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Zoznam skratiek

ADP — adenozindifosfat

Amidol — 2,4-diaminofenol dihydrochlorid
ATP — adenozintrifosfat

DFDS - difenyldiselenid

DFDT — difenylditelurid

EDTA — etyléndiamintetraoctova kyselina
m’Gua — 7-metyl guanin

m’Guo — 7-metyl guanozin

NMR — nukledrna magnetické rezonancia
P; — anorganicky fosfat

SDS — dodecylsulfat sodny

SERCA - Ca**-ATPaza nachadzajuca sa v sarko(endo)plazmatickom retikulu
TCA — kyselina trichloroctova

TNP-ATP - 2',3-0-(2,4,6-trinitrofenyl) adenozin 5'-trifosfat, fluorescenény analég ATP



Zhrnutie

V prvej Casti sa tato praca venuje transportnym ATPazam, ich rozdeleniu a ich funkciam
v bunke. Dalej sa zameriava na delenie ATP4z P-typu a $pecialne sa venuje Na‘/K*-ATPaze,
jej Strukture, mechanizmu, jej Glohe v metabolizme a miestami pre vdzbu prirodzenych
ligandov a inhibitorov. V druhej ¢asti sa praca venuje biologicky vyznamnym latkam, ktoré
maja vplyv na aktivitu tohto enzymu a metodam ma meranie aktivity Na'/K*-ATPazy, ktoré
poméhaju odhalit’ interakcie tychto latok s pumpou. Specialne sa venujeme vplyvu dvoch
toxickych latok difenyldiselenidu a difenylditeluridu na aktivitu Na'/K'-ATPazy. Na
odhalenie tychto interakcii sme vyuzili dve metdody. Ako prvii sme pouzili absorbanénu
metodu zalozenu na farebnej reakcii vyvinutého fosfatu s niektorymi latkami. Ako druht sme
pouzili fluorescencni metddu zalozen na zmene intenzity fluorescencie v dosledku reakcie
niektorych latok s fosfatom. V zavere prace st porovnavané vysledky dosiahnuté oboma
metodami s doposial’ publikovanou literatirou. Podarilo sa nam potvrdit, ze difenyldiselenid
a difenylditelurid sa pri koncentraciach nizsich ako 100uM spravaju ako inhibitory aktivity
Na'/K*-ATPazy. Naopak pri vys$ich koncentraciach sa tieto latky spravaju ako aktivatory
tohto enzymu, ¢o doposial’ nebolo publikované. V porovnani metdéd na meranie aktivity
Na'/K'-ATPazy sa nam lepsie javi fluorescenénd metdda, pretoZe bola presnejsia a mene;

naroc¢nejSia na Cas a materialy.



Abstract

The first part of this work is devoted to ATPases, their sorting and their cellular functions.
Farther, it is focused on P-type ATPases and specially on the Na'/K*-ATPase, its structure,
mechanism, role in metabolism and binding sites for native ligands and inhibitors. The second
part deals with biologically important chemicals that influence the activity of this enzyme and
methods of measuring the activity of Na'/K"-ATPase, which help to reveal these interactions
of this chemical with pump. We pay special attention to the influence of two toxic chemicals
dipheny! diselenide and diphenyl ditelluride on the activity of Na'/K*-ATPase. To reveal this
interaction, we used two methods. The first was absorption method based on color reaction of
emerged phosphate with some chemicals. The second method was a fluorescence method,
which is based on intensity change of fluorescence resulting from reaction of some chemicals
with phosphate. The end of my work deals with comparison of results coming from both
methods and contemporary literature. We confirmed that diphenyl diselenide and diphenyl
ditelluride cause inhibition of activity Na*/K*-ATPase by the concentration less than 100uM.
On the other hand, when the concentration is higher, these chemicals behave as activators of
this enzyme, which has not been reported yet. Fluorescence method seems to be better for
measuring the activity of Na'/K*-ATPase, because it was more precise and less time- and

materials-consuming.
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1.Uvod

Zivot bez proteinov tak ako ho pozname by nebol mozny. Proteiny maju v organizme
niekol’ko nezastupitelnych funkcii, ako napriklad StruktGrnu, enzymovi, regulaénd,
pohybovil, transportni a iné. Bez proteinov by nebol mozny aktivny transport. Aktivny
transport cez bunkovii membranu sa uskutociiuje proti spadu elektrochemického gradientu
apreto nan bunka spotrebuva energiu. Tento transport sa uskuto¢fiuje pomocou
membranovych proteinov. Jednym z nich je aj Na'/K'-ATPaza . Jedna sa o integralny
membranovy protein, ktory poc€as hydrolyzy jednej molekuly ATP transportuje tri kationy
sodika von z eukaryotickej bunky vymenou za dva kationy sodika. Tento jedine¢ny protein
patri do rodiny ATPaz P-typu, ktorych spolo¢nou vlastnostou je, Ze vytvaraji fosforylacny
medzistupen pocas reakcie s ATP na konzervovanom aspartyle. ATPazy, patriace do tejto
rodiny maju taktiez podobnu $truktiru. Nedavno sa eite poznatky o $truktire Na'/K'-ATPazy
ziskavali najmé porovnavanim so Struktirou Ca2+-ATPézy, ktorej Struktura je zndma od roku
2000 (Toyoshima a kol. 2000). Od roku 2007 je uz znama aj krystalova $truktira Na'/K'-
ATPazy v rozligeni 3,5A (Morth a kol.). Nedavno boli publikované d’alsie krystaly v rozlieni
2,4A (Shinoda a kol. 2009) a 2,8A (Ogawa a kol. 2009). Na'/K"-ATP4za je esencialny protein
pre vSetky zivocichy a preto latky, ktoré maju vplyv na jeho aktivitu, st vel'mi vyznamné.
Ciel'om mojej prace bolo vypracovat’ metdédu na meranie aktivity Na*/K* - ATPazy, ktora by
sa dala o najefektivnejsie aplikovat’ na nase podmienky. Dalej pomocou zistenej metody na
meranie aktivity zistit' vplyv toxickych latok difenyldiselenid a difenylditelurid na aktivitu
pumpy. V tejto praci som sa venoval dvom metédam na meranie aktivity Na'/K" - ATPazy

a nasledne zistil, aky vplyv maji difenyldisielnid a difenylditelurid na aktivitu pumpy.



2. Teoria

2.1 Transportné ATPazy

Transportné ATPazy sa nachadzaju v biologickych membréanach vsetkych zivych organizmov
od baktérii, hub, rastlin az po zivo¢ichy. Cez membranu transportuju vel'a rozlicnych typov
i6nov a molekul a na tento transport vyuzivaji energiu z ATP, preto dostali spolo¢ny nazov
transportné ATPézy. Niektoré dokonca pracuji opacne a vytvarajd ATP. Dnes sa transportné
ATPazy delia na 4 hlavné skupiny: F-typu, V-typu, ABC-typu a P-typu. Ako prva bola
objavena Na'/K'-ATP4aza v roku 1957. Objavil ju dansky prirodovedec Jens Christiane Skou
v krabich nervoch (Skou 1957). Neskor bolo zistené, ze vytvara kovalentny fosforylacny
medzistupenn a podl'a tohto medzistupna dostala ndzov celd skupina transportnych ATPaz,
teraz znamych ako P-typ. V roku 1958 Efran Racker a jeho kolegovia publikovali prace na
mitochondriach (Pullman a kol. 1958). Spolo¢ne publikovali, Ze ATPazy z hoviadzieho srdca
V mitochondridlnych fragmentoch dokazu vytvarat ATP syntézou z ADP a P;. ATPazy boli
pomenované Fi. Dnes sa uz vie, Ze celd pumpa sa sklada z Casti F; a Fo a nazyva sa ATP-
syntaza. Bola najdena v baktériach, rastlinnych chloroplastoch a mitochondriach. Dnes je
sucastou skupiny ATPaz F-typu. V roku 1981 japonsky vedci Yoshinori Ohsumi a Yasuihiro
Anraku publikovali objav ATPazy z vakuoly kvasiniek a polozili tak zaklad k vytvoreniu
dalsej skupiny transportnych ATPaz V-typu (Ohsumi a Anraku 1981). Stvrta a daleko
najvacsia skupina transportnych ATPé4z je oznaCovanad ABC. Prvykrat boli zorganizované
a zaradené do superrodiny Christopherom Higginsnom a jeho kolektivom v roku 1986
(Higgins a kol 1986).



