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1. UVOD

Na'/K* -ATPaza (NKA) sa radi medzi transmembrané proteiny, ktoré s pritomné
vo vsetkych zivoc¢iSnych bunkach. Od objavenia NKA bol zaznamenany velky pokrok
v oblasti stadii jej vlastnosti, Struktiry ¢i funkcii pomocou experimentadlnych alebo
teoretickych metod. Hlavnou funkciou tohto proteinu je transport sodnych a draselnych ionov
cez cytoplazmaticki membranu. OdlisSnd koncentrdcia oboch idnov tvori membranovy
potencial, ktory je nutny pre spravne fungovanie bunky. Zmeny v tomto deji mozu ovplyvnit

11né procesy, ¢o moze vyustit’ do réznych poruch a chordb.

NKA sa skladda z minimdlne dvoch podjednotiek o a B podjednotky. V niektorych
tkanivach sa tieto podjednotky nachadzaji i s y podjednotkou. Avsak v roznych tkanivach
Pudského tela sa NKA vyskytuje v izoformach tychto podjednotiek a ich roznymi
kombindciami a odliSnostami vznikaju mutacie, ktoré mozu spoOsobit vdzne ochorenia

nervovej a pohybovej sustavy.

V sucasnosti sa k skimaniu biomolekul - v biochémii najmé proteinov, vyuZivaji
okrem experimentalnych metod aj metody molekulovej mechaniky a dynamiky. Pomocou
molekulovej mechaniky a modelovania sa dokazu pripravit modely nie len z biologickej
oblasti, ale aj z oblasti fyziky ¢i chémie. V predlozenej bakalarskej praci je Studovanym
modelovym systémom prave NKA a jej rozne izoformy, ktoré boli vytvorené pomocou
homologneho modelovania na zaklade dvoch krystalickych Struktir, ktoré zachytavaji rézne
kroky jej reakéného cyklu. Tieto izoformy zaroven odpovedaju l'udskym sekvenciam. V praci

su tiez porovnavané kvality modelov jednotlivych izoforiem.



2. Teoreticka cast’

2.1 Membrana

K zakladnym komponentom bunky patria membrany, ktoré zabezpeCuju spravne
fungovanie bunky ako je napr. transport, rast ¢i prenos signdlov medzi bunkou a prostredim
¢i bunkami navzajom. AvSak okrem tychto nevyhnutnych procesov ohranicuje vnutorné
bunkové organy s roznym vnutornym zlozenim a funkciou (jadro, endoplazmatické retikulum,
Golgiho aparat atd’.) a separuje bunky od okolia.

Zakladom biologickych membran je fosfolipidova dvojvrstva, kde st zakotvené
peptidy a proteiny, ktoré st v tejto vrstve ulozené rozne hlboko a maji rozdielne Struktary
a funkcie, najmé katalyzovat’ rozne chemické deje. Zlozky fosfolipidovej dvojvrstvy st vSak
nerovnomerne umiestnené a vznika tak asymetria medzi vonkaj$im a vnatornym povrchom.
Zatial, ¢o na vnutornej strane membrany sa nachadzaju molekuly fosfolipidov s
hydrofobnymi (nepolarnymi) vlastnostami, na vonkajSej strane st fosfolipidy s hydrofilnymi
(polarnymi) retazcami. NajcastejSie sa v biomembranach vyskytuju lipidy zo skupiny
fosfolipidov, glykolipidov a sterolov - najmé cholesterol. Medzi zastupcov fosfolipidov v
membrane patria napriklad fosfatidylcholin (PC) a fosfatidylserin (PS). Lipidy obsahujtce PC
pri fyziologickych hodnotach pH su elektricky neutralne a lipidy, ktoré obsahuju PS su
zaporne nabité"?,

2.2 ATPazy

Nevyhnutnou podmienkou pre zivot bunky je aktivny transport latok cez bunkovt
membranu. Aby mohol tento transport prebehnut’, musi bunka vynalozit mnozstvo energie,
ktort  ziskava najmd z molekal ATP. Proteiny, ktoré ziskavaji energiu
z molekiil ATP sa nazyvaju ATPazy®. V stdasnosti sa ATPazy delia do §tyroch skupin F- V-
ABC- a P-typ *. Ako prva objavena bola Na'/K* — ATPaza, patriaca do skupiny ATPéz

P—typu, ktort skamal Jens Skou v roku 1957 na krabich nervoch®.

2.2.1 ATPazy P-typu

ATPazy P-typu patria medzi pocetni rodinu integralnych membranovych
transportérov, ktoré boli najdené v réznych forméach Zivota od archeonov aZ po &loveka °.
Clenovia tejto rodiny vytvaraju a udrziavaju chemické gradienty tym, Ze prestivaju kationy,

tazké kovy a lipidy cez bunkovli membranu.



Pocas cyklu hydrolyzy ATP sa uvolneny fosfait z ATP pripdja na protein
prostrednictvom aminokyseliny aspartatu. Tieto vytvorené medzistupne na konzervovanom
aspartaitovom reziduu pocas funkéného cyklu patria medzi zakladné charakteristiky ATPaz
P—typu®.

Vicsina ATPaz sa nachadza takmer vo vSetkych zivoc¢isnych bunkéch, avsak najdu sa
aj také, ktoré sa nevyskytuji v zivo¢iSnych bunkach, ale ndjdeme ich napr. v kvasinkéch.
Primarnu Struktiru ATPaz P—-typu tvoria cytoplazmatické domény: doména N je schopna
naviazat’ nukleotidy, doména A zaistuje konforma¢né zmeny proteinov a na doménu P sa
naviaze fosfatova skupina z ATP. Transmembranovu doménu M tvori osem az desat’ helixov,
ktoré su zaroven spoloénym znakom pre vSetky ATPazy typu P ’. Tato skupina sa deli na pat

podskupin (I - V) a niektoré z nich maju este triedy.
Podskupina I. ma dve triedy - LA a |.B.

I.A obsahuje ATP4zy nachadzajtce sa u baktérii.

[.B zahfna transportéry medi a tazkych kovov.
Najpocetnejsia je podskupina II pozostavajica z I11.A, 11.B, I1.C, IL.D triedy.
II.A obsahuje vapnikové pumpy, ktoré viazu dva Ca?* i6ny.
I1.B zahfna taktiez vapnikové pumpy, ktoré viazu jeden Ca?* ion.
11.C obsahuje Na'/K* — ATP4zu, H'/K" — ATPazu.
II.D zahrniuje pumpy, ktoré st zodpovedné za transport sodného i6nu v hubach.

Podskupina 111 obsahuje napriklad H'/K* — ATPazu a Mg?*/K* — ATP4zu objavent

v drozdi, rastlinach a prvokoch, ale nie u mnohobunkovych Zivocichov.

Podkupina IV bola najdena v 'udskych bunkach, ktoré obsahuju aminofosfolipidova
ATPazu (flipazu) bezne sa vyskytujiicu u prvokov, v bunkach cicavcov, ale zatial' funkcia
tohto proteinu nebola objasnena.

Poslednou podskupinou je V, ktora sa vyskytuje v eukaryotickych bunkach avsak jej
funkcia nie je uplne objasnena®. Ale predpoklada sa, Ze mé za ulohu riadit’ funkciu mRNA
roznych tkanivach, no moéze plnit aj Specificki funkciu v tkanivach mozgu, peceni

a zaltdku °.
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ATPazy P-typu sa tiez nazyvaju aj E1 a E2 ATPazy, pretoze sa vyskytuju v dvoch
konformaciach E1 a E2 a 1iSia sa v mnohych vlastnostiach napr. afinitou k prislusnym iénom,
citlivostou k ATP alebo ADP atd. Najviac Studii vykonanych v stvislosti s EI a E2
konformaciami boli vykonané na Na'/K® — ATPaze. Tieto $tadie poukdzali na fakt, Ze
transport i6nov cez bunkovii membranu sa realizuje na zaklade tychto zmien v konformacii,

ktoré s pohanané hydrolyzou ATPY.

2.1.1.1 Mechanizmus E; a E,

K dosiahnutiu  aktivneho transportu katiébnov cez bunkovi ~membranu
proti elektrochemickému gradientu je potrebné zabranit’ otvoreniu priechodu, ¢o by viedlo
k rychlemu spdtnému toku idnov, a tym by doSlo k naruseniu koncentracného gradientu.
Aby tento presun i6nov cez bunkovii membranu mohol prebehnat’, musi prebiehat’ v ur€itych
krokoch, pri ktorych dochadza k striedavému otvaraniu proteinu na opacnej strane. V prvom
kroku sa vytvori fosforylovany medziprodukt, reakciou enzymu s MgATP. Vznika
medziprodukt (E1P), ktory ma vysoku energiu a modze dochadzat’ ku defosforylaci
za uvolnenia ADP. V druhom kroku dochadza k zmenam vo vnutri proteinu, ¢o umoziuje
transport kationov cez bunkovii membranu, pricom dochadza ku zmene kovalentne viazaného
fosfatu na nizkoenergeticky typ E2P. Sti¢asne s premenou E1P na E2P sa uvolnia katiény
na druhej strany membrany. E2 stav mé nizsiu afinitu k Na* a je schopny naviazat’ protionty.
Odstranenie fosfatu z enzymu prebehne v tretom kroku a nasledne v Stvrtom kroku sa cyklus
vrati do pévodného stavu E1l 1

ATPaza je zlozena z troch cytoplazmatickych domén, a to domény N, ktor4 je schopna
viazat’ nukleotidy, domény P obsahujliicej miesto pre naviazanie fosfdtu a domény A, ktoré je
zodpovedna za konformacné zmeny. Poloha molekuly ATP sluZziacej k hydrolyze je zdsadna
pre funkciu ATPazy. Molekula ATP je viazana v doméne N, pricom fosfat smeruje
k reaktivnemu aspartatu v doméne P. Mg®* kofaktor a lysin na jednej strane postranného
retazca  aspartatu  stabilizuje = jeho  konforméciu, pricom modze  dochadzat
k naviazaniu y - fosfatu z ATP, ¢o mdze spdsobit’ delokalizaciu zaporného néboja a zniZenie
elektrostatického odpudzovanie. Dalsie Mg?* stabilizuje odstupujucu skupinu ADP pomocou
interakcie s o a § - fosfatom 12 Prenos vy - fosfatu prerusi spojenie medzi doménami N a P, ¢o
umoznuje vzdialenie domény N, uvol'nenie ADP a naslednu vizbu ATP. Doména A sa potom
oto¢i do priestoru a spaja sa s fosforylovanou P doménou a zabraiiuje samovol'nej hydrolyze

aspartyl - fosfoanhydridu. ATP védzba podporuje uvolnenie fosfatu, ¢o sposobuje odpojenie
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A domény od miesta fosforylacie a navrat do E1 stavu '3, Pri otogeni domény A dochadza
k zmene sklonu a polohy transmembranovych helixov M1, M2, M3 a M4 a vytvaraju tak
vstupné miesto pre iény =. Pohyb hore a dole vzhladom k membréane vykonava doména P,
zaroven sa deformuje miesto pre naviazanie id6nov, ¢o vedie k zvySenie alebo znizenie afinity

k prislunym i6nom a ich nasledné uvolnenie .

2.3 Na'/K'-=ATPaza

2.3.1 Vyskyt a vyznam

Na'/K'-~ATPaza (sodno—draselnd pumpa, NKA) patri do velkej skupiny ATPaz
P—typu, ktoré zabezpecuju aktivny transport idnov cez biologické membrénys. Tento
esencialny membranovy protein sa vyskytuje vo vsetkych zivo¢isSnych bunkach. Vyuzitim
hydrolyzy jednej molekuly ATP transportuje tri idny sodika von z bunky a dva draselné iony
do vnutra bunky. Tento aktivny transport vytvara elektrochemicky gradient, ktory napomaha
udrziavat’ osmoticky tlak v bunke a napomaha vytvarat membranovy potencidl. Tento
potencidl je vyuzivany aj pre prijem dalSich latok do bunky ako su napr. ziviny, i6ny, ¢i
neurotransmitery. Medzi d’alSie funkcie tohto potencidlu patri regulacia bunkového objemu
a udrziavanie stidleho pH vo vnitri bunky'’. Tento protein hrd vyznamnu ulohu
pri reabsorpcii i6nov Na® a vody v obli¢kach a je nevyhnutny i pre udrzanie homeostazy

a telesnych tekutin™*°.

