). Rezidualny diagram jednoexponencidlneho fitu zmeny

intenzity fluorescencie (dole).
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Obrazok 24: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na'IK™-ATPdzy z prasacich
obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (75 nM) metodou stopped-flow (hore).

Rezidualny diagram dvojexponencidlneho fitu zmeny intenzity fluorescencie (dole).
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Obrazok 25: Namerand zmena intenzity fluorescencie NaIK*-ATPdzy z prasacich

obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (75 nM) metodou stopped-flow pre cast

poklesu intenzity (hore). Rezidudlny diagram jednoexponencialneho fitu zmeny intenzity

fluorescencie (dole).
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Obrazok 26: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na'IK™-ATPdzy z prasacich
obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (75 nM) metodou stopped-flow pre cast

narastu intenzity (hore). Rezidudlny diagram jednoexponencidlneho fitu zmeny intenzity

fluorescencie (dole).

58



68000

1 —— 150 nM RH421
66000 — ‘

64000

62000 -

Intenzita [CPS]

60000

58000

56000 ~—————— : : . :
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

Cas [s]

4000

I \1 | 1 W

\ w | RN hwunj\
I b
|

Rezidualy [CPS]

4000 L— — :
0,0 05 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

Cas [s]

Obrazok 27: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na'IK™-ATPdzy z prasacich
obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (150 nM) metodou stopped-flow (hore).

Rezidualny diagram dvojexponencidlneho fitu zmeny intenzity fluorescencie (dole).
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Obrazok 28: Namerand zmena intenzity fluorescencie pomalej fizy Na*IK™-ATPdzy z

prasacich obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (150 nM) metédou stopped-flow pre

cast poklesu intenzity (hore). Rezidualny diagram jednoexponencidlneho fitu zmeny

intenzity fluorescencie (dole).
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Obrdazok 29: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na*/K*-ATPdzy z prasacich
obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (150 nM) metodou stopped-flow pre cast

narastu signalu (hore). Rezidudlny diagram jednoexponencialneho fitu zmeny intenzity

fluorescencie (dole).

61



78000 ~
76000 —
74000 —
72000 —

70000 -

Intenzita [CPS]

68000
66000
64000

62000

— 350 nM RH421

4000

., 2000

Rezidualy [CPS

-4000

[l ‘ I

.W_I‘ ‘I
||’ il

i } |

0,0

0,5

1.0

—
1,5 2,0 2,5 3,0
Cas [s]

Obrazok 30: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na*lK*-ATPdzy z prasacich

obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (350 nM) metodou stopped-flow (hore).

Rezidualny diagram dvojexponencidlneho fitu zmeny intenzity fluorescencie (dole).
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Obrazok 31: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na*lK*-ATPdzy z prasacich
obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (350 nM) metodou stopped-flow pre cast
poklesu intenzity (hore). Rezidualny diagram jednoexponencialneho fitu zmeny intenzity

fluorescencie (dole).
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Obrazok 32: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na*IK™-ATPdzy z prasacich
obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (350 nM) metodou stopped-flow pre cast

narastu intenzity (hore). Rezidudlny diagram jednoexponencialneho fitu zmeny intenzity

fluorescencie (dole).
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Obrazok 33: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na*IK™-ATPdzy z prasacich

obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (75

0 nM) metédou stopped-flow (hore).

Rezidualny diagram dvojexponencidlneho fitu zmeny intenzity fluorescencie (dole).
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Obrdazok 34: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na*lK*-ATPdzy z prasacich
obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (750 nM) metodou stopped-flow pre cast

poklesu intenzity (hore). Rezidualny diagram jednoexponencialneho fitu zmeny intenzity

fluorescencie (dole).
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Obrazok 35: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na*IK™-ATPdzy z prasacich
obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (750 nM) metodou stopped-flow pre cast

poklesu intenzity (hore). Rezidudlny diagram jednoexponencidalneho fitu zmeny intenzity
fluorescencie (dole).
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Tabul’ka 3: Rychlostné konstanty pre rozne koncentrdacie farbiva RH421, ki predstavuje

pokles intenzity fluorescencie, k2 predstavuje narast intenzity fluorescencie.