2.1.1 ATPazy P-typu

ATPazy P-typu vytvéaraji rodinu integrdlnych membranovych proteinov, ktoré aktivne
transportuju kationy alebo aminofosfolipidy cez membranu, v spojeni s hydrolyzou ATP. Su
tiez ¢asto nazyvané E1-E; ATPazy, pretoze pocas svojho cyklu sa vyskytuja v dvoch hlavnych
konformaénych stavoch E; a E,. Pocas katalytického cyklu je y—fosfatova skupina z ATP
presunutd na konzervované aspartylové reziduum enzymu a vytvara fosfo-enzymovy
medzistupen, ktory je charakteristicky pre vsetky ATPazy P-typu. Vsetky ATPazy tejto
rodiny potrebuju I\/Ig2+ ako esencialny kofaktor a vSetky st inhibované vanadatom. ATPazy

P—typu sa delia na 5 podskupin a tie sa d’alej delia na jednotlivé triedy.
I. skupina obsahuje dve triedy: I.Aa I.B.

|.A trieda zahriiuje ATPazy, ktoré sa nachadzaji len u prokaryot, vSetky maju
podobnu topologiu a mechanizmus.

I.B trieda obsahuje ATPazy, ktoré transportuju med’ a tazké kovy.
II. skupina je najpocetnejsia, pozostava z tried I1I.A, 11.B, 11.C, 11.D.

II.LA trieda obsahuje vépnikové pumpy, ktoré viazu dva Ca®* idny, maju asto
regula¢nt podjednotku a nachddzaju sa hlavne vo vnitornych membréanach.

I1.B trieda zahriiuje vapnikové pumpy, ktoré viazu jeden Ca®" ion, ich sucastou byva
autoinhibi¢na terminilna doména a vyskytuju sa hlavne v plazmatickej membrane.

11.C trieda obsahuje Na*/K*-ATPazu a H'/K*-ATPazu

I1.D trieda zahrnuje pumpy, ktoré st zodpovedné za transport sodného alebo

draselného 16nu.

I11. skupina pozostava z ATPaz, ktoré majii podobnu topologiu ako ATPazy z Il. skupiny.
Obsahuje napriklad H*-ATPazu a Mg®*-ATPazu, ktoré sa nachadzaju v bunkich hub

a baktérii.

IV. skupina obsahuje aminofosfolipidova ATPazu (flipazu). Ta sa bezne vyskytuje u prvokov

a v bunkach cicavcov. Jej funkcia vSak zatial’ nie je dokladne preskimana.

V. skupina je poslednou skupinou ATPaz P-typu a obsahuje ATPazy. ktorych funkcia

doposial’ nebola celkom objasnena (Thever a Saier 2009).



Obr. 1 H*-ATP4za z Arabidospis Thaliana. Patri do Ill. triedy ATP4az P-typu. Modra rovina
ohraniCuje intracelularny priestor, ¢ervena rovina extracelularny. PDB kod 3b8c. Obrazky

krystalovych Struktar boli vytvorené pomocou programu PyMol.

Obr. 2 Ca?*-ATPéza zo sarkoendoplazmatického retikula z Oryctolagus Cuniculus. Patri do
IILA triedy ATPaz P-typu. Iony vapnika s sfarbené fialovo. Modra rovina ohraniCuje

intracelularny priestor, ¢ervend rovina extracelularny. PDB kod 1su4.
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2.1.2 ATPazy F-typu

ATPazy F—typu sa vo vicsine buniek nespravaju ako klasické ATPazy, ale ako ATP-syntazy.
Dokézu vytvarat ATP z ADP a P; za Gcasti Mg?* a vyuzivaju elektochemicky gradient
protonov, ktory bol vytvoreny elektronovym transportnym ret'azcom. Tieto ATP-syntazy sa
nachadzaju v bakteridlnych membranach, v membranach mitochondrii a Vv tylakoidnych
membranach chloroplastov rastlin. Mozno ich najst’ aj na povrchu niektorych endotelovych
buniek. ATP syntazy st velké proteinové komplexy pozostavajuce z dvoch domén
nazyvanych F; a Fo. Obe Casti F; aj Fo sluzia ako motory, ktoré st pohanané tokom protonov,
pricom Fy byva oznacovany ako stator a F; ako rotor. Krystalova Struktura celej ATPazy
zatial' eSte nebola publikovana. Je zaujimavé, Ze Struktira esencidlnych casti ATPsyntaz je

konzervovana cez celu evoluciu, aj ked’ sa ATPsyntazy v roznych organizmoch mierne liSia
(Pedersen 2008).

extracelularny priestor

Obr. 3 Schématicky obrazok ATPazy F-typu (Copyright Nelson akol. 2002). Krystalova
Struktira kompletnej ATPéazy F-typu doposial’ nebola publikovana.



2.1.3 ATPazy V-typu

Zivot kazdej eukaryotickej bunky je zavisly na funkcii ATP4z V-typu. Svojou $truktirou
a mechanizmom st vel'mi podobné ATP4azam F—typu, dokonca niektoré podjednotky tychto
ATPaz maji pravdepodobne spolo¢ny pdvod. Hlavna Struktra F—a V-typov ATPaz je
celkom podobna. Oba enzymy su zlozené =z katalytickych sektorov F; respektive Vi
a membranovych sektorov Fo respektive V,. Zatial’ co primarnou funkciou ATPaz F-typu je
tvorba ATP, funkciou ATPaz V-typu je, Ze pracuju ako proténové pumpy. Su sucastou
niektorych bunkovych organel, ako napriklad lyzozomy, Golgiho aparat a vakuoly. Kazda
z tychto vnutrobunkovych organel vyzaduje Specifické vnutorné pH, ktoré je vytvarané prave
aktivitou ATPaz V—typu. Dalej sa zacastiiuji niektorych esencialnych funkcii medzi ktoré
patria endocytdza, posttranslacnd modifikacia, proteinova degradécia, a sekundarny transport

(Saroussi a Nelson 2009).

cytoplazma
I

lutmen

Obr. 4 Schématicky obrazok ATPazy V-typu (Copyright Nelson a kol. 2002). Krystalova
Struktara kompletnej ATPazy V-typu doposial’ nebola publikovana.