2.3.2 Transport ionu cez bunkovii membranu

Mechanizmus transport i6nov na vdzbové miesta v proteinoch je spojeny
s otvaranim a zatvaranim priestoru pre naviazané kationy z cytoplazmy alebo extracelularnej
oblasti, ktoré savisi s konformaénymi zmenami E1 a E2 a nazjva sa Post - Albertsov model*®,
Pumpa v E1 konformécii s naviazanym ATP mé vysoku afinitu ku trom iénom sodika, pricom
po naviazani Na® dochadza k fosforylacii proteinu z intracelularnej strany (cytoplazmy) —
konformacia EI1P. Energia z hydrolyzy ATP je vyuzitd na konforma¢ni zmenu proteinu
a i6ny sodika sa nachadzaji vo vnutornej cCasti jeho membrany. Nésledne dochadza
ku prechodu na konformaciu E2P a uvolnia sa sodné iony do extracelularneho priestoru.
Pumpa v tejto konformécii mé vysoku afinitu k naviazaniu dvoch draselnych iénov. Aby
doslo k uzatvoreniu draselnych i6nov do vnutra membranovej €asti proteinu, musi dochadzat’

ku uvolneniu fosfatu - konformacia E2. Naviazanim ATP dochadza k navrateniu pumpy
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do konformacie E1 a draselné i6ny su vypustené do cytoplazmy a cyklus sa mbze zopakovat’

(viz obrazok &.1)*".

@ sodnyidn

© draselny i6n
6.

Obrazok 1. Schematicky cyklus Na'/K'—-ATPazy'®. (1) Pumpa s naviazanym ATP ma
vysoku afinitu ku trom i6nom sodika v E1 konformadcii. (2) Na konformac¢nii zmenu proteinu
je vyuzitd energia z hydrolyzy ATP, pricom sodné i6ny su vo vnltri membrany. (3) Zmenou
konformécie z E1 na E2 dochadza k uvol'neniu sodnych i6nov do extracelularneho priestoru.
(4) Pumpa s naviazanym fosfitom v konformacii E2 ma vysoku afinitu ku dvom i6nom
draslika. (5) Uvolnenim fosfatu dochéddza ku konformaénej zmene proteinu a draselné i6ny st
vo vnutri membrany. (6) Naviazanim ATP dochadza k navrateniu pumpy do konformacie E1,

dochadza k uvolneniu draselnych iénov do cytoplazmy a cyklus sa mbZe opit’ zopakovat™’.

2.3.3 Struktira NKA

Sodno - draselna pumpa je zlozena minimalne z dvoch hlavnych polypeptidov —
podjednotky o a . V niektorych tkanivach sa tieto podjednotky nachadzaju
1 s y podjednotkou.

2.3.3.1 Podjednotka a
Podjednotka o NKA obsahuje vidzbové miesta pre kationy a ATP, molekulova

hmotnost’ ma priblizne 110 kDa a tvori ju priblizne 1000 aminokyselin. Tuto podjednotku

13



tvori desat transmembranovych helixov (M1-M10), C—koniec a N-koniec smerujuci
do cytoplazmy. Dalej pozostava z predizenych segmentov, ktoré vytvaraji cytoplazmatické
domény — domény A, N a P , priCom kazdd z nich mé int funkciu. Doména A riadi
konformac¢né zmeny proteinu, zatial co doména N umozinuje naviazat’ nukleotidy a P doména
obsahuje miesto, kde sa naviaze fosfatova skupina z ATP. Cytoplazmaticky segment, ktory
spaja a helixy M4 a M5 (sl'ucka C45) tvori doménu N a P. Tento segment obsahuje miesto,
kde je naviazané aspartatové reziduum Asp 369 (v I'udskej sekvencie sa oznacuje ako D376),
kde sa v procese fosforylicie naviaze fosfat z ATP polas katalytického cyklu’. Dalsi
cytoplazmaticky segment spajajtci helixy M2 a M3 (sl'uc¢ka C23) a N—koniec tvori doménu
A. Vizbové miesta pre naviazanie iénov st spolo¢né pre oba iony, nachadzaju sa
v membranovej Casti podjednotky a to medzi helixami M4 a M5, M6 a M8. Helixy M7 a M10
sa dotykaju transmembranovej Casti podjednotky B, M9 helix je spojeny s y podjednotkou (viz

. 11,192
obrazok 2) 9%,
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Obriazok 2: Struktira Na'/K'-ATPazy. Podjednotku o tvori desat’ transmembranovych
helixov (zelend) a cytoplazmatické domény. Cytoplazmaticka sl'ucku C45 tvori doménu N
(fialova) a doménu P (zItd). Doménu A (Cervend) tvori N koniec a slucka C23. Podjednotka 3

je zobrazend oranzovou farbou a helix podjednotky y je zndzorneny modrou farbou (PDB kod
2ZXE).

2.3.3.2 Podjednotka

Dalsou délezitou sudastou NKA je podjednotka B, ktorej molekulova hmotnost’ je
priblizne 55 kDa a tvori ju priblizne 300 aminokyselin. V extracelularnom priestore
sa nachadza vidcsia Cast’ tejto podjednotky a do cytoplazmy zasahuje len N-koniec
transmembranového helixu'’. Doména v extracelularnej Gasti sa vyznacuje 3 S-S mostikmi

medzi cysteinom a N-glykozidickej vizby. Cast proteinu, ktory sa nachadza
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na transmembranom helixe a je umiestneny medzi prvym mostikom S-S obsahuje miesto, kde
sa spaja so sPutkou medzi helixom M7 a M8 s o podjednotkou®’,

Podjednotka B ma hlavni funkciu ako molekuldrny chaperon, ktory napomaha
k spravnemu skladaniu Struktiry o podjednotky, ¢im ju napomaha ukotvit
v membrane a zabranuje tak degradacii proteinu. Okrem funkcie chaperonu a konformacnej
stability o podjednotky, ma vplyv aj na aktivitu NKA, ¢i afinitu k draselnym alebo sodnym
ionom?.
2.3.3.3 Podjednotka y - FXYD protein

Treti protein, ktory sa v niektorych tkanivach vyskytuje spolu s podjednotkami a a 3,
pochadza zo skupiny FXYD. Nazov tejto skupiny pochadza zo sekvencie aminokyselin
FXYD: F pre fenylalanin, X pre 'ubovolni aminokyselinti, Y pre tyrosin a D pre aspartat®.
Tento maly polypeptid zo skupiny Specifickych tkanivovych proteinov ma priblizna
molekularnu hmotnost od 8 do 14 kDa a obsahuje 61-95 aminokyselin. Tvori ho jeden
transmembranovy helix s C-koncom, ktory zasahuje do cytosolu a hra doleziti ulohu
v reguldcii enzymatickej aktivity v bunkach'’?*.

V sucasnej dobe u cicavcov pozname sedem proteinov so sekvenciou FXYD. FXYD1
(phospholemman) spolu s podjednotkami o a B ma najvécsie zastiipenie najmd v srdci,
kostrovej svalovine, peéeni ¢i Fadvinach. Uastni sa tiez regulacie objemu bunky a hra tlohu
pri svalovej kontrakcii. Z experimentov vyplyva, ze FXYD1 je pomocnou jednotkou NKA,
avSak jej uloha nie je zatial zndma, preto sa nemodze posudit’ ¢i tento protein ma schopnost’
znizovat’ afinitu NKA k sodnym alebo draselnym iénom.

FXYD2 (alebo y podjednotka sodno—draselnej pumpy) sa vyskytuje v dvoch variantich
FXYD2a a FXYD2b a nachiadza sa predovSetkym v oblickdch. Tieto varianty sa liSia
aminokyselinami na ich N konci. Pri vizbe FXYD2 na NKA sa zvySuje afinita k ATP, ktora
stvisi s konformaénymi zmenami, ale suvisi aj so zvySovanim ¢i znizovanim afinity
k sodnym alebo draselnym i6nom.

FXYD3 (Mat-8) je exprimovany v maternici, zalidku a hrubom ¢reve, ale najdeme ho
1 vo vajecnikoch, plicach ¢i prsiach. Ale povodne bol identifikovany v rakovinovych
nadoroch na prsiach, prostate, ale 1 ¢revach. Svojimi t¢inkami je podobny proteinu FXYDI,
ale preukazuje aj vlastnosti, ktoré nie su typické pre ostatné FXYD proteiny. Tomuto

polypeptidu sa neStiepi signdlna sekvencia, C¢o dokazuje pritomnost dvoch
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transmembranovych domén. DalSou odlignostou je jeho schopnost’ asociovat s H'/K'—
ATPézou a hra ulohu v spracovani glykoproteinov.

FXYD4 (CHIF) sa nachadza v hrubom ¢reve a v zbernom kanaliku obli¢iek, kde napomaha
reabsorpcii i6nov aj pri nizkych vnutrobunkovych koncentracidch a zvySuje tak afinitu
k sodnym i6nom. V hrubom ¢reve sa musia kontrolovat’ procesy reabsorbcie sodnych iénov
lietbou glukokortikoidmi, aby sa neznizilo mnoZstvo draselnych iénov %°. Pri spojeni FXYD4
s NKA je transport i6nov asi Styrikrat rychlejsi ako u FXYD2.

FXYD5 sa prevazne nachadza v rakovinovych bunkach, kde spdsobuje rast nadorov
a rozsirovanie metastaz.

FXYDG6 je exprimovany v mozgu, kde jeho uloha suvisi s nervovymi vzruchmi. Tento protein
spolu s FXYD 5 nemaju stvis s NKA.

FXYD?7 je najdeny len v mozgu, priCom ma zastupenie v neurénoch a gliovych bunkéch.
Stabilitu proteinu dodava O-glykolyzacia na jeho N-konci. Od ostatnych proteinov zo skupiny
FXYD sa odlisuje tim, ze zvySuje svoju afinitu k draselnym ionom za Gcelom podrazdenia
neurénu. AvSak tieto ucinky sa prejavuji len v asocidcii s 0131 protomérom a Ciastocne

. . 24,26
I s ayf2 protomérom™ ",

2.3.4 1zoformy podjednotiek NKA

U T'udi boli objavené rozne izoformy podjednotiek sodno-draselnej pumpy (obrazok 3
a 4). Tieto izoformy sa odliSuju nie len svojou réznou afinitou k draselnym ¢i sodnym iénom,
ale i poradim aminokyselin v jednotlivych retazcoch. U podjednotky o boli objavené
4 izoformy: al, 02, a3 a a4, pricom kazda z nich sa vyskytuje v roznych tkanivach. Takmer
vo vSetkych tkanivach najmi v oblickach dominuje izoforma al. Izoforma o2 prevlada
najviac v kostrovych svaloch, ale i v mozgu, srdci, o¢iach ¢i tukovych tkanivach a jej tlohou
je aj upravovat krvny tlak ako odpoved’ na stres?’. Izoformu al taktie? moéZeme najst’
na povrchu membrany svalovych buniek - sarkolemy, zatial ¢o izoforma a2 sa nachadza
v transverzalnych tubuloch preliadenej sarkolemy. V stave relaxacie svalu je prenos Na'/K*
neaktivny, ale pri kontrakcii svalov sa naroky na prenos tychto iénov zvysuje. Aby kontrakcia
svalu bola spravna a dostato¢né silnd, musi obsahovat’ 02 izoformu a na to, aby napomahala
odolat’ unave, je jej pritomnost’ v tubuloch sarkolémy dolezitd. Preto izoforma al nie je
schopna tplne nahradit’ a2 28,

Neurénom a bunkam srdcovej svaloviny dominuje a3 izoforma, ktora ma zasadnu

ulohu pri synaptickej aktivite. Izoforma a3 ma niZSiu afinitu k sodnym iénom ako al a jej
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iplnou inhibiciou sa zistilo, Ze straca schopnost’ obnovit' koncentraciu intracelularneho Na*
v neurénoch. Ak vsak inhibicia nebola tiplna a hladina Na' bola obnovena, tak sa zvysi
aktivita sodno-draselné pumpy s ¢im je spojené aj zvySenie spotreby energie. Dokonca i maly

vplyv inhibicie Na* maji vel’ky dopad na membranovy potenciélzg.

: : . . ., 13031
Poslednou izoformou je 04, ktord sa nachadza v spermidch™ .