RH421 ki[sY] ka2 [s]

35nM 0,6 +0,7 9,2+0,9

75 nM 56+0,1 3,0+0,9

150 nM 52+0,3 0,5+0,7

350 nM 6,1 +0,1 1,9+1,2

750 nM 11,0+0,5 39,7 +4,2
5 "

K, [s™

0 100 200 300 400 500 600 700 800
RH421 [nM]

Obrazok 36: Zavislost rychlostnej konstanty na koncentracii RH421, pre cast poklesu

intenzity fluorescencie.
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Obrazok 37: Zavislost rychlostnej konstanty na koncentracii RH421, pre cast ndrastu

intenzity fluorescencie.
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11 Meranie metodou stopped-flow pre rozne koncentracie
ATP

Nasledne bola merana kinetika Na*/K™-ATPazy pre rozne koncentracie ATP.
Vsetky merania prebichali pri koncentracii RH421 750 nM, pretoze pri tejto
koncentracii bola najlepsie viditel'na zmena fluorescencie a bola ziskana najrychlejsia
rychlostnd konstanta. Enzym bol opit’ inkubovany so sondou a az potom nasledovalo
meranie kinetiky. Uvedené st vysledky st zobrazené na obrazkoch 38 - 52. Aj v tomto
pripade su uvadzané vysledky pre klesajucu arastucu cCast’ grafu. V tabulke 4 st
zobrazené rychlostné konstanty pre jednotlivé koncentracie. Zavislost' rychlostnej

konstanty od koncentracie ATP je zobrazena na obrazkoch 53, 54.
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Obrdazok 38: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na*lK*-ATPdzy z prasacich
obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (750 nM) pri koncentracii 25 nM ATP metodou

stopped-flow (hore). Rezidudlny diagram dvojexponencidlneho fitu zmeny intenzity
fluorescencie (dole).
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Obrazok 39: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na*IK™-ATPdzy z prasacich

obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (750 nM) pri koncentracii 25 nM ATP metodou

stopped-flow

pre  cast

poklesu

signalu

(hore).

Rezidudalny

jednoexponencialneho fitu zmeny intenzity fluorescencie (dole).
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Obrazok 40: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na*IK™-ATPdzy z prasacich
obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (750 nM) pri koncentracii 25 nM ATP metodou
stopped-flow  pre cast  ndrastu intenzity  (hore). Rezidudlny  diagram

jednoexponencialneho fitu zmeny intenzity fluorescencie (dole).
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Obrazok 41: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na*IK™-ATPdzy z prasacich
obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (750 nM) pri koncentracii 2,5 uM ATP

metodou stopped-flow (hore). Rezidudlny diagram dvojexponencidalneho fitu zmeny

intenzity fluorescencie (dole).
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Obrdazok 42: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na*IK*-ATPdzy z prasacich
obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (750 nM) pri koncentracii 2,5 uM ATP
metodou stopped-flow pre cast (hore). Rezidualny diagram dvojexponencidlneho fitu

zmeny intenzity fluorescencie (dole).
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Obrdazok 43: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na*lK*-ATPdzy z prasacich
obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (750 nM) pri koncentracii 2,5 uM ATP
metodou stopped-flow pre Ccast narastu intenzity (hore). Rezidualny diagram

jednoexponencialneho fitu zmeny intenzity fluorescencie (dole).
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Obrdazok 44: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na*lK*-ATPdzy z prasacich
obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (750 nM) pri koncentracii 5 uM ATP metodou

stopped-flow (hore). Rezidudlny diagram dvojexponencidlneho fitu zmeny intenzity
fluorescencie (dole).
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Obrdazok 45: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na*lK*-ATPdzy z prasacich
obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (750 nM) pri koncentracii 5 uM ATP metodou

stopped-flow  pre cast  poklesu intenzity  (hore). Rezidudlny  diagram
Jednoexponencialneho fitu zmeny intenzity fluorescencie (dole).
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Obrazok 46: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na'IK™-ATPdzy z prasacich

obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (750 nM) pri koncentracii 5 uM ATP metodou

stopped-flow  pre cast  ndrastu intenzity  (hore).  Rezidudlny  diagram

jednoexponencialneho fitu zmeny intenzity fluorescencie (dole).
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Obrdazok 47: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na*lK*-ATPdzy z prasacich
obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (750 nM) pri koncentracii 25 uM ATP
metodou stopped-flow (hore). Reziduadlny diagram dvojexponencidlneho fitu zmeny

intenzity fluorescencie (dole).
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Obrazok 48: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na*IK™-ATPdzy z prasacich
obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (750 nM) pri koncentrdcii 25 uM ATP