2.1.4 ATPazy ABC-typu

ABC ATPazy (nazov dostali podl'a skratky z anglického ATP binding cassette) st integralne
membranové proteiny, ktoré vyuzivaji energiu z viazby a hydrolyzy ATP na transport
ATPéaz. ABC transportéry mozu byt rozdelené na dve hlavné skupiny. Prvou z nich st ABC
importéry, ktoré su zodpovedné za transport latok do bunky a nachadzaju sa len u prokaryot.
Druhu skupinu tvoria ABC exportéry a tie naopak zodpovedaji za transport latok opacnym
smerom. Ich zakladna StruktGra pozostdva z dvoch transmembranovych domén, ktoré
vytvaraju kanal pre substrat a dvoch cytoplazmatickych domén, ktoré st zodpovedné za vazbu
a hydrolyzu ATP. Casto transportuju viacero substratov. V su¢astnosti je znamych viac ako
50 ATP4az ABC-typu a boli publikované niektoré krystalové Struktary tychto pozoruhodnych
ATPaz. Poruchy niektorych tychto ATPaz su dokonca spéjané s chorobami ako st napriklad
rakovina alebo cysticka fibroza. (Hollenstein a kol. 2007).

Obr. 5 Maltézovy transportér z Escherichia Coli. Modra rovina ohraniCuje intracelularny

priestor, Cervena rovina extracelularny. PDB kod 2r6g.



Obr. 6 Vitamin B12 transportér z Escherichia Coli. Modra rovina ohranicuje intracelularny

priestor, ¢ervena rovina extracelularny. PDB kod 117V.

Obr. 7 Lipidovy exportér z Salmonella typhimurium. Modra rovina ohraniuje intracelularny

priestor, ¢ervena rovina extracelularny. PDB kod 3b60.



Obr. 8 Molybdatovy importér z Methanosarcina acetivorans. Modra rovina ohranicuje

intracelularny priestor, ¢ervena rovina extracelularny. PDB kod 3d31.

Obr. 9 Methioninovy importér z Escherichia Coli. Modra rovina ohranicuje intracelularny

priestor, ¢ervena rovina extracelularny. PDB kod 3dhw.
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2.2 Na*/K*-ATPadza

Tento pozoruhodny enzym bol objaveny danskym prirodovedcom Jensom Christianom
Skouom v roku 1957 v krabich nervoch (Skou 1957). Za objav tejto ATPazy obdrzal v roku
1997 Nobelovu cenu. Na'/K'-ATPiza patri do rodiny ATPaz P-typu a je to najdlhsi
proteinovy komplex z tejto rodiny. Vytvara koncentracny gradient pre draslik a sodik, ktory je
esencialny pre vSetky bunky Zivo¢ichov, vymenou dvoch draselnych ionov za tri i0ny sodika
cez plazmaticki membranu pocas hydrolyzy jednej molekuly ATP. Nachadza sa v bunkach
vSetkych druhov ZivocCichov, pricom kazda jedna bunka moéZe obsahovat’ 800 000 az 3 000
000 pump. V pokoji spotrebuva 20 az 30% ATP bunky. Gradienty draslika a sodika sa
vyuzivaji na udrzanie membranového potencidlu a na sekunddrny transport. Pomocou
sekundarneho transportu sa do bunky prenasaju napriklad i6ny vapnika, molekuly glukozy
ainé. Latky ziskané pomocou sekundarneho transportu sa d’alej vyuzivaju v metabolizme,
pomahaju pri udrziavani homeostazy, staleho bunkového objemu, stdleho vnutrobunkového
pH a staleho osmotického tlaku. Transport je sprostredkovany konformanymi zmenami
enzymu, ktoré sa oznacuju E;-E;. Pumpa v tychto dvoch stavoch selektivne viaze tri i0ny
sodika a dva i6ny draslika pri¢om plati, ze E; konformacia ma vysoku afinitu k Na* a k ATP
a nizku afinitu k K*. Naopak E, konformacia ma vysoku afinitu k K" a nizku afinitu k Na®
a k ATP. Pre spravne fungovanie pumpy je nevyhnutny kofaktor Mg2+, ktory vsSak nie je cez

membranu prenasany (Jorgensen a kol. 2003).
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2.2.1 Kineticky mechanizmus Na*/K+-ATPazy
Mechanizmus popisujuci translokdciu kationov cez plazmaticki membrénu je znamy ako

Albers—Postov mechanizmus (Obr. 10).

EPE NI
| | o
T2 Tr—1¥

Obr.10 Albers-Postov mechanizmus.

Mechanizmus pozostava z nasledujiicich krokov: 1. Na pumpu v E; konformacii na ktorej je
naviazand ATP sa z intraceluldrneho priestoru naviazuju 3 sodné kationy. 2. ATP sa Stiepi na
ADP a P;. Pumpa sa zatvara. 3. E; konformacia sa meni na E; konforméciu. Tri sodné kationy
st vypustené von. 4. Z extracelularneho priestoru sa naviazuja 2 kationy draslika. 5. Odpaja sa
P;. Pumpa sa zatvara. 6. Navdzuje sa ATP. Pumpa sa otvara a vypusta kationy draslika do

intracelularneho priestoru a cyklus sa méze zopakovat’ (Jorgensen a kol. 2003).
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2.2.2 Struktura Na*/K*-ATPazy

Vicsina ATPaz P—typu je tvorena jednym polypeptidovym retazcom. Len dva enzymy z tejto
superodiny su zloZené z dvoch podjednotiek. Jedna sa o H'/K'-ATP4zu a Na'/K'-ATPazu.
Prva podjednotka je oznaCovana ako o aje homologicka s ostatnymi ATPazami P-typu.
Druha podjednotka je oznacovana ako B. Podjednotka B je glykoprotein zodpovedny za
zabudovanie a podjednotky do plazmatickej membrany, je nevyhnutna pre spravne zbalenie
proteinu a pravepodobne sa zucastiiuje aj pri transporte draselnych idonov. Nedavno bola
identifikovana rodina malych tkanivovo $pecifickych transmembranovych proteinov, ktorych
sekvencia obsahuje FXYD motiv. Tento protein pravdepodobne slizi ako regulator Na'/K*-
ATPazy. Pri purifikacii enzymu z obliieck byva tento regulacny protein v komplexe
S podjednotkami o a B a byva preto oznacovany ako podjednotka y. Stechiometricky pomer

a:B:y je 1:1:1 (Jorgensen a kol. 2003).

2.2.2.1 Podjednotka a

Podjednotku o tvori desat’ transmembranovych o helixov znaenych M1 az MI0
a cytoplazmaticka cast’ zloZzena z troch domén oznacovanych A (actuator), N (nucleotide—
binding) a P (phosphorylation). Doména A sa sklada z polypeptidového retazca N—konca
a kl'ucky medzi M2 a M3. Domény P a N su tvorené kl'uckou medzi M4 a M5. Molekulova
hmotnost’ o podjednotky je asi 110kD a sklada sa z priblizne 1000 aminokyselin. Podjednotka
o Na'/K'-ATPazy je homologicka s ostatnymi podejdnotkami ATPaz P—typu ako napriklad
H*/K*-ATPazy a Ca®*-ATPazy. U ludi bola najdend v 4 izoformach (al—04). Izoforma al
bola najdena vo vSetkych bunkach, a2 sa vyskytuje v bunkach srdca, a3 v nervoch a izoforma

a4 v semenikoch. (Jorgensen a kol. 2003)
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2.2.2.2 N doména

Tato doména moze byt izolovana z enzymu a nad’alej si zachovéava svoju tercidlnu Strukturu.
Struktura tejto domény bola odhalena uZ v roku 2003 nezavisle na sebe pomocou rentgenovej
krystalografie (Hakansson 2003) a pomocou NMR (Hilge 2003). N doména obsahuje miesto
pre viazbu ATP. Je vloZena do P domény a sklada sa z 8 listového antiparalelného [-sheetu.
Z tohto B-sheetu sa vysuvaju dva dlhé segmenty, prvy sa nachddza medzi najvzdialenejSimi
listami tohto B-sheetu, teda listami 3 a 4 a druhy segment medzi listami 6 a 7. Kazdy z tychto
segmentov obsahuje B-vlasenku a dva alebo tri helixy. Miesto pre vazbu ATP sa nachadza
v hydrofobnom vrecku ohrani¢enom listami 4,5,6 a 7. Na'/K*-ATPaza oproti Ca’*-ATPaze
neobsahuje niektoré rezidua, prvy rozdiel je medzi listami 1 a 2, druhy rozdiel je na C-konci

helixu Asp443-Cys457 (Jorgensen a kol. 2003).