Izoformy mézu byt
ovplyviiované aj pritomnostou extracelulirneho Na®, pricom o4 izoforma je menej
ovplyviiovana zmenami Na' neZ al. Izoforma a4 udrzuje iénové gradienty pocas procesu
kapacitacie (proces dozrievania vajicok a spermii pred oplodnenim), aby nedoslo k znizeniu
membranového potencialu a inhibicii extracelularnym sodikom % .

Podjednotka B ma len 3 izoformy na rozdiel od o podjednotky. Izoforma 1
je vSadepritomna a nachadza sa vo vidcSine tkaniv spoloéne s izoformou al®,
V neurénoch a bunkach srdcovej svaloviny je dominantne exprimovand B2 izoforma
a v spermiach spolu s a4 izoformou prevazuje p33**°.

K heterogenite NKA prispieva fakt, ze jednotlivé izoformy a a B podjednotky sa
spajaju v rdznych kombinacidch do aff heterodimérov. V epifyze st pritomné izoenzymy a to
alB2 a 013[3236, Kombinacia izoforiem a3B2 vytvara heterodimér nachédzajici sa

v sietnici buniek fotoreceptorov®*%

, zatial’ ¢o v sieti krvnych ciev v kazdej komore mozgu
sa nachadza izoenzym skladajici sa s alfl a alfp2 B v kazdej bunke l'udského tela sa
nachadzaju rozne heterodiméry o a P izoforiem, ktoré sa navzajom lisia, ako napr. a2p2 ma

vve

nachadzajice sa v mozgu27.
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extracelularny
priestor 1

cytoplazma

& rovnakeé poradie aminokyselin u vietkych
izoforiem

(O zhoda aminokyselin u 2 izoforiem

@ adna zhoda poradia aminokyselin

Obrazok 3: Poradie aminokyselin u izoforiem B podjednotky nachadzajtice sa 'udskom tele.
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Obrazok 4: Poradie aminokyselin u izoforiem a podjednotky v l'udskom tele.
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2.3.5 Mutacie a choroby

Ludské ochorenia su spojené s mutaciami izoforiem jednotlivych podjednotiek. U l'udi
sa objavuju ochorenia, ktoré su sposobené mutaciou a2 a a3 génov, ako su ochorenia génov
na autozomoch (autozomalna dominantna porucha). Mutacia a2 izoformy sposobuju
haploinsuficienciu spojeni s dedi¢nou hemiplegickou migrénou typu I (FHM 1)
a sporadickou hemiplegickou migrénou (SHM). Tato disfunkcia nervového systému moze
uviest’ chorého cloveka do komy, moze spdsobit’ epileptické zachvaty, ¢iastocné ochrnutie
tela &i poruchu koordinacie pohybov a rovnovahy®’. Muticia a3 méZe spdsobit’” ochorenie
nazyvané RDP, ktoré sa prejavuje rychlym nastupom dystonickych ki¢ov, ¢o je nedobrovolna
svalova kontrakcia v priebehu niekol’kych hodin az dni. Prvé priznaky sa prejavuju drobnymi
poraneniami hlavy, emo¢nym stresom, infekciami, moze nastat’ i po porode, ¢i behu 0 Medzi
prvé priznaky patri trasenie tela, pomalé pohyby sprevddzané ki€mi. Toto ochorenie sa moze
objavit u vietkych vekovych kategorii*’.

Dalsou poruchou muticie o3 sa prejavuje uz v detstve a nazyva sa striedava
hemiplégia. Tato choroba patri medzi vzacne ochorenia nervového systému, pri ktorom sa
strieda ochrnutie pravej alebo lavej Casti tela (hemiplégia). Co sposobuje stratu citlivosti
v koncatinach, ktora trvd mintty, hodiny alebo az dni a zvyc€ajne sa strieda so spankom.

Vicsina priznakov tejto choroby sa prejavi v rannom detstve, zvycajne do 18. mesiaca.
Tato dysfunkcia je spojend s tazkostami dychania, problémy s re¢ou, nadmerné potenie,

nepokoj, triaska, teploty42.

2.4 Molekulové modelovanie

Proteiny st vel'mi dolezité makromolekuly, pritomné vo vSetkych Zivych organizmoch
a hraju vel'mi vyznamnu ulohu v metabolizme. Tieto makromolekuly sa skladajii z mnozstva
aminokyselin, ktorych sekvencie poskytni informécie na urcenie 3D Struktiry kazdého
proteinu. K ziskaniu Struktury proteinu sa vyuZivaji metddy experimentalne (ako napr.
rontgenova krystalografia a NMR spektroskopia), metédy homolégneho modelovania
¢1 molekulové dynamika.

Dva proteiny stt homologické, ak Struktiry tychto proteinov s si podobné alebo ich
Struktiry sa od seba len velmi malo lisia. Homoloégne modelovanie sa sklada
z nasledujucich krokov: najskor sa porovnavaju nezname sekvencie s prislusnymi databazami

predloh Struktir bielkovin, nasledne sa identifikovand nezndma Struktira zarovna ("align")
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s predlohou uz znamej Struktiry z databdzy, aby sa zistili Struktirne podobnosti
a nakoniec sa porovna homologny model so znamym modelom®. Ak je vysledny model
zhodny na viac ako 50% so znamym modelom, tak predpoved’ by mala byt spravna. Avsak,
ak je zhoda identity v rozmedzi 30% az 50%, chyba sa mdze vyskytovat' v modelovani
klugiek, pokial je zhoda 30% , tak s modely $truktirne odligné™.

V databaze Protein Data Bank (PDB) sa nachadza viac ako stotisic biomolekul,
vratane proteinov a nukleovych kyselin. Udaje o kaZzdej $trukture st zvycajne ziskané

pomocou rontgenovej kryStalografie ¢i NMR spektroskopie45.

2.4.1 Krystalicka Struktira 2ZXE
Tato krystalicka Struktira NKA je ziskana zo zralocej Zlazy rekta a sklada sa

Z podjednotiek o a B a z proteinu FXYD, ktoré su zaroven homoldégne modely odpovedajtice
T'udskym sekvenciam. ATP4za je v konformaénom stave E2-2K*-P;, ¢o znamena ze ATPaza
ma vysoku afinitu k draselnym iénom a dokaze stale viazat’ fosfat. V tomto stave je pritomny
nie len fosfat, ale i fosfatovy analdg (MgF4)® a dokonca je tu miesto na vézbu steroidného
inhibitora ouabainu®.

Pri prenose fosfatu sa prerusi prepojenie medzi N a P doménou, ¢o umozni N doméne
sa vzdialit, A doména sa otoi do medzery vo fosfoenzyme, co vedie k sklonu
trasmembranovych helixov M1-M4 a doména P sa vo¢i membrane posuva hore a dole.
Transmembranovy helix M7 mé zasadny vyznam pre viazanie jedného z draselnych ionov
v blizkosti povrchu cytoplazmaticke;j membrény”.

Dalsou stéastou NKA je molekula cholesterolu, ktord chrani &ast helixu M7
od lipidov. Jeho pritomnost je velmi dolezita, pretoze aktivita NKA je od molekuly
cholesterolu zavisla™,

Podjednotka B hra tlohu v stabilizacii , tiez ma vplyv na naviazanie i6nov a d’alSie
transportné vlastnosti. Jeho extracelularna doména je bohatd na aromatické zvysky a je
glykolyzovana. Vdaka vodikovym vdzbam a dvom transmembranovym helixom
o podjednotky je tato podjednotka naklonend rovnobeZzne s helixom M7. NKA obsahuje
regula¢ny protein FXYD napomahajuci v upeviiovani  podjednotky v membrane, na ktoru je

. , 47
orientovana kolmo™"'.
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2.4.2 Krystalicka Struktira 4HQJ
NKA udrziava elektrochemické gradienty Na* a K* pri transporte cez cytoplazmatickt

membranu. Tato Struktara NKA je ziskana z obli¢ky prasat’a a predstavuje stav, pri ktorom sa
Na* dokaze naviazat' (E1P).

Predpoklada sa, Ze intracelularny C-koniec o podjednotky hra dolezita wlohu
pri naviazani Na*. NKA dokaZe naviazat’ tri sodné idny na viizbovych miestach umiestnenych
vo vnutri membrany. Jednym z miest pre naviazanie sodného i6nu sa nachadza
medzi helixami M6, 8 a 9 a druhé je v oblasti helixov M5,M7 a M8. Tieto miesta, na ktoré sa
viazu sodné i6ny mozu mat rozdielne chovanie voci transportu i6nu, na ¢o modze pdsobit’ aj
vplyv mutacii***.

Pri defosforylacii sa doména A voci doméne P rotuje a premiestiiuje sa, podobne sa aj
doména N otdca smerom k doméne P. Doména P sa otaca aj vzhl'adom k transmembranovym
helixom M7 a M10 a prestuva sa spolu s kI'u¢kou medzi helixami M6 a M7 blizsie k oblasti
transmembranovych helixov v oblasti C konca. Transmembranova cast' sa pomaly postava
k doméne P*°.

Podjednotka B hrd rolu v konformaénych zmenach vzhl'adom k o a y podjednotke
v prechode z E2 do E1 stavu. AvSak Struktira podjednotky sa nezmenila v porovnani

so Struktirou 2ZXE>.

2.4.3 Silové pole

V molekulovom modelovani sa pojem silové pole pouziva v suvislosti s parametrami
pouzitych na vypocet potencialnej energie systému atdémov v molekularnej mechanike. Toto
silové pole je zostavené z dvoch odlisnych zloziek, ktoré opisuju interakcie medzi Casticami
a atbmami. Prvou zlozkou je mnozina rovnic alebo teda tzv. potencialnych funkcii, ktoré
sluzia na generovanie potencidlnej energie a jej sily a druht zlozku tvoria parametre pouzité
vV mnoZzine rovnic.

Existujt tri typy silovych poli: silové pole pre vSetky typy atdmov, kde parametre st
stanovené pre kazdy atom v ramci systému. Dal$im typom silové pola s tzv. spojené atomy,
pricom parametre zahffiaji vSetky atdbmy okrem nepolarnych vodikov. Tretim typom silového
pola je ,,hrubo zrnité" (coarse—grain) a abstraktne zobrazuje zoskupenie niekol’kych atdémov

: 1
do tzv. super atomov°".
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2.4.4 Ramachandranov diagram
Ramachandranov diagram sa vyuziva na overenie kvality Strukturnych modelov
roznych proteinov v trojrozmernom priestore ziskanych pomocou homolégneho modelovania

alebo rontgenovou difrakciou®

. Tento diagram zobrazuje kombinaciu torznych uhlov
(v a ¢) v peptidovom retazci. Uhol ¢ (phi) predstavuje rotaciu okolo vizby N-C, a uhol y
(povodne ¢") zobrazuje rotaciu okolo vizby C,-C. Podl'a toho v akej kombinacii st vizbové
uhly v a ¢, delime ich do niekolkych skupin: povolené, zakazané a tie, ktoré su prednostne

zaujimané (viz obrazok 5).

Ramachandranov diagram

180

+psi

P LCavotocivy

alfa helix

0

-psi Pravotocny alfa
helix
180 )
180 _phi 0 + phi 180

Obrazok ¢.5: Ramachandranov diagram®®

V diagrame sa nachadza niekol’ko oblasti, kde sa nachadzaji aminokyseliny, ktoré sa
podielaji na vytvoreni sekundarnej Struktiry. Bielej oblasti grafu odpovedaju konformacil,
kde sa atomy v ret'azci dostanu blizsie, nez je sucet ich van der Waalsovych polomerov — tieto
oblasti si zakazané pre vSetky zvySky aminokyselin. AvSak vynimkou su zvySky glycinu,
ktoré¢ maju povolenu akukol'vek polohu, pretoze postranny retazec ma nahradeny atomom
vodika a taktieZ aj zvysky prolinu, ked'’ze ma cyklicky postranny retazec. Cervenej oblasti

odpovedaju povolené oblasti, v ktorych sa nachadzaju konformécie a helixov a B skladanych
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listov a patria tiez do skupiny prednostne zaujimanych kombinécii. ZIté oblasti predstavuju
oblasti, kde sa znizuju van der Waalsove polomery a tato oblast’ je Ciastocne povolena.
V oblasti lavotocivého helixu sa nachadzaju L-aminokyseliny, ktoré¢ nedokazu tvorit
rozvinuté  lavotoCivé  Spirdly, pretoze ich  postranné retazce su  blizko
k proteinovej kostre, preto tieto §truktury si menej stabilné neZ pravoto¢ivé helixy®> ™,
To do akej oblasti budu patrit’ aminokyseliny nezalezi len od postranného retazca, ale aj

od pritomnosti B uhliku, ktory ovplyviiuje kombinaciu torznych uhlov®.