metodou  stopped-flow pre cast poklesu intenzity (hore). Rezidudlny diagram

Jjednoexponencialneho fitu zmeny intenzity fluorescencie (dole).
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Obrazok 49: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na*IK™-ATPdzy z prasacich
obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (750 nM) pri koncentracii 25 uM ATP

metodou  stopped-flow pre cast narastu intenzity (hore). Rezidudlny diagram

jednoexponencialneho fitu zmeny intenzity fluorescencie (dole).
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Obrazok 50: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na*/K™-ATPdzy z prasacich
obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (750 nM) pri koncentracii 375 uM ATP

metodou stopped-flow (hore). Rezidudlny diagram dvojexponencidalneho fitu zmeny

intenzity fluorescencie (dole).
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Obrazok 51: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na*IK™-ATPdzy z prasacich
obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (750 nM) pri koncentracii 375 uM ATP
metodou  stopped-flow pre cast poklesu intenzity (hore). Rezidudlny diagram

Jednoexponencialneho fitu zmeny intenzity fluorescencie (dole).
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Obrazok 52: Namerand zmena intenzity fluorescencie Na*IK™-ATPdzy z prasacich
obliciek nekovalentne znacenej s RH421 (750 nM) pri koncentracii 375 uM ATP
metodou  stopped-flow pre cast narastu intenzity (hore). Rezidudlny diagram

Jjednoexponencialneho fitu zmeny intenzity fluorescencie (dole).
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Tabul’ka 4: Rychlostné konstanty pre rozne koncentracie ATP, ki predstavuje pokles

intenzity fluorescencie, ka2 predstavuje narast intenzity fluorescencie.

ATP ki[s7] ka2 [s7]
25 nM 9,4+0,5 1,2+1,8
2,5 uM 16,6 £0,5 0,4+0,6
5 uM 7,6+0,2 1,0£1,8
25 uM 9,5+0,2 1,1 +£0,3
375 uM 92+0,2 3,9+0,5
18
n
16 -
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Obrazok 53: Zavislost rychlostnej konstanty na koncentracii ATP, pre cast’ poklesu

intenzity fluorescencie.
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Obrazok 54: Zavislost rychlostnej konsStanty na koncentracii ATP, pre cast ndrastu

intenzity fluorescencie.
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Diskusia

V tejto praci bola sledovana kinetika fluorescenéne znacenej prasacej Na'/K*-
ATPézy pomocou techniky stopped-flow v pritomnosti Na*, Mg?* kationov a ATP. Pri
merani bolo pouzité nekovalentne viazuce sa fluorescencné farbivo RH421.

Pri sledovani kinetiky Na*/K'™-ATPazy je mozné sledovat’ jej pomala alebo
rychlu fazu. Dominantnd rychla faza je pripisovana fosforylacii enzymu a jeho
naslednej konformacnej zmene: E1ATP(Na*)s — E2P(Na*)s + ADP, teda hovorime o
prechode E; — E2. Rychlostna konstanta pre tito fazu je okolo 180 - 200 s™. Pomala
faza predstavuje prechod pumpy zo stavu E» — Ei1 a az po tomto kroku nastidva
fosforylacia enzymu s rychlostnou konstantou v rozmedzi 8 - 30 s (Kane a kol. 1997,
Liipfert a kol. 2001).

Na rychlostné konstanty ma vplyv aj koncentracia Na®. S rastacou koncentraciou
narasta rychlostna kons$tanta od hodnoty nerozoznatelnej od nuly, v pripade absencie
Na* az k hodnote 200 s pri 130 mM Na*. Toto spravanie je zhodné s ideou zhrnutou v
Post - Albersovom modely, teda fosforylacia Na*/K*-ATPazy moze nastat’ len vtedy, ak
st obsadené vSetky Na* vizbové miesta. V pripade pomalej faze sa taktieZ ukazuje
narast rychlostnej konStanty s narastajucou koncentraciou Na* ionov, dosahuje hodnoty
v rozmedzi 30 — 45 s pri 130 mM (Kane a kol. 1997, Clarke a kol. 1995). Z tohto
dovodu bola zvolena 130 mM koncentracia Na* idnov pre tento experiment.