Obr.11 Na'/K'-ATP4aza. N-doména je sfarbend modrou farbou. Modrd rovina ohrani¢uje

intracelularny priestor, ¢ervena rovina extracelularny. PDB kod 2zXe.

13



2.2.2.3 Miesto pre vazbu ATP

Na prvé pokusy odhalit’ miesto pre viazbu ATP bolo pouzivané chemické znacenie. Pouzitim
protein-reaktivnych analogov 2-azido-ATP a 8-azido-ATP (Tran a kol. 1994) bolo mozné
oznacit’ a identifikovat’ Gly502 a Lys480 ako mozné miesta pre rozpoznanie ATP (Mcintosh
a kol. 1996). Experimenty s 5’-diphospho-5"-adenozinom a pyridoxal fosfatom ukazuju, ze
Lys480 rozpoznava fosfatovia ¢ast’ nukleotidu (Hinz a Kirley 1990). Dalej bolo ukézané, Ze
rezidua Lys501 a Lys515 lezia vo vnutry vdzobného vrecka pre ATP (Gatto a kol. 1997).
K odhaleniu d’alSich aminokyselin zodpovednych za vizbu ATP prispel vyvoj molekularnej
biolégie. Pomocou bodovych mutécii bolo ukdzané, Ze mutacie rezidui Phe475, Lys 480,
Lys501 a Arg544 veda k podstatnému potlacenie aktivity enzymu (Teremachi a kol. 2002).
Mutac¢né experimenty s izolovanou N-doménou ukazali potlacenie afinity k TNP-ATP
i kK ATP po mutacii Glu446, Phed75 a GIn482 (Kubala a kol. 2003). Podobne, muta¢né
experimenty na SERCA odhalili, Ze mutacie Phe487, Arg489, Lys492 (Mclntosh a kol. 1996),
Lys515 (Maruyama a MacLennan 1988), Arg560 (Hua akol. 2002) av mensej miere
i Gly516 (Maruyama a MacLennan 1988) viedli k potlaceniu vizby nukleotidu alebo aktivity
enzymu. Hodnotni informéaciu poskytla kombindcia mutacii a fotooznacujicich
experimentov. Odhal'uje, ze Thr441, Glu442, Phe487, Argd89, Lys492, Lys515, Arg560
a Leu562 st rozhodujuce rezidua pre interakciu ATP so SERCA (Clausen a kol. 2003,
Mclntosh a kol. 2003). Je vSak nutné poznamenat’, Ze Stadie, V ktorych boli pouzité ATP
analogy sa musia posudzovat’ vel'mi opatrne. Sucastné mutacné Studie ukazuja, ze ATP Cast’
Z fluorescencného analégu TNP-ATP zaujima mierne odlisni poziciu vo vizbovom vrecku

ako ¢isté ATP. Naviac bolo odhalené, Ze ATP analdgy zpdsobuji odlisné konformacné zmeny

ako c¢isté ATP (Kubala 2006).
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2.2.2.4 P doména

Tato doménu tvori paralelny B-sheet, zlozeny zo Siestich listov vytvorenych z dvoch
Rossmanovych motivov, ktoré st zboku chranené jednym paralelnym a jednym
antiparalelnym B-listom. Medzi druhym a tretim listom je vsunuta N doména. Na P doméne sa
nachadzaju tri konzervované motivy. St usporiadané vedla seba a blizko vdzobnych miest pre
Mg?®* a fosfat. Prvy z tychto motivov, 369-DKTGTL v Na'/K*-ATPaze obsahuje asparagovii
kyselinu, ktora je fosforylovana pocas katalyzy. Druhy konzervovany motiv je 610-TGD na
tretom liste. Treti motiv, 708-TGDGVND, je ohrani¢eny Siestym B-listom P domény kde sa
nachadza Asp710, ktory je potrebny pre vizbu Mg?* (Jorgensen a kol. 2003).

’.‘-.

Obr.12 Na'/K'-ATPaza. P-doména je sfarbena zelenou farbou. Modra rovina ohrani¢uje

intracelularny priestor, ¢ervena rovina extracelularny. PDB kod 2zXe.
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2.2.2.5 Adoména

Téato doména je najmensia cytoplazmatickd doména a- podjednotky Na'/K*-ATPazy. Sklada
sa z N-koncového segmentu (Glyl-GIn88) a kl'ucky medzi M2 a M3 (Lys205-Glu312). V
Ca’*-ATPaze cytoplazmatickd klucka tvori deformovani zvinuti Struktaru, kde sa
nachadzaju 2 kratke helixy zo 40 aminokyselin na N-koncovom segmente. Konzervované
motivy na tejto doméne su 212-TGES, 275-TPI, 357-VETLG a 827-RXPK (Jorgensen a kol.
2003). A doména pravdepodobne pomaha pri konforma¢nych zmenach enzymu z E; do Eo.

Dalej sa pravdepodobne z(&astiiuje pri procese fosforylacie (Grycova a kol. 2009).

Obr.13 Na'/K*-ATP4za. A-doména je sfarbena cervenou farbou. Modra rovina ohranicuje

intracelularny priestor, ¢ervena rovina extracelularny. PDB kod 2zXe.
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2.2.2.6 Transmembranova oblast

Tuto oblast’ tvori 10 transmembranovych a-helixov oznatovanych M1 az M10. Nachadzaju sa
tu vdzobné miesta pre idny. Miesta pre vizbu draslika sa oznacuji ako Iall. Miesto
| esencidlne tvori len pét kyslikovych atémov, pozostavajicich z jedného hlavného retazca
rezidua Thr779, tromi postrannymi retazcami rezidui Ser782, Asn783 a Asp8l1 a jednej
molekuly vody. Miesto II je posunuté o 1,3A k extraceluldrnej strane oproti vizobnému
miestu I. Je tvorené tromi hlavnymi retazcami karboxylov Val329, Ala330 a Val 332, tromi
alebo Styrmi atomami kyslika z postrannych retazcov rezidui Asn783, Glu786, Asp8l11
a mozno Glu334 a ziadna molekula vody k vizbe neprispieva. Tieto miesta si zodpovedné aj
za vizbu dvoch z trojice sodnych ionov. Dalej sa zistilo, Ze k vizbe sodika prispieva aj
Asp815 (Shimoda a kol. 2009). Dalej bolo navrhnuté, Ze za vizbu treticho sodného i6nu
zodpovedaji rezidua Tyr771(M5), Thr807(M6) a Glu954(M9) (Morth akol. 2007). Je
pravdepodobné, Zze priamy kontakt C konca s M5 a s kl'u¢kou medzi M8 a M9 sluzi na

optimalizaciu vizby treticho sodného i6nu (Morth a kol. 2007).