2.4.5 G—faktor

G—faktor sluzi ako meradlo stereochemickych vlastnosti, pocita sa pre kazdé residuum
y—¢ a yl—y¢2. Nizke hodnoty G-—faktora oznacuju, ze pre dany protein je nizka
pravdepodobnost’ konformacie, ako napr. zvysky aminokyselinovych residui, ktoré spadaja
do zakazanych oblasti Ramachandranového diagramu budi mat velmi nizke hodnoty
G—faktora. Ak ma protein vela zvyskov s nizkym G-faktorom, moéze ist o poruchu

v geometrii tohto proteinu®.
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3. Experimentalna Cast’

3.1 Metody

3.1.1 Software

K vécsej casti pripravy molekuldrneho modelovania a vizualizacie jednotlivych
Struktir bol pouZity program PyMol®’. K ziskaniu §truktur jednotlivych podjednotiek
s ludskou sekvenciou bol vyuZity program Chimera 1.10.2°® s pristupom na stranku
Modeller”®. Ako metédu hodnotenia kvality bol pouzity program Protein Structure Validation
Software suite®, z ktorého bol pouzity G-faktor a Ramachandranov diagram

z Richardsonovho laboratéria MolProbility®".

3.1.2 Sodno-draselna pumpa

Pouzita Struktira na zobrazenie modelu v E2 konformacii bola 2ZXE zo serveru
RSCB PDB, ktord bola nasledne upravend na Struktiry odpovedajuce l'udskej sekvencii
pomocou parametrov Modelleru. Parametre Modelleru boli pé6vodne nastavené na Blosum -
62. Podobne bola vymodelovana Sstruktura E1 konformacie, avSak pouzitou Struktirou bola
4HQJ z toho istého serveru. V tejto bakalarskej praci sa pouzili modely NKA pozostavajuce
z r6znych izoforiem kaZzdej podjednotky. Boli pouZité heterodiméry, ktoré sa najcastejSie
vyskytuju v Tudskom tele: alPl, alf2, alP3, a2B1, a2p2, a3p1, a3p2 a o4pl spolu
s proteinom FXYD2 (y podjednotka) v oboch konformaciach.

3.1.3 Molekulové modelovanie

Prvym krokom pripravy proteinu bola Struktura NKA ziskana z databaze RSCB PDB,
ktora bola pomocou Modelleru upravend na Struktury odpovedajuce l'udskej sekvencii.
Daldim krokom bol alignment* $truktur s Pudskou sekvenciou so §truktGrami znidmymi
z databaze PDB (PDB ID: 2ZXE, 4HQJ). Nasledne boli jednotlivé podjednotky zlozené tak,
aby odpovedali proteinu NKA, pricom boli upravené aj koncové Casti o a p podjednotky (viz
obrazok 5 a 6). Po uprave a zlozeni NKA, pre vSetky homologne izoformy bol vyhotoveny

Ramachandranov diagram a G—faktoru, ¢im bola zistena kvalita modelu.
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Obrazok 5: Uprava koncov alfa podjednotky -upraveny koniec (vpravo) zndzorneny ruZovou

farbou.

Obrazok 6: Uprava koncov beta podjednotky - upraveny koniec (vpravo) znazorneny

ruzovou farbou.
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3.2 Vysledky a diskusia

3.2.1 Alignment

Kazda izoforma NKA sa li§i tym, Ze ma iné usporiadanie aminokyselin
v jednotlivych retazcoch. Na zistenie tohto usporiadania bol vyuzity alignment, kde bola
kazd4 podjednotka porovnand s povodnou Struktirou z PDB databaze (viz obrazok 7).
Aligment Struktury proteinov v E1 a E2 konformacii bol urobeny zvIast’, pretoze tieto vzorové
Struktiry pochadzaju z roznych Zivocichov a preto maji odlisné sekvencie aminokyselin (viz

Priloha 1).

Obrazok 7: Mutacie aminokyselin u izoforiem NKA: modrou farbou je zndzorneny protein
FXYD 2 (y podjednotka), u podjednotky o siva farba predstavuje rovnaké poradie

aminokyselin v izoformach, Ziadnu zhodu predstavuje farba cervend, zhoda troch
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aminokyselin predstavuje farba zIta, zelena predstavuje zhodu dvoch aminokyselin,
u podjednotky B je zhoda dvoch aminokyselin vyjadrena farbou Zltou a farba ruzova

predstauje ziadnu zhodu a oranzova farba predstavuje rovnaké poradie aminokyselin.

3.2.2 Modely izoforiem NKA

Modely boli vytvorené pomocou dvoch krystalickych Struktar, ktoré boli nasledne
upravené¢ na Struktiry odpovedajiuce Tludskym sekvenciam. Kvalita modelu kazdého
heterodiméru bola hodnotena pomocou Ramachandranového diagramu a G-faktoru. Kvalita
homologneho modelu sa urcuje podl'a toho, kol'ko aminokyselinovych residui sa nachadza
prave v najpravdepodobnejsej oblasti, pretoze to vyjadruje najvyhodnejSie kombinacie hodndt
y. Aby sa model mohol oznaCovat’ za ,kvalitny* musi do povolenej oblasti patrit’ priblizne
90% residui jednotlivych aminokyselin. ZvySnd oblast, ktora je vyznalena
v Ramachandranovom diagrame silno modrou farbou, by mala obsahovat' zvy$nych 10%

residui a v zakazanej oblasti by sa nemali vyskytovat’ ziadne residud okrem glycinu a prolinu.

3.2.2.1 Izoformy NKA krystalickej Struktiry 2ZXE

Pomocou krystalickej Struktury 2ZXE bolo vytvorenych osem heterodimérov, ktoré
boli vyhodnotené pomocou Ramachandranového diagramu (Obrazok 8-15) a G-faktoru.
Modely NKA roznych izoforiem maji rovnaku Struktaru ako $truktara 2ZXE, z ktorej boli
vytvorené, lifia sa len poradim aminokyselin, dizkou retazca v jednotlivych podjednotkach
a réznymi sturadnicami i6nov ako su hor¢ik a draslik, avSak ich poloha sa vyrazne nelisi
od povodnej Struktiry.

Z Ramachandranovych diagramov vyplyva, Ze vac¢Sina aminokyselinovych residui
spadd do regiénov prednostne obsadzovanych (slabo modra oblast’), o je oblast’ a helixov
a B skladanych listov, a len malé ¢ast” aminokyselin patri do oblasti zakdzanej - priblizne 10%
z celkového poctu aminokyselin v podjednotkach (biela cast’), pri€om prolin a glycin mdézu
zaberat’ akukol'vek cast’ tohto diagramu. V povolenych oblastiach Ramachandranovych
diagramov sa lisi pocet aminokyselin u vytvorenych modelov. U heterodiméru a2f1 je pocet
residui v povolenej oblasti je najvyssi - priblizne 96,9% zatial’ ¢o u izoformy alB3 je pocet
residui najmensi - 95,9%. U ostatnych izoforiem sa pocet residui pohybuje v rozsahu
96-96,6%. Pocet glycinov v nasledujucich tabulkach oznacuje, aky pocet residui

zo zakéazanej oblasti predstavuje glycin.
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Procheck G-factor for all dihedral angles
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Obrazok 8: Model (a podjednotka zobrazena zelenou farbou, B podjednotka je modrou
farbou a fialova farba predstavuje y podjednotku), Ramachandranov diagram

a G-faktor izoformy al1B1 v E2 konformacii.

Najpravdepodobnejsia oblast’ | 1336 96,4%
Ciasto&ne povolena oblast’ 41 3,0%
Glycin 2 0,14%
Zakézana oblast’ 9 0,6%

Model a1Bf1 ma celkom 1392 aminokyselin z toho 96,4% je v najpravdepodobnejsej oblasti,
3,0% v CiastoCne povolenej oblasti. V zakdzanej oblasti sa residud nachddzaju
v transmembranovej Casti. AvSak nachadza sa tu vicsina residui upravovanych koncov, ako

st V15, D31 u podjednotky o , konce u podjednotky  sa E1041, E1042, K1047.
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Procheck G-factor for all dihedrzl angles
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Obrazok 9: Model (a podjednotka zobrazena zelenou farbou, Cervena farba predstavuje B
podjednotky, vy podjednotku je zobrazena fialovou farbou), Ramachandranov diagram

a G-faktor izoformy a1B2 v E2 konformaécii

Najpravdepodobnejsia oblast’ | 1321 96,2%
Ciastoéne povolena oblast’ 38 2,8%
Glycin 2 0,15%
Zakazana oblast’ 14 1,0%

Tento model alPB2 ma celkom 1379 aminokyselin z toho 96,2% je v najpravdepodobnejSej
oblasti, 2,8% vV Ciastocne povolenej oblasti. V zakazanej oblasti sa nachadzaju residua
upravovanych koncov, a to su u podjednotky a V15, D31, u podjednotky B su to C1043,

W1050, Q1061 a nachddzaju sa v transmembranovej Casti.
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Procheck G-factor for all dihedral angles
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Obrazok 10: Model (a podjednotka je zobrazena zelenou farbou, P podjednotka je
znazornend farbou oranzovou, fialova farba zobrazuje y podjednotku), Ramachandranov

diagram a G-faktor izoformy a1B3 v E2 konformacii

Najpravdepodobnejsia oblast’ | 1306 95,9%
Ciastoéne povolena oblast’ 43 3,2%
Glycin 1 0,07%
Zakézana oblast’ 13 1,0%

Tento model alB3 ma celkom 1368 aminokyselin z toho 95,9% je v najpravdepodobnejsej
oblasti, 3,2% v ¢iasto¢ne povolenej oblasti. Do zakazanej oblasti patria residua upravovanych

koncov len u podjednotky a a st to V15, D31.
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Procheck G-factor for all dihedral angles
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Obrazok 11: Model (zIta farba predstavuje o podjednotku, B podjednotka je znazornena
modrou farbou a y podjednotka je zobrazena fialovou farbou), Ramachandranov diagram

a G-faktor izoformy a2p1 v E2 konformaécii

Najpravdepodobnejsia oblast’ | 1340 96,9%
Ciastoéne povolena oblast’ 40 2,9%
Glycin 0 0%
Zakézana oblast’ 3 0,2%

Tento model 021 ma celkom 1389 aminokyselin z toho 96,9% je v najpravdepodobnejsej
oblasti, 2,9% v ¢iastoéne povolenej oblasti, v zakazanej oblasti sa nenachadzaji residua
upravovanych koncov, patria sem residua, ktoré sa nachadzaji v cytoplazme

a v extracelularnom priestore.
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Procheck G-factor for all dihedral angles
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Obrazok 12: Model (o podjednotka zobrazena Zltou farbou, Cervena farba predstavuje 3

podjednotku a y podjednotka je fialovou farbou), Ramachandranov diagram a G-faktor

izoformy a2P2 v E2 konformacii

Najpravdepodobnejsia oblast’ | 1321 96,4%
Ciastoéne povolena oblast’ 37 2,7%
Glycin 1 0,07%
Zakazané 12 0,9%

Tento model a2P2 ma celkom 1376 aminokyselin z toho 96,4% je v najpravdepodobnejse;

oblasti, 2,7% v Ciastocne povolenej oblasti. V zakazanej oblasti sa nachadzaju residua

upravovanych koncov, a to st u podjednotky B E1046, N1053, P1054,
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Procheck G-factor for all dihedral angles
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Obrazok 13: Model (hneda farba predstavuje a podjednotka, B podjednotka zobrazuje modra
farba, fialova farba predstavuje y podjednotka), Ramachandranov diagram a G-faktor

izoformy a3B1 v E2 konformacii

Najpravdepodobnejsia oblast’ | 1328 96,5%
Ciastoéne povolena oblast’ 41 3,0%
Glycin 0 0,0%
Zakazané 7 0,5%

Tento model a3f1 ma celkom 1382 aminokyselin z toho 96,5% je Vv najpravdepodobnejSej
oblasti, 3,0% v ¢iastoéne povolenej oblasti, v zakazanej oblasti su residua D9, P11, D21,
L22, u podjednotky o a u podjednotky B N1041, véc¢sina z residui je v transmembranovej

oblasti.
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Procheck G-factor for all dihedral angles
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Obrazok 14: Model (o podjednotka je zobrazena hnedou farbou, Cervena farba predstavuje 3

podjednotku a fialovou farbou je znazornend y podjednotka), Ramachandranov diagram

a G-faktor izoformy a3p2 v E2 konformacii.