Pre podmienky, ktoré boli nastavené v tomto experimente, bol ocakavany
konformacény stav E1, ale vysledky rychlostnych konstant a ani zjavny pokles intenzity
fluorescencie tomu nenasvedcuje. Intenzita fluorescencie je rozdielna v zavislosti od
toho, v akom konformaénom stave sa Na'/K™-ATPaza nachadza. Jednotlivé
konformacéné zmeny su sprevadzané rozdielnou zmenou fluorescencie. Pripad merania
s RH421 je uvedeny v kapitole 5. Pokles intenzity fluorescencie je o¢akavany v dvoch
pripadoch b alebo ¢ (uvedené v kapitole 5). V tomto experimente nastal pravdepodobne
stav b, ktory poniika dve moZnosti zmeny konformacie: E2 — Ei(Na"); alebo
E-ATP — Ei1(Na*)z ATP. Enzym sa nachadzal v stave E2 a bola merana pomala faza,
oproti oCakavanému stavu Ei arychlej fazy. Tento problém moéze byt spojeny s
nedostatocne dlhym ¢asom inkubdcie sondy a enzymu. Namerané hodnoty su vSak stale

prili§ nizke oproti literature, ¢o moze stvisiet’ so zmenou niektorych podmienok (rdézne
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zlozenie pufru, odli§nd koncentracia Mg?*, odli§né laboratérne podmienky) merania
voci literature.

So zvySenim koncentracie RH421 sa oCakaval narast intenzity fluorescencie a
taktiez najvyssia rychlostna konstanta. Tento predpoklad sthlasi s vysledkami merania a
s hodnotami uvedenymi v tabul’ke 3 a na obrazku 36.

V d’alSom merani sa menila koncentracia ATP a bola pouzitd 750 nM RH421,
pretoZe pri tejto koncentréacii bola najvyssia rychlostna konstanta 11,0 + 0,5 s™*. Podl'a
tabul’ky 5 najvyssia rychlostnd konstanta bola dosiahnuta pri koncentrécii 2,5 uM ATP,
16,6 = 0,5 s, Pri porovnani vysledkov s literatiirou pre ATP v rozmedzi koncentracii
0 - 500 uM st rychlostné konstanty pre rychlu fazu a pomalu fazu priblizne rovnaké ako
u zvysujicej sa koncentracie Na* a to v rozmedzi 160 — 180 s? pre rychlu fazu, pre
pomald fizu st v rozmedzi 30 — 45 s? (Kane a kol. 1997). Pre rozne koncentracie
ATP sa odportca opitovné premeranie, pripadne zmena podmienok merania. Vysledky
moézu byt tiez ovplyvnené dlhou dobou skladovania enzymu pri -80°C (priblizne 10

mesiacov od izolacie).
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Zaver

Cielom prace bolo meranie kinetiky Na*/K*-ATPazy metodou stopped-flow.
Meranie prebiehalo s mikrozomalnou frakcou Na*/K*-ATP4azy, ktord bola ako sucast’
tejto prace izolovana z prasacich obli¢iek. Sledovala sa kinetika Na*/K"-ATPazy
inkubovana s fluorescnen¢nou sondou RH421 za urcitych podmienok, teda jednalo sa o
zmenu koncentracie fluorescencnej sondy RH421 a ATP.

Pri merani s RH421 je dolezité dbat’ na koncentraciu tejto sondy, pretoze uM
koncentracia inhibuje Na*/K"™-ATPazu (Frank a kol. 1996). V tejto praci bola pouzita
koncentracia v nM rozsahu. Pri zvySujucej sa koncentracii sondy sa zvySovala intenzita
fluorescencie a taktiez bola zistena pri vysSej koncentrécii rychlejSia casovd odozva.
AvSak namerané hodnoty pri danych podmienkach nedosahuji hodnoty udavané v
literatiire. To moze suvisiet’ s inymi laboratornymi podmienkami. Pre d’alSie merania
bola vybrand najvysSia koncentracia RH421 a to 750 nM, pre ktori bola namerana
najvyssia rychlostna konstanta 11,0 £ 0,5 s,

Pri zmene koncentrdcie ATP neboli dosiahnuté porovnatelné vysledky s
literatarou. Aj v tomto pripade sa oCakavala vysSia hodnota rychlostnej konStanty pri
vysSe] koncentracii ATP, avSak takéto vysledky neboli namerané. NajvysSia hodnota
rychlostnej konsStanty bola namerané pre koncentraciu 2,5 uM ATP, teda pri desatkrat
niz$ej koncentracii ako pri koncentrécii, pre ktort bola optimalizovand metoda. Pre toto

meranie sa navrhuje d’alSia optimalizacia merania ako uprava podmienok pre meranie.
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