Obr.14 Na'/K*-ATPaza. Transmembranova oblast je sfarbena hnedou farbou. Miesta pre
vézbu i6nov su sfarbené fialovou farbou. Modré rovina ohranicuje intracelularny priestor,
cervena rovina extracelularny. PDB kod 2zXe.
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2.2.2.7 Miesto pre vazbu ouabainu

Ouabain je $pecificky inhibitor Na'/K*-ATPazy. Bol ziskany z rastliny Strophanthus gratus a
patri medzi srdcové glykosidy. Pouziva sa pri lieCbe poruch srdca viac nez dvesto rokov.
Vdaka tomu, Ze inhibuje aktivitu sodno draselnej pumpy sposobuje narast intracelularnej
koncentracie Na*, to ma za nasledok aktivaciu Na'/Ca” pumpy, ktord vyustuje v narast
koncentracie intracelularneho Ca™ a to vedie k silnejsiej kontrakcii srdcovej svaloviny. Miesto
pre vizbu ouabainu bolo predmetom mnohych muta¢nych experimentov. V sucastnosti je uz
dostupna krystalova struktira Na'/K'-ATPazy s naviazanym ouabainom, ktora miesto pre
jeho vdzbu pomohla odhalit’ (Ogawa a kol. 2009). Rezidua, ktoré st zodpovedné za vizbu
ouabainu st podla najnovsej Struktary Cyslll, GInl18, Asp128, Asnl129, Glu313, Glu319,
Ile 322, Phe323, 11e325, 11328, Val 329, Asn331, 11787, Phe 790, Phe793, Leu800, 11804,
Arg887.

OH OH

Obr.15 vlavo, Na'/K*-ATP4za. Molekula ouabainu je znizornena Zltou farbou. PDB kéd

2zXe. vpravo, Struktirny vzorec ouabainu.
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2.2.2.8 Podjednotka 8

Podjednotka B je unikatna pre P- typy ATP4z, ktoré prenasaji K* (Na'/K'-ATP4za a H'/K'-
ATPaza). Jej molekulova hmotnost’ je 55kDa. Vyskytuje sa v 3 izoformach (B1-3). Je nutna
pre spravne zabudovanie a-podjednotky do plazmatickej membrany a pre transport draselnych
ionov. Sklada sa z jedného transmembranového segmentu, kratkeho intracelularneho N-konca

a z vel'kej extracelularnej domény, ktora je glykozylovana (Jorgensen a kol. 2003).

I ar %2

.\t‘, f'\

Obr.16 Krystal Na'/K'-ATPazy. B- podjednotka je sfarbena ZItou farbou. Modra rovina

ohranicuje intracelularny priestor, Cervena rovina extracelularny.
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2.2.2.9 Podjednotka y

Nachadza sa v Na'/K'-ATPaze v oblickach. Tato podjednotka patri do rodiny FXYD
proteinov. FXYD je skupina siedmych kratkych jednoduchych transmembranovych proteinov
oznacena podl'a konzervovaného motivu FXYD. Slizia ako tkanivovo $pecifické regulacné

podjednotky (Garty a Karlish 2006).

Obr.17 Krystdl Na'/K'-ATPazy. y-podjednotka je sfarbena bledomodrou farbou. Modra
rovina ohrani¢uje intracelularny priestor, &ervend rovina extraceluldrny. Struktdra

intracelularne;j Casti y-podjednotky este nebola experimentalne uréena.
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2.3 Meranie aktivity Na*/K+*-ATPdzy

Vsetky ATPazy potrebuju na svoju Cinnost ATP. Hydrolyzou ATP na ADP a P; vznika
energia, ktora je v biologickych systémoch vyuzivana na rozli¢né procesy. Tohto faktu sa da
vyuzit pri merani aktivity ATP4z a teda aj samotnej Na'/K'-ATP4zy. Na meranie aktivity
existuje vela metdd a vacSina z nich st zalozené na detekcii uvol'nené¢ho fosfatu. Niektoré
metody pouZivaji *2P-znadené ATP a pritom sa meria uvolnenie fosfatu (Brattin a Waller
1983). Dalsie metody su zalozené na farebnej reakcii vzniknutého fosfatu s niektorymi
latkami a nasledne sa meria absorbancia. K meraniu aktivity Na'/K*-ATPazy sa da vyuzit' aj
fluorescenia, pretoze bolo pozorované, ze pri reakcii fosfatu s niektorymi latkami a za iasti
Specifického enzymu vznikaju latky, ktoré maji iny kvantovy vytazok fluorescencie ako
povodné latky. Nasledne je mozné ztohto rozdielu zistit' aktivitu. V tejto praci sme sa
venovali meraniu aktivity Na'/K'-ATP4zy jednou fluorescenénou (Banik a Roy 1990)
a jednou absorban¢nou metodou (Fiske a Subbarow 1925). Ako prvii sme pouzili absorbacnu
metodu podla ¢lanku, ktory publikovali Fiske a Subbarow v roku 1925. Tato metdda vyuziva
faktu, ze Na'/K'-ATPaza spotrebuva na svoju &innost ATP arozklada ho na ADP a P;.
Vzniknuty fosfat d’alej moze reagovat s dodecylsiranom sodnym, amidolom a molybdatom
amonnym, pricom tato reakcia vyvold modré zafarbenie roztoku, ktoré zavisi na mnozstve
fosfatu vyprodukovaného Na'/K'-ATPazou. Meranim absorbancie sa potom da uréit
mnoZstvo vyprodukovaného fosfatu a teda aj aktivita Na'/K*-ATPazy. Ako druha sme pouzili
fluorescencnu metddu podla clanku, ktory publikovali Banik a Roy v roku 1990. Tato metdda
taktiez vyuziva faktu, ze Na'/K'-ATPéza spotrebtiva na svoju &innost’ ATP a rozklad4 ho na
ADP aP;. Vzniknuty fosfat moéze d’alej reagovat’ s 7-metyl guanozinom(m’Guo) za ucasti
enzymu nukleotid fosforylazy za vzniku 7-metyl guaninu(m’Gua) aribozy 1-fosfat.

Schematické znazornenie tychto reakcii je zobrazené niZsie.

ATP 2S5 ADP + P,

Nulideotid

fosforylaza

P, + m’Guo > m'Gua + ribéza 1-fosfat
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Obe z tychto latok, 7-metyl guanozin a 7-metyl guanin s fluorescencne aktivne, priCom 7-
metyl guanin poskytuje mensi kvantovy vytazok fluorescencie. Tohto faktu sa da vyuzit na

meranie aktivity ATP4z a teda aj Na'/K*-ATP4zy.