Najpravdepodobnejsia oblast’ | 1311 96,2%
Ciastoéne povolena oblast’ 37 2,7%

Glycin 2 0,15%
Zakézané 15 1,1%

Tento model a3p2 ma celkom 1369 aminokyselin z toho 96,2% je v najpravdepodobnejse;

oblasti, 2,7% v Ciastotne povolenej oblasti. Do zakazanej oblasti patria aj residua

upravovanych koncov a st to, u podjednotky o D9, P11, D21, L22, u podjednotky B su to

K1041, T1049, M1053.

36




G-factor

180

Qo =

'
.y

' ' !
A~ QN

Procheck G-factor for all dihedral angles
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Obrazok 15: Model (a podjednotka je znazornena zltozelenou farbou, P podjednotka je

modoru farbou, fialova farba predstavuje y podjednotku), Ramachandranov diagram

a G-faktor izoformy a4p1 v E2 konformaécii.

Najpravdepodobnejsia oblast’ | 1345 96,6%
Ciastoéne povolena oblast’ 39 2,8%
Glycin 2 0,14%
Zakazané 8 0,6%

Tento model 04p1 ma celkom 1392 aminokyselin z toho 96,6% je v najpravdepodobnejsej

oblasti, 2,8% Vv Ciastone povolenej oblasti. V zakazanej oblasti sa nachadzaji residua

upravovanych koncov len u podjednotky o A11, R19, P21, M30.
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3.2.2.2 1zoformy NKA krystalickej Struktary 4HQJ

Rovnako ako u krystalickej Struktary 2ZXE aj u Struktury 4HQJ bolo vytvorenych
osem modelov pre rozne kombinacie podjednotky o a B, ktoré boli vyhodnotené
Ramachandranovym diagramom a G-faktorom. Lisia sa opat len dizkou poradia
aminokyselin ¢i siradnicami i6nov - sodika a hor¢ika. AvSak Struktiarne modely zostavaju
rovnaké ako je Struktara 4HQJ.

Od najpravdepodobnejsej oblasti (slabo modra farba) Ramachandranového diagramu
zavisi kvalita modelu. Podobne ako u modelov odvodenych od Struktury 2ZXE, patri vacSina
aminokyselin prave do tejto oblasti. Do zakazaného regionu patri priblizne 10% residui
z celkového poctu. Najvacsi pocet residui patriacich do povolenej oblasti ma izoforma a2f1
a hodnota je priblizne 95,3%. Najnizsi pocet residui ma izoforma a3p2, ktora ma 93,7%
residui v tejto oblasti. ZvySok heterodimérov ma priblizne 94-95,1% residui v oblasti
a helixov a B skladanych listov. Pocet glycinov v nasledujtcich tabulkdch opiat’ oznacuje, aky

pocet residui zo zakdzanej oblasti predstavuje glycin.
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Procheck G-factor for all dihedral angles
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Obrazok 16: Model (o podjednotka je zndzornena zelenou farbou, modrou farbou je
zobrazena [ podjednotka a fialou farbou je y podjednotka), Ramachandranov diagram

a G-faktor izoformy al1pB1 v E1 konformaécii.

Najpravdepodobnejsia oblast’ | 1312 94,7%
Ciastoéne povolena oblast’ 53 3,8%
Glycin 1 0,07%
Zakazané 21 1,5%

Tento model alfBl ma celkom 1392 aminokyselin z toho 94,7% je v najpravdepodobnejSej
oblasti, 3,8% V Ciastone povolenej oblasti. V zakazanej oblasti sa nachadzaju residua
z transmembranovej Casti a su tu aj residud upravovanych koncov, a vyskytuju sa

u podjednotky B E1041, 11049, T1050.
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Obrazok 17: Model (a podjednotka je zndzornena zelenou, B podjednotku predstavuje

Cervena farba a y podjednotku fialova farba), Ramachandranov diagram a G-faktor izoformy

alPB2 v E1 konformaécii.

Najpravdepodobnejsia oblast’ | 1291 94,0%
Ciastoéne povolena oblast’ 56 4,1%
Glycin 0 0%
Zakéazané 26 1,9%

Tento model alB2 ma celkom 1379 aminokyselin z toho 94,0% je v najpravdepodobnejsej

oblasti, 4,1% v Ciastotne povolenej oblasti. Do zakazanej oblasti patria aj residua

upravovanych koncov a su to, u podjednotky B st to C1043, E1048, N1056, R1065.
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Obrazok 18: Model (zelena farba predstavuje o podjednotku, oranzova farba B podjednotku
a fialova farba y podjednotku), Ramachandranov diagram a G-faktor izoformy alf3 v E1

konformaécii.

Najpravdepodobnejsia oblast’ | 1285 94,3%
Ciastoéne povolena oblast’ 55 4,0%
Glycin 0 0%
Zakazané 22 1,6%

Tento model alPB3 ma celkom 1368 aminokyselin z toho 94,3% je v najpravdepodobnejsej
oblasti, 4,0% v ¢iasto¢ne povolenej oblasti. Do zakazanej oblasti patria residua najéastejSie

nachadzajlce sa v transmembranovej oblasti.
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Procheck G-factor for all dihedral angles
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Obrazok 19: Model (a podjednotka je zobrazena Zltou farbou, B podjednotka modrou farbou,
fialovou farbou je znazornena y podjednotka), Ramachandranov diagram a G-faktor izoformy

a2fB1 v E1 konformacii.

Najpravdepodobnejsia oblast’ | 1318 95,3%
Ciastoéne povolena oblast’ 51 3,7%
Glycin 0 0%
Zakazané 14 1,0%

Tento model a2f31 ma celkom 1389 aminokyselin z toho 95,3% je v najpravdepodobnejsej
oblasti, 3,7% v ¢iasto¢ne povolenej oblasti. V zakazanej oblasti sa vacSina residui nachadza
v transmembranovej Casti. AvSak nachadzaju sa tu aj residud upravovanych koncov, ako su

Al12, D40, u podjednotky a.

42




Procheck G-factor for all dihedral angles
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Obrazok 20: Model (a podjednotku predstavuje farba zIta, B podjednotku cevena farba a y
podjednotka je zobrazena fialovou farbou), Ramachandranov diagram a G-faktor izoformy

a2p2 v E1 konformaécii.

Najpravdepodobnejsia oblast’ | 1293 94,4%
Ciastoéne povolena oblast’ 54 3,9%
Glycin 1 0,07%
Zakéazané 23 1,7%

Tento model a2f32 ma celkom 1376 aminokyselin z toho 94,4% je v najpravdepodobnejsej
oblasti, 3,9% v Ciastoéne povolenej oblasti. V zakazanej oblasti sa nachadzaju residua
upravovanych koncov, a to st u podjednotky a Al2, D40, u podjednotky B st to C1040,

F1050, T1056, F1059, vicsina z residui je v transmembranovej ¢asti.
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Obrazok 21: Model (o podjednotka je zobrazena hnedou farbou, B podjednotka modrou
farbou, y podjednotka je fialovoou farbou), Ramachandranov diagram a G-faktor izoformy

a3B1 v E1 konformacii.

Najpravdepodobnejsia oblast’ | 1306 94,9%
Ciastoéne povolena oblast’ 47 3,4%
Glycin 1 0,07%
Zakéazané 23 1,7%

Tento model a3p1 ma celkom 1382 aminokyselin z toho 94,9% je v najpravdepodobnejsej

oblasti, 3,4% v Ciastotne povolenej oblasti. Do zakazanej oblasti patria aj residua

upravovanych koncov a u podjednotky B je to 11039. Zvysné residua sa nachadzaju prevazne

v transmembranove;j Casti.
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Obrazok 22: Model (a podjednotku predstavuje farba hneda, B podjednotku farba cervena

a y podjednotka je zobrazena fialovou farbou), Ramachandranov diagram a G-faktor izoformy

a3p2 v E1 konformacii.

Najpravdepodobnejsia oblast’ | 1277 93,7%
Ciastoéne povolena oblast’ 54 4,0%
Glycin 0 0%
Zakéazané 32 2,3%

Tento model a332 ma celkom 1369 aminokyselin z toho 93,7% je v najpravdepodobnejsej

oblasti, 4,0% v ciastocne povolenej oblasti. V zakazanej oblasti sa vdcSina residui nachadza

v transmembranove] Casti, nachddzaji sa tu vSak aj residud upravovanych koncov,

u podjednotky P st to K1030, C1033, V1037, V1044, R1048, M1053, R1055.
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Obrazok 23: Model (Zltozelena farba predstavuje a podjednotku, B podjednotka je zobrazena

modrou farbou a y podjednotka fialovou farbou), Ramachandranov diagram a G-faktor

izoformy 041 v E1 konformaécii.

Najpravdepodobnejsia oblast’ | 1324 95,1%
Ciastoéne povolena oblast’ 52 3,7%
Glycin 1 0,07%
Zakazané 16 1,1%

Tento model a4f1 ma celkom 1398 aminokyselin z toho 95,1% je v najpravdepodobnejsej

oblasti, 3,7% v Ciastocne povolenej oblasti. V zakazanej oblasti sa nachadzaju residua

upravovanych koncov, a to je u podjednotky p K1053. Vécsina residui v zakazanej oblasti sa

prevazne nachadza v transmembranovej oblasti.
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Vytvorené modely Sestnastich kombinacii izoforiem o a [ podjednotky odvodenych
od krystalickych Struktir 2ZXE a 4HQJ sa Strukturne nelisia, liSia sa vSak tym, ze odpovedaju
I'udskym sekvencidm, ¢o zmenilo poradie aminokyselin v jednotlivych podjednotkach.
Spravnost  vysledného  modelu  bola  posudzovand na  zaklade  vysledkov
z Ramachandranového diagramu a G-faktoru. Kvalitu modelu odraza povolena oblast’, alebo
teda slabo modra ¢ast’ Ramachandranového diagramu, ktora by mala obsahovat’ 90% residui
z celkového poctu. Povolend oblast’ vytvorenych modelov réznych izoforiem obsahovala
priblizne 93,7-96,9% residui. V ¢iasto¢ne povolenom regione tohto diagramu by sa malo
nachadzat’ zvy$nych 10% residui. Vytvorené modely maji v tejto silno modrej oblasti
priblizne 2,7-4,1% residui. V zakazanej oblasti by sa nemali vyskytovat Ziadne residua,
avsak vo vytvorenych modeloch je tito hodnota priblizne 0,2—-1,9% residui. Glycin a prolin
v diagrame sa moéze nachddzat’ v ktorejkol'vek casti diagramu, preto sa nezahfiiaju
do vyslednych percent residui. Izoformy v E1 konformacii maju vyssi pocet residui
v zakdzanej oblasti ako izoformy v E2 konformaécii. U izoforiem v E1 konformacii sa residua
upravovanych koncov nachadzaju v zakazanej oblasti takmer u vSetkych B podjednotiek.

Dalsim hodnotenim kvality modelu bol G—faktor. Z vyslednych grafov G—faktorov je
vidiet, ze hodnoty G—faktorov u izoforiem v E1 konformacii su nizsie ako u izoforiem v E2
konformacii. Vplyv na hodnoty G—faktora maju aj zakazané oblasti Ramachandranového
diagramu, kedZze vytvorené heterodiméry maji svoje residua aj v tejto oblasti preto su
hodnoty G—faktora u izoforiem odvodenych od Struktiry 4HQJ niZsie.

Vytvorené homologne modely NKA a jej roznych izoforiem mali nizke hodnoty
G—faktora a aminokyselinové residua sa nachadzali v zakdzanej oblasti Ramachandranového

diagramu, ¢o mohlo byt’ spdsobené tim, Ze vacsSina residui sa nachddza v membranovej Casti.
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4. Zaver

V tejto praci som sa zaoberala Stidiom NKA, ktory je jeden z najddlezitejSich
proteinov v zivociSnej riSi. Nespravne fungovanie tohto proteinu moze spdsobit’ rozne
ochorenia a poruchy. Protein NKA sa sklada z podjednotky a a B a kazda z nich ma svoje
izoformy. Pomocou molekulového modelovania boli vytvorené homoldogne modely NKA
v r6znych kombinéciach izoforiem podjednotiek a a . Boli vytvorené heterodiméry alfl,
alB2, alB3, a2B1, a2B2, a3B1, a3B2 a 04p1, ktoré sa najcastejSie vyskytuji v 'udskom tele
a ktoré predstavuji dva odlisné kroky funkéného cyklu NKA.

Zo Sestnastich modelov NKA vsetky odpovedaji normam kvality modelu, avsak ich
residua sa nachadzaju aj v zakdzanej oblasti Ramachandranového diagramu, ¢o tymto
normam nevyhovuje. Mohlo to byt sposobené upravou koncov, po pripade ich chybnému
ulozeniu k podjednotkam oproti povodnej Struktire. Vac¢sina rozdielov medzi izoformami
u podjednotky a je na vonkaj$ej strane cytoplazmatickych domén A a N, ale i v oblasti
extracelularnej slucky medzi helixami M7 a M8, zatial' ¢o rozdiely medzi izoformami

u podjednotky B st ovela vacésie a nachadzajt sa na strane, ktora sa dotyka s podjednotkou a.

Tieto vytvorené modely roznych heterodimérov NKA by mohli sluzit’ ako zéklad
pre molekuldrne dynamické simulacie a prispiet’ tak k pochopeniu roéznych vlastnosti

izoforiem.

48



5. Summary

In this thesis I studied protein NKA, which is one of the most important proteins in the
animal kingdom. Malfunctions of this protein can caused various diseases and disorders. The
protein NKA consisting of subunits a and B and each one has isoforms. Using molecular
modelling were created homologous models NKA in various combinations of isoforms
subunits a and . Heterodimers were created alpl, alp2, alp3, a2p1, a2p2, a3p1, a3p2 and
a4p1, which mostly located in the human body and represent two different steps of the
functional cycle NKA.

The sixteen model of NKA, all of them comply to quality standard of model, but the
residue can be found in a disallowed area of Ramachandran plot, which do not comply of
these standards. It could be caused by editing terminus of subunits or incorrect composition of
terminus to subunits against original structure. Most differences between isoforms of subunit
a is on the outside cytoplasmic domain N, but also in the extracellular loop between helices
M7 and M8, while differencies between the isoforms of subunit B are much larger and they

are located on the side, which is in contact with subunit o.

These models of different heterodimers of NKA could be the basis for molecular

dynamic simulations and could help the understanding of the diverse properties of isoforms.
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7. Zoznam skratiek

Aminokyseliny
A Alanin G Glycin M Methionin S Serin
C Cystein H Histidin N Asparagin T Threonin
D Aspartat | Izoleucin P Prolin Vv Valin
E Glutamat K Lyzin Q Glutamin wW Tryptofan
F fenylalanin L Leucin R Arginin Y Tyrozin

Cislo za skratkou aminokyseliny uvadza poziciu v sekvencii proteinu NKA, ako napriklad

V15 znamena valin na pozicii 15.

DalSie skratky

NKA sodno—draselna pumpa

PC fosfatidylcholin

PS fosfatidylserin

ATP adenozintrifosfat

ADP adenozindifosfat

El konformacia NKA s vysokou afinitou ku sodnym iénom

E2 konformacia NKA s vysokou afinitou ku draselnym i6nom
RDP rapid onset dystonia parkinsonism - parkinsonova dysfunkcia
NMR nuklearna magneticka rezonancia
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8. Prilohy

Priloha 1
Alfa podjednotka

1
2ZXE: ——— MGKGT - ASDKYEPAATSENATKSKKKGKKDKIDKKRDLDELKKEVS
al: ——— MGKGV-GRDKYEPAAVSEQGDKKGKKGKKD ———— RDMDELKKEVS
02: —— MGRG — AGREYSPAATTAENGGGKKK ————— QKEKELDELKKEVA
a3: MGDKK — DDKDSPKKNKGKERRDLDDLKKEVA

a4: MGLWGKKGTVAPHDQSPRRRPKKGLIKKKMVKREK — QKRNMEELKKEVV
51
2ZXE: MDDHKLSLDELHNKYGTDLTRGLTNARAKEILARDGPNSLTPPPTTPEWI
al: MDDHKLSLDELHRKYGTDLSRGLTSARAAEILARDGPNALTPPPTTPEWI
a2: MDDHKLSLDELGRKYQVDLSKGLTNQRAQDVLARDGPNALTPPPTTPEWV
a3: MTEHKMSVEEVCRKYNTDCVQGLTHSKAQEILARDGPNALTPPPTTPEWV
a4: MDDHKLTLEELSTKYSVDLTKGHSHQRAKEILTRGGPNTVTPPPTTPEWV
101
2ZXE: KFCRQLFGGFSILLWIGAILCFLAYGIQAATEDEPANDNLYLGVVLSTVV
al: KFCRQLFGGFSMLLWIGAILCFLAYSIQAATEEEPQNDNLYLGVVLSAVV
a2: KFCRQLFGGFSILLWIGAILCFLAYGIQAAMEDEPSNDNLYLGVVLAAVV
a3: KFCRQLFGGFSILLWIGAILCFLAYGIQAGTEDDPSGDNLYLGIVLAAVV

a4: KFCKQLFGGFSLLLWTGAILCFVAYSIQIYFNEEPTKDNLYLSIVLSVVV
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2ZXE:

al:

a2:

a3:

ad:

2ZXE:

al:

a?2:

a3:

ad:

2ZXE:

al:

a?2:

a3:

ad:

2ZXE:

al:

a2:

151
IVTGCFSYYQEAKSSRIMDSFKNMVPQQALVIRDGEKSTINAEFVVAGDL
IHTGCFSYYQEAKSSKIMESFKNMVPQQALVIRNGEKMSINAEEVVVGDL
IVTGCFSYYQEAKSSKIMDSFKNMVPQQALVIREGEKMQINAEEVVVGDL
IHTGCFSYYQEAKSSKIMESFKNMVPQQALVIREGEKMQVNAEEVVVGDL
IVTGCFSYYQEAKSSKIMESFKNMVPQQALVIRGGEKMQINVQEVVLGDL
201
VEVKGGDRIPADLRIISAHGCKVDNSSLTGESEPQTRSPEFSSENPLETR
VEVKGGDRIPADLRIISANGCKVDNSSLTGESEPQTRSPDFTNENPLETR
VEVKGGDRVPADLRIISSHGCKVDNSSLTGESEPQTRSPEFTHENPLETR
VEIKGGDRVPADLRIISAHGCKVDNSSLTGESEPQTRSPDCTHDNPLETR
VEIKGGDRVPADLRLISAQGCKVDNSSLTGESEPQSRSPDFTHENPLETR
251
NIAFFSTNCVEGTARGVVVYTGDRTVMGRIATLASGLEVGRTPIAIEIEH
NIAFF STNCVEGTARGIVVYTGDRTVMGRIATLASGLEGGQTPIAAEIEH
NICFFSTNCVEGTARGIVIATGDRTVMGRIATLASGLEVGRTPIAMEIEH
NITFFSTNCVEGTARGVVVATGDRTVMGRIATLASGLEVGKTPIAIEIEH
NICFFSTNCVEGTARGIVIATGDSTVMGRIASLTSGLAVGQTPIAAEIEH
301

FIHIITGVAVFLGVSFFILSLILGYSWLEAVIFLIGIIVANVPEGLLATV
FIHITGVAVFLGVSFFILSLILEYTWLEAVIFLIGIIVANVPEGLLATV

FIQLITGVAVFLGVSFFVLSLILGYSWLEAVIFLIGIIVANVPEGLLATV
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a3: FIQLITGVAVFLGVSFFILSLILGYTWLEAVIFLIGIIVANVPEGLLATV
a4: FIHLITVVAVFLGVTFFALSLLLGYGWLEAIFLIGIIVANVPEGLLATV
351
2ZXE: TVCLTLTAKRMARKNCLVKNLEAVETLGSTSTICSDKTGTLTQNRMTVAH
al: TVCLTLTAKRMARKNCLVKNLEAVETLGSTSTICSDKTGTLTQNRMTVAH
a2: TVCLTLTAKRMARKNCLVKNLEAVETLGSTSTICSDKTGTLTQNRMTVAH
a3: TVCLTLTAKRMARKNCLVKNLEAVETLGSTSTICSDKTGTLTQNRMTVAH
a4: TVCLTLTAKRMARKNCLVKNLEAVETLGSTSTICSDKTGTLTQNRMTVAH
401
2ZXE: MWFDNQIHEADTTENQSGAAFDKTSATWSALSRIAALCNRAVFQAGQDNV
al: MWFDNQIHEADTTENQSGVSFDKTSATWLALSRIAGLCNRAVFQANQENL
a2: MWFDNQIHEADTTEDQSGATFDKRSPTWTALSRIAGLCNRAVFKAGQENI
a3: MWFDNQIHEADTTEDQSGTSFDKSSHTWVALSHIAGLCNRAVFKGGQDNI
a4: MWFDMTVYEADTTEEQTGKTFTKSSDTWFMLARIAGLCNRADFKANQEIL
451
2ZXE: PILKRSVAGDASESALLKCIELCCGSVQGMRDRNPKIVEIPFNSTNKYQL
al: PILKRAVAGDASESALLKCIELCCGSVKEMRERYAKIVEIPFNSTNKYQL
a2: SVSKRDTAGDASESALLKCIELSCGSVRKMRDRNPKVAEIPFNSTNKYQL
a3: PVLKRDVAGDASESALLKCIELSSGSVKLMRERNKKVAEIPFNSTNKYQL

a4: PIAKRATTGDASESALLKFIEQSYSSVAEMREKNPKVAEIPFNSTNKYQM
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2ZXE:

al:

a2:

a3:

ad:

2ZXE:

al:

a2:

a3:

ad:

2ZXE:

al:

a?2:

a3:

ad:

2ZXE:

al:

a2:

501

SIHENEKSSESRYLLVMKGAPERILDRCSTILLNGAEEPLKEDMKEAFQN

SIHKNPNTSEPQHLLVMKGAPERILDRCSSILLHGKEQPLDEELKDAFQN

SIHEREDSPQS-HVLVMKGAPERILDRCSTILVQGKEIPLDKEMQDAFQN

SIHETEDPNDNRYLLVMKGAPERILDRCSTILLQGKEQPLDEEMKEAFQN

SIHLREDSSQT - HVLMMKGAPERILEFCSTFLLNGQEYSMNDEMKEAFQN

551
AYLELGGLGERVLGFCHFALPEDKYNEGYPFDADEPNFPTTDLCFVGLMA
AYLELGGLGERVLGFCHLFLPDEQFPEGFQFDTDDVNFPIDNLCFVGLIS
AYMELGGLGERVLGFCQLNLPSGKFPRGFKFDTDELNFPTEKLCFVGLMS
AYLELGGLGERVLGFCHYYLPEEQFPKGFAFDCDDVNFTTDNLCFVGLMS
AYLELGGLGERVLGFCFLNLP — SSFSKGFPFNTDEINFPMDNLCFVGLIS
601
MIDPPRAAVPDAVGKCRSAGIKVIMVTGDHPITAKAIAKGVGIISEGNET
MIDPPRAAVPDAVGKCRSAGIKVIMVTGDHPITAKAIAKGVGIISEGNET
MIDPPRAAVPDAVGKCRSAGIKVIMVTGDHPITAKAIAKGVGIISEGNET
MIDPPRAAVPDAVGKCRSAGIKVIMVTGDHPITAKAIAKGVGIISEGNET
MIDPPRAAVPDAVSKCRSAGIKVIMVTGDHPITAKAIAKGVGIISEGTET
651
IEDIAARLNIPIGQVNPRDAKACVVHGSDLKDLSTEVLDDILHYHTEIVF
VEDIAARLNIPVSQVNPRDAKACVVHGSDLKDMTSEQLDDILKYHTEIVF

VEDIAARLNIPMSQVNPREAKACVVHGSDLKDMTSEQLDEILKNHTEIVF
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a3:

ad:

2ZXE:

al:

a2:

a3:

ad:

2ZXE:

al:

a?2:

a3:

ad:

2ZXE:

al:

a?2:

a3:

ad:

2ZXE:

VEDIAARLNIPVSQVNPRDAKACVIHGTDLKDFTSEQIDEILQNHTEIVF
AEEVAARLKIPISKVDASAAKAIVVHGAELKDIQSKQLDQILQNHPEIVF
701
ARTSPQQKLIIVEGCQRQGAIVAVTGDGVNDSPALKKADIGVAMGISGSD
ARTSPQQKLIIVEGCQRQGAIVAVTGDGVNDSPALKKADIGVAMGIAGSD
ARTSPQQKLIIVEGCQRQGAIVAVTGDGVNDSPALKKADIGIAMGISGSD
ARTSPQQKLIIVEGCQRQGAIVAVTGDGVNDSPALKKADIGVAMGIAGSD
ARTSPQQKLIIVEGCQRLGAVVAVTGDGVNDSPALKKADIGIAMGISGSD
751
VSKQAADMILLDDNFASIVTGVEEGRLIFDNLKKSIAYTLTSNIPEITPF
VSKQAADMILLDDNFASIVTGVEEGRLIFDNLKKSIAYTLTSNIPEITPF
VSKQAADMILLDDNFASIVTGVEEGRLIFDNLKKSIAYTLTSNIPEITPF
VSKQAADMILLDDNFASIVTGVEEGRLIFDNLKKSIAYTLTSNIPEITPF
VSKQAADMILLDDNFASIVTGVEEGRLIFDNLKKSIMY TLTSNIPEITPF
801
LVFIIGNVPLPLGTVTILCIDLGTDMVPAISLAYEQAESDIMKRQPRNPK
LIFIHTANIPLPLGTVTILCIDLGTDMVPAISLAYEQAESDIMKRQPRNPK
LLFIHANIPLPLGTVTILCIDLGTDMVPAISLAYEAAESDIMKRQPRNSQ
LLFIMANIPLPLGTITILCIDLGTDMVPAISLAYEAAESDIMKRQPRNPR
LMFIILGIPLPLGTITILCIDLGTDMVPAISLAYESAESDIMKRLPRNPK
851

TDKLVNERLISMAYGQIGMIQALGGFFSYFVILAENGFLPMDLIGKRVRW
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al: TDKLVNERLISMAYGQIGMIQALGGFFTYFVILAENGFLPIHLLGLRVDW
a2: TDKLVNERLISMAYGQIGMIQALGGFFTYFVILAENGFLPSRLLGIRLDW
a3: TDKLVNERLISMAYGQIGMIQALGGFFSYFVILAENGFLPGNLVGIRLNW
a4: TDNLVNHRLIGMAYGQIGMIQALAGFFTYFVILAENGFRPVDLLGIRLHW
901
2ZXE: DDRWISDVEDSFGQQWTYEQRKIVEFTCHTSFFISIVVVQWADLIICKTR
al: DDRWINDVEDSYGQQWTYEQRKIVEFTCHTAFFVSIVVVQWADLVICKTR
a2: DDRTMNDLEDSYGQEWTYEQRKVVEFTCHTAFFASIVVVQWADLIICKTR
a3: DDRTVNDLEDSYGQQWTYEQRKVVEFTCHTAFFVSIVVVQWADLIICKTR
o 4: EDKYLNDLEDSYGQQWTYEQRKVVEFTCQTAFFVTIVVVQWADLIISKTR
951
2ZXE: RNSIFQQGMKNKILIFGLFEETALAAFLSYCPGTDVALRMYPLKPSWWFC
al: RNSVFQQGMKNKILIFGLFEETALAAFLSYCPGMGVALRMYPLKPTWWEC
a2: RNSVFQQGMKNKILIFGLLEETALAAFLSYCPGMGVALRMYPLKVTWWFC
a3: RNSVFQQGMKNKILIFGLFEETALAAFLSYCPGMDVALRMYPLKPSWWFC
a4: RNSLFQQGMRNKVLIFGILEETLLAAFLSYTPGMDVALRMYPLKITWWLC
1001
2ZXE: AFPYSLIIFLYDEMRRFIIRRSPGGWVEQETYY
al: AFPYSLLIFVYDEVRKLIIRRRPGGWVEKETYY
a2: AFPYSLIFIYDEVRKLILRRYPGGWVEKETYY
a3: AFPYSFLIFVYDEIRKLILRRNPGGWVEKETYY

a4: AIPYSILIFVYDEIRKLLIRQHPDGWVERETYY
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AHQ): — — — — — — . __KEVSMD

al: —MGKGVGRDKYEPAAVSEQGDKKGKKGKKDRDMDELKKEVSMD
€2 — MGRGAGREYSPAATTAENGGGKKKQKEKELDELKKEVAMD
a3: MGDKKDDKDSPKKNKGKERRDLDDLKKEVAMT

a4: MGLWGKKGTVAPHDQSPRRRPKKGLIKKKMVKREKQKRNMEELKKEVVMD
51
4HQJ: DHKLSLDELHRKYGTDLSRGLTPARAAEILARDGPNALTPPPTTPEWVKF
al: DHKLSLDELHRKYGTDLSRGLTSARAAEILARDGPNALTPPPTTPEWIKF
a2: DHKLSLDELGRKYQVDLSKGLTNQRAQDVLARDGPNALTPPPTTPEWVKF
a3: EHKMSVEEVCRKYNTDCVQGLTHSKAQEILARDGPNALTPPPTTPEWVKF
a4: DHKLTLEELSTKYSVDLTKGHSHQRAKEILTRGGPNTVTPPPTTPEWVKF
101
4HQJ: CRQLFGGFSMLLWIGAILCFLAYGIQAATEEEPQNDNLYLGVVLSAVVII
al: CRQLFGGFSMLLWIGAILCFLAYSIQAATEEEPQNDNLYLGVVLSAVVII
a2: CRQLFGGFSILLWIGAILCFLAYGIQAAMEDEPSNDNLYLGVVLAAVVIV
a3: CRQLFGGFSILLWIGAILCFLAYGIQAGTEDDPSGDNLYLGIVLAAVVII
a4: CKQLFGGFSLLLWTGAILCFVAYSIQIYFNEEPTKDNLYLSIVLSVVVIV
151
4HQJ: TGCFSYYQEAKSSKIMESFKNMVPQQALVIRNGEKMSINAEEVVVGDLVE
al: TGCFSYYQEAKSSKIMESFKNMVPQQALVIRNGEKMSINAEEVVVGDLVE

a2: TGCFSYYQEAKSSKIMDSFKNMVPQQALVIREGEKMQINAEEVVVGDLVE
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a3: TGCFSYYQEAKSSKIMESFKNMVPQQALVIREGEKMQVNAEEVVVGDLVE

a4: TGCFSYYQEAKSSKIMESFKNMVPQQALVIRGGEKMQINVQEVVLGDLVE
201

4HQJ: VKGGDRIPADLRIISANGCKVDNSSLTGESEPQTRSPDFTNENPLETRNI

al: VKGGDRIPADLRIISANGCKVDNSSLTGESEPQTRSPDFTNENPLETRNI

a2: VKGGDRVPADLRIISSHGCKVDNSSLTGESEPQTRSPEFTHENPLETRNI

a3: IKGGDRVPADLRIISAHGCKVDNSSLTGESEPQTRSPDCTHDNPLETRNI

a4: IKGGDRVPADLRLISAQGCKVDNSSLTGESEPQSRSPDFTHENPLETRNI
251

4HQJ: AFFSTNCVEGTARGIVVYTGDRTVMGRIATLASGLEGGQTPIAAEIEHFI

al: AFFSTNCVEGTARGIVVYTGDRTVMGRIATLASGLEGGQTPIAAEIEHFI

a2: CFFSTNCVEGTARGIVIATGDRTVMGRIATLASGLEVGRTPIAMEIEHFI

a3: TFFSTNCVEGTARGVVVATGDRTVMGRIATLASGLEVGKTPIAIEIEHFI

a4: CFFSTNCVEGTARGIVIATGDSTVMGRIASLTSGLAVGQTPIAAEIEHFI

301
4HQJ: HIITGVAVFLGVSFFILSLILEYTWLEAVIFLIGIIVANVPEGLLATVTV
al: HIITGVAVFLGVSFFILSLILEYTWLEAVIFLIGIIVANVPEGLLATVTV
a2: QLITGVAVFLGVSFFVLSLILGYSWLEAVIFLIGIIVANVPEGLLATVTV
a3: QLITGVAVFLGVSFFILSLILGYTWLEAVIFLIGIIVANVPEGLLATVTV

a4: HLITVVAVFLGVTFFALSLLLGYGWLEAIIFLIGIIVANVPEGLLATVTV
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4HQJ:
al:
o 2:
a3:

ad:

4HQJ:
al:
a2:
a3:

ad:

4HQJ:
al:
a2:
a3:

ad:

4HQJ:
al:

a2:

351
CLTLTAKRMARKNCLVKNLEAVETLGSTSTICSDKTGTLTQNRMTVAHMW
CLTLTAKRMARKNCLVKNLEAVETLGSTSTICSDKTGTLTQNRMTVAHMW
CLTLTAKRMARKNCLVKNLEAVETLGSTSTICSDKTGTLTOQNRMTVAHMW
CLTLTAKRMARKNCLVKNLEAVETLGSTSTICSDKTGTLTOQNRMTVAHMW
CLTLTAKRMARKNCLVKNLEAVETLGSTSTICSDKTGTLTQNRMTVAHMW
401
SDNQIHEADTTENQSGVSFDKTSATWLALSRIAGLCNRAVFQANQENLPI
FDNQIHEADTTENQSGVSFDKTSATWLALSRIAGLCNRAVFQANQENLPI
FDNQIHEADTTEDQSGATFDKRSPTWTALSRIAGLCNRAVFKAGQENISV
FDNQIHEADTTEDQSGTSFDKSSHTWVALSHIAGLCNRAVFKGGQDNIPV
FDMTVYEADTTEEQTGKTFTKSSDTWFMLARIAGLCNRADFKANQEILPI
451
LKRAVAGDASESALLKCIELCCGSVKEMRERY TKIVEIPENSTNKYQLSI
LKRAVAGDASESALLKCIELCCGSVKEMRERYAKIVEIPFNSTNKYQLSI
SKRDTAGDASESALLKCIELSCGSVRKMRDRNPKVAEIPFNSTNKYQLSI
LKRDVAGDASESALLKCIELSSGSVKLMRERNKKVAEIPFNSTNKYQLSI
AKRATTGDASESALLKFIEQSYSSVAEMREKNPKVAEIPFNSTNKYQMSI
501
HKNPNTAEPRHLLVMKGAPERILDRCSSILIHGKEQPLDEELKDAFQNAY
HKNPNTSEPQHLLVMKGAPERILDRCSSILLHGKEQPLDEELKDAFQNAY

HEREDSPQ-SHVLVMKGAPERILDRCSTILVQGKEIPLDKEMQDAFQNAY
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a3:

ad:

4HQJ:
al:
a2:
a3:

ad:

4HQJ:
al:
a2:
a3:

ad:

4HQJ:
al:
o 2:
a3:

ad:

4HQJ:

HETEDPNDNRYLLVMKGAPERILDRCSTILLQGKEQPLDEEMKEAFQNAY
HLREDSSQ — THVLMMKGAPERILEFCSTFLLNGQEYSMNDEMKEAFQNAY
551
LELGGLGERVLGFCHLFLPDEQFPEGFQFDTDDVNFPLDNLCFVGLISMI
LELGGLGERVLGFCHLFLPDEQFPEGFQFDTDDVNFPIDNLCFVGLISMI
MELGGLGERVLGFCQLNLPSGKFPRGFKFDTDELNFPTEKLCFVGLMSMI
LELGGLGERVLGFCHYYLPEEQFPKGFAFDCDDVNFTTDNLCFVGLMSMI
LELGGLGERVLGFCFLNLP — SSFSKGFPFNTDEINFPMDNLCFVGLISMI
601
DPPRAAVPDAVGKCRSAGIKVIMVTGDHPITAKAIAKGVGIISEGNETVE
DPPRAAVPDAVGKCRSAGIKVIMVTGDHPITAKAIAKGVGIISEGNETVE
DPPRAAVPDAVGKCRSAGIKVIMVTGDHPITAKAIAKGVGIISEGNETVE
DPPRAAVPDAVGKCRSAGIKVIMVTGDHPITAKAIAKGVGIISEGNETVE
DPPRAAVPDAVSKCRSAGIKVIMVTGDHPITAKAIAKGVGIISEGTETAE
651
DIAARLNIPVSQVNPRDAKACVVHGSDLKDMTSEQLDDILKYHTEIVFAR
DIAARLNIPVSQVNPRDAKACVVHGSDLKDMTSEQLDDILKYHTEIVFAR
DIAARLNIPMSQVNPREAKACVVHGSDLKDMTSEQLDEILKNHTEIVFAR
DIAARLNIPVSQVNPRDAKACVIHGTDLKDFTSEQIDEILQNHTEIVFAR
EVAARLKIPISKVDASAAKAIVVHGAELKDIQSKQLDQILQNHPEIVFAR
701