2.4 Interakcia Na*/K*-ATPazy s biologicky aktivnymi latkami
Na'/K'-ATP4za je esencialny protein pre vsetky Zivodichy. Svojou &innostou vytvéra
koncentracny gradient pre sodik a draslik. Tento gradient je potrebny pre udrzbu
membranového potencidlu a pre sekundarny transport. Sekundarnym transportom su potom
do bunky transportované Ziviny a d’alSie latky, ktoré pomdhaji pri udrziavani homeostazy,
staleho vnatrobunkového objemu, staleho vnutrobunkového pH a staleho osmotického tlaku.
Preto latky, ktoré malii vplyv na aktivitu Na'/K*-ATPazy, st vel'mi vyznamné. Uplatiiuji sa
hlavne v medicine, kde sa vyuZzivaji na lieCenie r6znych chorob. Véaésinou sa jedna o latky,
ktoré maju na tento enzym inhibi¢ny t€inok. Tieto latky sa daji rozdelit’ do troch hlavnych
skupin: anorganické iony, malé organické molekuly a biomakromolekuly. Do skupiny
anorganickych ionov, ktoré inhibuju Na'/K*-ATPazu patria: Ni**, Co?*, Zn®*, Mn%*, Cd**,
Pb®*, Fe**, Hg*", Ag®*, Ba®*, AI** (Boiko a kol. 2004). Medzi malé organické molekuly
srovnakym ucinkom na tento enzym patria: aspartam (Schulpis a kol. 2005),
marinobufagerin, resibufogenin (Vu a kol. 2006), ouabain (Stimac a kol. 2005), homocystein
(Schulpis a kol. 2006) a dopamin (Chen a kol. 2006). Poslednt skupinu zastupuju amyloid B
(Mantha a kol. 2005), agrin (Hilgenberg a kol. 2006), guanidinoacetat (Zungo a kol. 2005).
Niektoré ztychto latok su vysoko toxické. Naopak latok, ktoré by spdsobovali zvySenie
aktivity Na'/K'-ATPazy je velmi malo. Do tejto skupiny mozno zaradit napriklad
kortikosteroidy (Kim a kol. 2006).
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2.5 Difenyldiselenid

Tato latka tvori zIté krystaly. Je nerozpustna vo vode a dobre sa rozpusta v alkoholoch,
éteroch a xyléne, Jej molekulova hmotnost je 312,13g/mol, bod topenia 59 °C a teplota varu
155 °C. Molekula difenyldiselenidu je stredovo sumern4, pri¢om stred siimernosti sa nachadza
medzi atdmami selénu. Vzdialenost’ tychto dvoch atémov je 2,29A. V priemysle sa pouziva
ako zdroj fenylselénu. Difenyldiselenid je toxicky pre vodné prostredie a bolo ukazané, Ze in

vitro inhibuje aktivitu Na*/K*-ATPazy z krysieho mozgu (Borges a kol. 2005).

Se—Se

Obr. 18 Molekula difenyldiselenidu.

2.6 Difenylditelurid

Vyskytuje sa vo forme cCerveno oranzovych krystadlov. Je nerozpustny vo vode. Jeho
molekulovd hmotnost’ je 409,41g/mol a bod topenia 66 °C. V priemysle sa pouziva ako
doélezity medziclanok pri syntéze niektorych latok. Pre niektoré organizmy (napr. hlodavce) je
silne toxicky a spdsobuje neurotoxické efekty. Bolo ukazané, Ze in vitro inhibuje aktivitu
Na'/K*-ATPazy z krysieho mozgu (Borges a kol. 2005).

Te

Te

Obr. 19 Molekula difenylditeluridu.
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3. Materialy a metody

3.1 Na*/K*-ATPaza

Pri naSich experimentoch sme pouzivali Na'/K'-ATPazu z hovidzieho mozgu od firmy
Sigma, ktora sa nachadzala vo forme lyofilizovaného prasku. Bola rozpustena v roztoku
detergentu octaetylénglycolmonododecylétheru a Tris-HCl spH 7,5 tak, aby vysledna
koncentricia bola 4,4mg/ml. Bola rozdelend na alikvoty a skladovana pri teplote -20°C.

Kontrolna analyza pomocou SDS-PAGE ukazala, ze Cistota proteinu je viac nez 90%.

3.2 Difenyldiselenid a difenylditelurid

Difenyldiselenid (Aldrich) a difenylditelurid (Aldrich) boli rozpustené v dimetylsulfoxide

(Lachema). Pri merani sme pouzivali zdsobny roztok s koncentraciou S0mM.
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3.3 Absorbacna metoda

Meranie absorbancie boli vykonané na pristroji Thermo Spectronic UV500. Pri merani bola

pouzita vinova dizka 660nm. Ako blank bola pouzita deionizovana voda.

Najskor bolo treba urcit' kalibraénii rovnicu. Tou rozumieme zavislost’ absorbancie na
koncentrécii fosfatu. Na zistenie kalibracnej rovnice sme pouzili nasledujice chemikalie (73%
(w/v) testovaci roztok 1, 5% (w/v) kyselina trichloroctova (TCA) (Lach-Ner), 0,3mM-2,5mM

Na;HPO, (Lachema)). Zlozenie testovacieho roztoku 1 bolo nasledovné:
56mM histidinovy pufr (Sigma) pH7,4

160mM NaCl (Fluka),

25mM KCI (Lachema),

5mM MgCl; (Fluka)

Na farbenie sme pouzili (1,2% (w/v) SDS (Fluka), 0,73% (w/v) Na,SO3 (Lachema), 0,073%
(w/v) amidol (Aldrich), 4,3mg/ml molybdat amonny (Lachema), 1,5% (w/v) H2SO,4 (Lach-
Ner)). Roztok amidolu musi byt vzdy Cerstvy. Roztok molybdatu aménneho sme pridavali do
vzorku ako posledny, pricom kazda vzorka reagovala presne 20 minut. Z tejto zavislosti sme

ziskali smernicu, ktortt sme potom pouzili na vypocet aktivity.

Na meranie aktivity sme pouzili nasledovné chemikalie (73% (w/v) testovaci roztok 2,
0,001mg/ml Na'/K*-ATPaza, 2,7mM ATP (Sigma), 4,5% (w/v) TCA (Lach-Ner). ZloZenie

testovacieho roztoku 2 bolo nasledovné:
43mM histidinovy pufr (Sigma) pH 7,4
186mM NaCl (Fluka)

29mM KCI (Lachema)

5,7mM MgCl, (Fluka)

Na'/K'-ATP4za bola rozpustend v roztoku (20mM histidin (Sigma), 250mM sachardza
(Lachema), 0,9mM EDTA (Fluka) pH 7,0). Do vzorku boli eSte pridané¢ skiimané latky
difenyldiselenid a difenylditelurid v rozsahu koncentracii 1uM az 1mM. Latky sme spolu

nechali reagovat’ 30 minut pri teplote 0°C. Potom sme tito zmes temperovali 1,5 mintty na
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37°C, pridali sme ATP anechali reagovat’ 5 minlit vo vodnej lazni. Reakciu sme zastavili

pridanim TCA. Na farbenie sme pouzili tie isté latky, ako pri kalibracii.

Merania boli vykonané Styrikrat a vysledky st prezentované ako priemer + smerodatnd
odchylka. Bolo overené, Zze zmena koncentracie difenyldiselenidu a difenylditeluridu nema

vplyv na absorbanciu.