TSPQQKLIIVEGCQRQGAIVAVTGDGVNDSPASKKADIGVAMGIAGSDVS
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al:
a?2:
a3:

ad:

4HQJ:
al:
a2:
a3:

ad:

4HQJ:
al:
a2:
a3:

ad:

4HQJ:
al:
a2:
a3:

ad:

TSPQQKLIIVEGCQRQGAIVAVTGDGVNDSPALKKADIGVAMGIAGSDVS
TSPQQKLIIVEGCQRQGAIVAVTGDGVNDSPALKKADIGIAMGISGSDVS
TSPQQKLIIVEGCQRQGAIVAVTGDGVNDSPALKKADIGVAMGIAGSDVS
TSPQQKLIIVEGCQRLGAVVAVTGDGVNDSPALKKADIGIAMGISGSDVS
751

KQAADMILLDDNFASIVTGVEEGRLIFDNLKKSIAYTLTSNIPEITPFLI
KQAADMILLDDNFASIVTGVEEGRLIFDNLKKSIAYTLTSNIPEITPFLI
KQAADMILLDDNFASIVTGVEEGRLIFDNLKKSIAYTLTSNIPEITPFLL
KQAADMILLDDNFASIVTGVEEGRLIFDNLKKSIAYTLTSNIPEITPFLL
KQAADMILLDDNFASIVTGVEEGRLIFDNLKKSIMYTLTSNIPEITPFLM
801
FIIANIPLPLGTVTILCIDLGTDMVPAISLAYEQAESDIMKRQPRNPKTD
FIIANIPLPLGTVTILCIDLGTDMVPAISLAYEQAESDIMKRQPRNPKTD
FIITANIPLPLGTVTILCIDLGTDMVPAISLAYEAAESDIMKRQPRNSQTD
FIMANIPLPLGTITILCIDLGTDMVPAISLAYEAAESDIMKRQPRNPRTD
FIILGIPLPLGTITILCIDLGTDMVPAISLAYESAESDIMKRLPRNPKTD

851
KLVNEQLISMAYGQIGMIQALGGFFTYFVILAENGFLPIHLLGLRVNWDD
KLVNERLISMAYGQIGMIQALGGFFTYFVILAENGFLPIHLLGLRVDWDD
KLVNERLISMAYGQIGMIQALGGFFTYFVILAENGFLPSRLLGIRLDWDD
KLVNERLISMAYGQIGMIQALGGFFSYFVILAENGFLPGNLVGIRLNWDD

NLVNHRLIGMAYGQIGMIQALAGFFTYFVILAENGFRPVDLLGIRLHWED
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901
4HQJ: RWINDVEDSYGQQWTYEQRKIVEFTCHTPFFVTIVVVQWADLVICKTRRN
al: RWINDVEDSYGQQWTYEQRKIVEFTCHTAFFVSIVVVQWADLVICKTRRN
a2: RTMNDLEDSYGQEWTYEQRKVVEFTCHTAFFASIVVVQWADLIICKTRRN
a3: RTVNDLEDSYGQQWTYEQRKVVEFTCHTAFFVSIVVVQWADLIICKTRRN
a4: KYLNDLEDSYGQQWTYEQRKVVEFTCQTAFFVTIVVVQWADLIISKTRRN
951
4HQJ: SVFQQGMKNKILIFGLFEETALAAFLSYCPGMGVALRMYPLKPTWWFCAF
al: SVFQQGMKNKILIFGLFEETALAAFLSYCPGMGVALRMYPLKPTWWFCAF
a2: SVFQQGMKNKILIFGLLEETALAAFLSYCPGMGVALRMYPLKVTWWFCAF
a3: SVFQQGMKNKILIFGLFEETALAAFLSYCPGMDVALRMYPLKPSWWFCAF
a4: SLFQQGMRNKVLIFGILEETLLAAFLSYTPGMDVALRMYPLKITWWLCAI
1001
4HQJ: PYSLLIFVYDEVRKLIIRRRPGGWVEKETYY
al: PYSLLIFVYDEVRKLIIRRRPGGWVEKETYY
a2: PYSLLIFIYDEVRKLILRRYPGGWVEKETYY
a3: PYSFLIFVYDEIRKLILRRNPGGWVEKETYY
ad: PYSILIFVYDEIRKLLIRQHPDGWVERETYY

Beta podjednotka
1

2ZXE: MARGKSKETD——GGWKKFLWDSEKKEFLGRTGSSWFKIFLFYLIFYGC

B1: MARGKAKE-EG——SWKKFIWNSEKKEFLGRTGGSWFKILLFYVIFYGC
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B 2:
B 3:

2ZXE:

p1:

p2:
B 3:

2ZXE:
p1:
p2:

B 3:

2ZXE:

p1:

B 2:

p3:

2ZXE:

p1:

p2:

MVIQKEKKSCGQVVEEWKEFVWNPRTHQFMGRTGTSWAFILLFYLVFYG

— MTKNEKKSLNQSLAEWKLFIYNPTTGEFLGRTAKSWGLILLFYLVFYGF

51

LAGIFIGTIQVLLLTLSDFEPKYQDRVAPPGLSHAPY-AIKTEISFSISN
LAGIFIGTIQVMLLTISEFKPTYQDRVAPPGLTQIPQ-IQKTEISFRPND
LTAMFTLTMWVMLQTVSDHTPKYQDRLATPGLMIRPK-TENLDVIVNVSD
LAALFSFTMWVMLQTLNDEVPKYRDQIPSPGLMVFPKPVTALEYTFSRSD

101
PKSYESFVKSMHKLMDLYNESSQAGNSPFEDCSDTPADYIKRGDLDDSQG

PKSYEAYVLNIVRFLEKYKDSAQRDDMIFEDCGDVPSEPKERGDFNHERG

TESWDQHVQKLNKFLEPYNDSIQAQKN—DVCR—PGRYYEQPDNGVLNY

PTSYAGYIEDLKKFLKPYTLEEQKNLTVCPD GALFEQKG
151
Q-KKACRFSRMWLKNCSGLDDTT-YGYAEGKPCVVAKLNRIIGFYPKPLK
E-RKVCRFKLEWLGNCSGLNDET-YGYKEGKPCIHIKLNRVLGFKPKPPK
P-KRACQFNRTQLGNCSGIGDSTHYGYSTGQPCVFIKMNRVINFYAGANQ
PVYVACQFPISLLQACSGMND-PDFGYSQGNPCILVKMNRIIGLKPE—

201

NTTDLPEELQANYNQYVLPLRCAAKREEDREKIGSIEYFGLGGYAGFPLQ
NES-LET YPVMKYNPNVLPVQCTGKRDEDKDKVGNVEYFGLGNSPGFPLQ

S MNVTCAGKRDEDAENLGNFVMFPANG—NIDLM
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B 3:

2ZXE:

p1:

p2:
B 3:

2ZXE:

p1:

B 2:
B 3:

4HQJ:

p1:

B 2:
B 3:

4HQJ:

p1:

B 2:
p3:

GVPRIDCVSKNED ——— IPNVAVYPHNGM — IDLK

251

YYPYYGKRLQKKYLQPLLAIQFTNLTQNM — ELRIECKVYG —-ENIDY - SE
YYPYYGKLLQPKYLQPLLAVQFTNLTMDT—EIRIECKAYG-ENIGY-SE
YFPYYGKKFHVNYTQPLVAVKFLNVTPNV—EVNVECRINA-ANIATDDE
YFPYYGKKLHVGYLQPLVAVQVSFAPNNTGKEVTVECKIDGSANLKSQDD
301

KDRFRGRFEVKIEVKS-

KDRFQGRFDVKIEVKS-

RDKFAGRVAFKLRINKT

RDKFLGRVMFKITARA

SEKKEFLGRTGGSWFKILLFYVIFYGC

—— MARGKAKEEGSWKKFIWNSEKKEFLGRTGGSWFKILLFYVIFYGC
MVIQKEKKSCGQVVEEWKEFVWNPRTHQFMGRTGTSWAFILLFYLVFYGF
— MTKNEKKSLNQSLAEWKLFIYNPTTGEFLGRTAKSWGLILLFYLVFYGF
51

LAGIFIGTIQVMLLTISEFKPTYQDRVAPPGLTQIPQ — SQKTEISFRPND
LAGIFIGTIQVMLLTISEFKPTYQDRVAPPGLTQIPQ — IQKTEISFRPND
LTAMFTLTMWVMLQTVSDHTPKYQDRLATPGLMIRPK — TENLDVIVNVSD

LAALFSFTMWVMLQTLNDEVPKYRDQIPSPGLMVFPKPVTALEYTFSRSD
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4HQJ:

p1:

B 2:

p3:

4HQJ:

p1:

B 2:

p3:

4HQJ:
B 1:
B 2:
B 3:

4HQJ:

p1:

p2:
B 3:

101
PQSYESYVVSIVRFLEKYKDL — AQKDDMIFEDCGNVPSELKERGEYNNE

PKSYEAYVLNIVRFLEKYKDS—AQRDDMIFEDCGDVPSEPKERGDFNHE

TESWDQHVQKLNKFLEPYNDSIQAQKNDVC——— RPGRYYEQPDNGVL
PTSYAGYIEDLKKFLKPY—TLEEQKNLTVCPDGAL—————- FEQK
151

RGERKVCRSRLEWLGNCSGLNDET-YGYKDGKPCVIIKLNRVLGFKPKPP
RGERKVCRFKLEWLGNCSGLNDET-YGYKEGKPCHIKLNRVLGFKPKPP
NYPKRACQFNRTQLGNCSGIGDSTHYGYSTGQPCVFIKMNRVINF—YAG
GPVYVACQFPISLLQACSGMND-PDFGYSQGNPCILVKMNRIIGLKPE —
201
KNESLETYPVMKYNPYVLPVHCTGKRDEDKEKVGTMEYFGLGGYPGFPLQ
KNESLETYPVMKYNPNVLPVQCTGKRDEDKDKVGNVEYFGLGNSPGFPLQ

ANQSMN VTCAGKRDEDAENLGNFVMFPANG—NIDLM

GVPRIDCVSKNED —— IPNVAVYPHNGM — IDLK

251

YYPYYGKLLQPKYLQPLMAVQFTNLTMDT—EIRIECKAYG - ENIGY — SE
YYPYYGKLLQPKYLQPLLAVQFTNLTMDT—EIRIECKAYG-ENIGY-SE
YFPYYGKKFHVNYTQPLVAVKFLNVTPNV—EVNVECRINA-ANIATDDE

YFPYYGKKLHVGYLQPLVAVQVSFAPNNTGKEVTVECKIDGSANLKSQDD
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301
4HQJ: KDRFQGRFDVKIEVKS—-
p1: KDRFQGRFDVKIEVKS-
B2: RDKFAGRVAFKLRINKT
B3: RDKFLGRVMFKITARA-

Gama podjednotka (FXYD 2)
1

2ZXE: ———MDPEG-PDND-ERFTYDYYRLRVVGLIVAAVLCVIGHILLAGKC
GAMA: MTGLSMDGGGSPKGDVDPFYYDYETVRNGGLIFAGLAFIVGLLILLSRRF
51

2ZXE: RCKFNQNKRTRSNSGTATAQHLLQPGEATEC

GAMA: RCGGNKKRRQINEDEP

1

4HQJ: FYYDYETVRNGGLIFAALAFIVGLILLS—

GAMA: MTGLSMDGGGSPKGDVDPFYYDYETVRNGGLIFAGLAFIVGLLILLSRRF

51

GAMA: RCGGNKKRRQINEDEP
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