3.4 Fluorescenc¢na metoda

Merania boli uskutocnené na fluorescen¢nom spektrofotometri Hitachi F4500 a boli
vykonané v rezimoch time scan a photometry. V rezime time scan sa jednd o kontinudlne
meranie zavislosti intenzity fluorescencie na ¢ase. V rezime photometry sa jedna o okamzité
meranie intenzity fluorescencie. Nastavenie spektrofotometra bolo nasledovné: excitaéna
vinova dizka 310nm, emisna vlnova dizka 390nm, §irka excitaénej §trbiny 10nm, $irka
emisnej Strbiny 20nm. V rezime photometry bol naviac nastaveny integra¢ny cas 3s a
intenzita fluorescencie bola zmerana kazdé tri mintty. Zostavajici €as bola vzorka drzana

mimo dosah priameho svetla. Merania boli uskutoénené pri teplote 37°C.

Pred kazdym meranim musela byt vykonand kalibracia pomocou roztoku Na;HPO4
(Lachema) vrozmedzi koncentracii 3uM do 25uM. Koncentracie dalSich latok boli
nasledovné (0,lunit/ml nukleotid fosforyliza (Sigma), 50uM m’Guo (Sigma)). Tieto latky
boli rozpustené v pufry (140mM NaCl (Fluka), 20mM KCI (Lachema), 50mM Tris (Sigma),
pH 7,4). Z nameranych hodnot sme ziskali zavislost intenzity fluorescencie na koncentracii
fosfatu a z naslednej rovnice sme ziskali smernicu, ktora ndm d’alej pomohla pri vypocte

aktivity.

Na meranie aktivity Na'/K'-ATPazy boli pouzité nasledujiice chemikalie (0,lunit/ml
nukleotid fosforylaza (Sigma), 50uM m’Guo (Sigma), 3mM MgCl, (Fluka), 88ug/ml Na*/K*-
ATPéaza, 100uM ATP (Sigma)). Tieto latky boli rozpustené v pufry (140mM NaCl (Fluka),
20mM KCl (Lachema), 50mM Tris (Sigma), pH 7,4). Pred samotnym meranim bolo potrebné
10 minht nechat’ roztok reagovat, aby sa skimana latka stihla naviazat na Na'/K'-ATPazu.
Reakciu sme Startovali pridanim ATP aroztok sme nechali 2 mintty reagovat, aby bol
spotrebovany fosfat, ktory vznikd samovolnym rozpadom ATP. Nasledne sme merali
aktivitu v rezime time scan a potom aj v rezime photometry. Z nasledného grafu sme ziskali
smernicu, z ktorej sme za pouzitia smernice z kalibraénej rovnice nasledne vypocitali aktivitu
Na'/K*-ATPazy.
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Merania boli vykonané trikrat a vysledky st prezentované ako priemer + smerodatna
odchylka. Bolo zistené, Zze koncentrdcie difenyldiselenidu a difenyditeluridu vicsie ako

0,5mM ovplyviiuju kalibra¢na rovnicu a preto bolo treba spravit’ korekcie na tento efekt.
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4, Vysledky a diskusia

4.1 Absorbanc¢na metoda
Na meranie aktivity Na'/K'-ATPazy s difenyldiselenidom a difenylditeluridom sme pouzili

dve nezavislé metoddy. Ako prvii sme pouzili absorba¢ni metéodu. Namerana aktivita Na'/K'-
ATPazy dobre odpoveda hodnotam z inych publikovanych prac (Janovska a kol. 2010). Z
naSich merani vyplyva, ze difenyldiselenid a difenylditelurid sa spravali ako slabé aktivatory
Na'/K'-ATPazy. Avsak rozdiely v aktivite si mensie ako je chyba merania, preto na zaklade
tejto metddy nemozeme vyvodzovat spolahlivé zavery. Aktivita Na'/K'-ATPazy v zavislosti
na koncentracii difenyldiselenidu je zobrazena na obrazku 20 a aktivita Na'/K'-ATPazy

v zavislosti na koncentracii difenylditeluridu je zobrazena na obrazku 21.
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Obr. 20 Zavislost aktivity Na*/K'-ATP4zy na koncentricii difenyldiselenidu. Aktivita bola
vyhodnocovan4 v jednotkach uMpi/mg proteinu za hodinu. Aktivita samotnej Na*/K*-ATPazy
bola 1700+200uMpi/mg proteinu za hodinu. Kvoli vysokym chybdm merania nie je mozné

spolahlivo uréit’ vplyv difenyldiselenidu na aktivitu Na'/K*-ATPazy.
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Obr. 21 Zavislost aktivity Na'/K'-ATP4zy na koncentracii difenylditeluridu. Aktivita bola
vyhodnocovana v jednotkach uMpi/mg proteinu za hodinu. Aktivita samotnej Na'/K'-ATPazy
bola 1700+400uMpi/mg proteinu za hodinu. Kvoli vysokym chybam merania nie je mozné

spol'ahlivo uréit’ vplyv difenylditeluridu na aktivitu Na'/K*-ATPazy.
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4.2 Fluorescenc¢na metoda

Aktivita Na'/K*-ATPazy v zavislosti na koncentrécii difenyldiselenidu meran v rezime time
scan je zobrazend na obrizku 22 aaktivita Na'/K'-ATPazy v zavislosti na koncentracii
difenylditeluridu merana v rezime time scan je zobrazena na obrazku 23. Je vSak zrejmé, ze
tieto vysledky nie st spravne, pretoze pri niektorych koncentraciach ndm vysSla dokonca
zapornd aktivita, ¢o je zprincipu nemozné. Na zdklade vysledkov merania aktivity
fluorescenénou metoédou v rezime time scan nie sme schopny urCit’ vplyv difenyldiselenidu
a difenylditeluridu na aktivitu Na'/K*-ATPazy. Bolo potrebné zistit dovod tychto chyb

a pripadne navrhnut’ iny reZim na meranie aktivity Na'/K*-ATPazy fluorescenénou metodou.
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Obr. 22 Zavislost' aktivity Na'/K'-ATPazy na koncentracii difenyldiselenidu v rezime time
scan. Aktivita bola vyhodnocovana v jednotkach pMpi/mg proteinu za hodinu. Aktivita
samotnej Na'/K*-ATP4zy bola 540uMpi/mg proteinu za hodinu. Z tychto hodndt nie je mozné
spolahlivo uréit’ vplyv difenyldiselenidu na aktivitu Na*/K*-ATP4zy.

30



10000 ~

8000
o 6000
=
=
<
<< 4000 A
| |
2000
" . -
[ |
n . "
[ |
, — — ————
1 10 100 1000

Konc. DFDT [uM]

Obr. 23 Zavislost aktivity Na'/K'-ATPazy na koncentrécii difenylditeluridu Vv rezime time
scan. Aktivita bola vyhodnocovana v jednotkach puMpi/mg proteinu za hodinu. Aktivita
samotnej Na'/K*-ATPazy bola 833uMpi/mg proteinu za hodinu. Z tychto hodnét nie je mozné
spolahlivo uréit vplyv difenylditeluridu na aktivitu Na'/K'-ATPazy. Pri koncentraciach

600uM a ImM vysla hodnota aktivity dokonca zaporna, ¢o je principialne nemozné.
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Napokon sa ndm dévod tychto chyb podarilo zistit. Zistili sme, Ze m’Gou mdze degradovat’
vplyvom svetla. Degradacia m’Guo vplyvom svetla je zobrazena na obrazku 24. Z toho
vyplyva, Ze rezim time scan opisany v povodnej praci (Banik a Roy 1990) je prakticky
nepouzitel'ny, pretoze pozorované zmeny su vacSie, ako zmeny pozorované v ddsledku
fosfatazovej aktivity enzymu. Preto sme sa rozhodli rezim time scan, v ktorom je vzorka
ozarovana svetlom kontinualne, nahradit rezimom photometry, v ktorom dochadza ku
kratkym oziareniam vzorky ata je po zvySok merania drzana bez pristupu svetla. Z tohto
faktu vSak vyplyvaji dalSie naroky na pripravu vzoriek. Zistili sme, Ze treba zamedzit

pristupu svetla na vzorky pocas ich pripravy a aj po€as samotného merania aktivity.

Intenzita fluorescencie [rel.j.]

T T T T T T T T T T T T T T T T )
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Cas [s]

Obr. 24 Degradacia m’'Gou vplyvom svetla. Z obrazka vyplyva, Ze dochadza k vyraznému
poklesu intenzity fluorescencie v ¢ase. K poklesu intenzity fluorescencie o 10% dochadza uz

po 6smich minutach.
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Navrhovany rezim time scan sme teda museli nahradit’ rezimom photometry, kde vzorky su
osvetlené iba na vel'mi kratky ¢as. Pri pouziti tohto rezimu sme dosiahli hodnoty aktivity
Na'/K*-ATPazy zrovnatelné s vysledkami v inych publikacidch (Janovska a kol. 2010).
Vplyv difenyldiselenidu a difenylditeluridu na aktivitu enzymu vysiel taktiez zrovnatelne
s literatarou (Borges a kol. 2005). Zistili sme, Ze obe latky v koncentraciach nizsich ako
100uM inhibuju aktivitu Na*/K*-ATPazy. Ako pdsobia difenyldiselenid a difenylditelurid na
aktivitu Na'/K'-ATPazy pri vysokych koncentricidch doposial nebolo zndme. Z naSich
merani vyplyva, Ze pri koncentraciach vysSich ako 100uM sa obe latky spravaji ako
aktivatory Na'/K'-ATPazy. Aktivita Na'/K'-ATPazy v zavislosti na koncentracii
difenyldiselenidu merana v reZime photometry je zobrazend na obrazku 25. Z obrazka 25
vyplyva, Ze nizke koncentracie difenyldiselenidu pdsobia na Na'/K'-ATP4zu ako inhibitor.
Pri vyssich koncentraciach difenyldiselenidu dochddza naopak k zvyseniu aktivity Na'/K'-
ATPazy. Z obrazka vyplyva, Ze k najvéacsej inhibicii (69%) aktivity enzymu dochadza pri
25uM koncentracii difenyldiselenidu, ¢o je zrovnatelné s publikovanymi vysledkami (Borges
a kol. 2005). Aktivita Na'/K'-ATPazy v zavislosti na koncentracii difenylditeluridu merana
Vv rezime photometry je zobrazena na obrazku 26. Z obrazka 26 vyplyva, ze inhibi¢ny vplyv
difenylditeluridu na aktivitu Na'/K'-ATPazy nie je taky zrejmy ako v pripade
difeneldiselenidu. Pri koncentracii difenylditeluridu 75uM vsSak vidiet' zjavny pokles aktivity
enzymu (52%). Pri vys§ich koncentraciach mozno naopak pozorovat narast aktivity Na'/K"-

ATPazy.
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Obr. 25 Zavislost aktivity Na'/K'-ATPazy na koncentricii difenyldiselenidu v rezime
photometry. Aktivita bola vyhodnocovana v jednotkach uMpi/mg proteinu za hodinu. Aktivita

samotnej Na'/K*-ATPazy bola 3100+900 puMpi/mg proteinu za hodinu.
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Obr. 26 Zavislost aktivity Na'/K'-ATPazy na koncentracii difenylditeluridu v rezime
photometry. Aktivita bola vyhodnocovana v jednotkach uMpi/mg proteinu za hodinu. Aktivita

samotnej Na'/K*-ATPazy bola 2100+600 pMpi/mg proteinu za hodinu.
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4.3 Porovnanie metod

V tejto praci sme sa venovali meraniu aktivity Na'/K'-ATPazy Vv zavislosti na koncentracii
difenyldiselenidu a difenylditeluridu dvomi nezavislymi metodami, absorbénou metdodou
podl'a prace Fiske a Subbarow z roku 1925 a fluorescen¢nou metédou podla prace Banik a
Roy z roku 1990. V porovnani absorba¢nej metody s fluorescenénou metodou sme lepSie
vysledky dosiahli pomocou fluorescenénej metddy. Pri pouziti absorbacnej metdody sme pri
merani dosiahli prili§ velké chyby merania, ktoré ndm nedovolili vyvodit’ spol'ahlivé zavery o
posobeni skiimanych latok na aktivitu Na'/K'-ATPazy. Tato metdda je aj ¢asovo velmi
naro¢na a vyzaduje vel'ka presnost’ pri priprave vzoriek, ktoré spolu musia reagovat’ presne
stanoveny c¢as. Pri stanovovani aktivity touto metdodou je taktiez vysoka spotreba latok
V porovnani s inymi metdédami. Naproti tomu, fluorescencnd metdda v rezime photometry
bola presnejSia, ¢as merania bol priblizne polovicny a pocet pouzitych chemikalii ovela
mensi. AvSak pfi tejto metdode sme spotrebovali stokrat viac proteinu ako pri absorbacnej
metode. Vysledky dosiahnuté fluorescenénou metédou sa naviac lepSie zhodovali
s literaturou. Nevyhodou tejto metody je uZ spominana degradacia m’Guo vplyvom svetla
a z toho vyplyvajace naroky na pripravu vzoriek. Priprava vzoriek ako aj samotné meranie

aktivity musi byt uskuto¢nené bez vplyvu priameho svetla.
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5. Zaver

V tejto praci sme zrovnavali dve metody na meranie ATPazovej aktivity. Z nasich merani
vyplyva, ze lepSie vysledky je mozno dosiahnut’ fluorescencnou metddou zaloZzenou na
poklese fluorescencie vplyvom premeny m’Gou na m’Gua. Dalej z nasich vysledkov vyplyva,
ze tato metédu nemozno pouzit' tak, ako bolo publikované (Banik a Roy 1990), ale
navrhovany rezim time scan treba zamenit' za rezim photometry. Tato metdda nie je
pouzitelnd vreZzime s kontinudlnym osvetlenim vzorku, pretoZze dochiddza k degradacii
m’Gou vplyvom svetla. Kontinualny rezim osvetlenia je treba zamenit' za diskontinualny,
teda aktivitu meriame pomoucou kratkych zableskov a d’alej treba zamedzit vplyvu priameho
svetla na vzorky tak po€as merania, ako aj pocCas pripravy vzoriek. Pomocou tejto metddy na
meranie aktivity Na'/K'-ATPazy sa nam podarilo overit vplyv difenyldiselenidu
a difenylditeluridu ako produktov priemyselného zneéistenia na aktivitu tohoto fyziologicky
vyznamného enzymu. V zhode s publikovanou literatirou sme potvrdili inhibiény ucinok
oboch tychto toxickych latok na Na'/K'-ATPazu pri koncentraciach niz$ich ako 100pM
(Borges akol. 2005). Vplyv vysSich koncentracii difenyldiselenidu a difenylditeluridu na
aktivitu Na'/K*-ATPazy doposial’ nebol publikovany. Z nasich merani vyplyva, Ze pri vy3sich
koncentraciach tychto latok dochadza naopak ku zvyseniu aktivity. V buducnosti by sa tohto

zistenia mozno dalo vyuzit' v medicine.
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