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Cisplatina  (cis-diaminodichloroplatina(Il), CDDP), je
antineoplastické 1é¢ivo pouzivané pii 1¢cbé mnoha typt rakovin,
zahrnujici rakoviny hlavy, krku, plic, varlat, vajeénikid a
rakovinu prsu. Hlavnim vedlejSim efektem zavislym na davce u
cisplatiny je nefrotoxicita. Cisplatina je schopna véazat se na
DNA, ale také na ruzné proteiny. V experimentech byla
sledovana vazba cisplatiny nejprve na ubikvitin, cytochrom c¢ a
myoglobin a po zjisténi interakci s témito proteiny byla
studovana podrobnéji vazba cisplatiny k velké cytoplazmatické
klicce Na'/K'-ATPasy. Na”K'-ATPasa (E.C.3.6.1.37) je
nejvetsi proteinovy komplex P-typu ATPas zajistujici transport
3 Na' iontl ven a 2 K" ionti dovniti buriky a je esencialni pro
sav¢i bunky. Byla objevena danskym védcem J.C. Skouem,
ktery za tento objev vroce 1997 ziskal Nobelovu cenu. Pii
studiu vazby cisplatiny bylo pouzito rekombinantni
cytoplazmatické klicky Na'/K'-ATPasy z mysi /mus musculus/
ztoho divodu, Ze se cisplatina diky sniZzené koncentraci CI
v cytoplazmé aktivuje. Tato klicka je z cytoplazmatickych
segmentii Na'/K'-ATPasy nejprostornéjsi a tudiz vazba
cisplatiny k ni je nejpravdépodobné&jsi. Béhem experimentl bylo
ovéfeno jedno vazebné misto cisplatiny k proteinu a to na
cysteinu 367 (pozice pro celou sekvenci Na'/K'-ATPasy)
Cisplatina, Na'/K'-ATPasa, cystein, MALDI-TOF MS
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Cisplatin (cis-diamminedichloroplatinum(II), CDDP) is an
antineoplatic drug used in the treatment of many solid-
organs cancers, including those of the head, neck, lung,
testis, ovary, and brest. The main dose-limiting side effect
of cisplatin is nephrotoxicity. Cisplatin is capable binds to
DNA and variety of proteins. In experimental section was
monitored a binding site of cisplatin to ubiquitin,
cytochrome ¢ and myoglobine and after finding of
interactions with this proteins was in more detail studied
how cisplatin binds to large cytoplasmic loop of Na/K'-
ATPase. Na'/K'-ATPase (E.C.3.6.1.37) is the biggest
protein complex of P-type of APTases handling transport
of 3 Na" ions out and 2 K ions inside the cell and is
essential for mammalian cells. Na'/K'-ATPase was
discovered by danish scientist J.C.Skou, who obtained for
this discovery the Nobel prize in 1997. During study of
cisplatin binding was used recombinant cytoplasmic loop
of murine /mus musculus/ Na'/K'-ATPase, because is
cisplatin in cytoplasm activated though decrease of CI
ions. This loop is the largest of cytoplasmic segments of
Na'/K'-ATPase and the binding of cisplatin to her is
likeliest. During experiments was veryfied one binding
site of cisplatin to protein in cysteine 367 (position for
whole Na'/K"-ATPase)
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2 Teoreticka cast

2.1 Uvod

Pro funkci Zivych organismt je velmi dualezita pfitomnost biologickych membran. V podobé
buniecné membrany ohraniCuji tyto membrany buniku a odd€luji tak vnitini prostor bunky od
vnéj§iho prostiedi. Membrany také ohraniCuji vnitfni organely bunky, jsou selektivné
permeabilni a kontroluji diky tomu pohyb latek mezi vn&jsim a vnitinim prostiedim. Ridi tok
informaci mezi bunkami reorganizaci signalnich molekul pfijatych od dalsich bun¢k, nebo
pouzivaji mechanismus posilani chemickych ¢i elektrickych signali smérem k ostatnim
bunkam. Membrany také hraji roli v zachytavani a uvoliiovani energie — na membrané se

odehrava fotosyntéza a oxidativni fosforylace (Brown, 1996).

2.1.1 Membrany

Membrany se skladaji ze tfi hlavnich soucasti: lipidl, proteinii a sacharidi a vSechny maji

obecné podobnou strukturu (Obr.1) (Brown, 1996).

Sacharid pripojeny

k lipidu M% ... ] \' ..0‘.

Sacharid pfipojeny k lipidu :
®
@

I Dwvojvrstva

il =

/ Cholesterol

Protein

Protein

Obrazek 1 — Obecny vzhled biologické membrany (Brown, 1996; upraveno).
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Mnoho specifickych funkci membran je uskutecnovano prostfednictvim proteinti. MnoZzstvi a

typ proteinii u membran se miize znacné lisit (Brown, 1996).

Syntéza membranovych proteinii za¢ina na ribozomech v cytosolu, ovSem prvni ¢ast
proteinu pii syntéze (N-konec) obsahuje signal, ktery nasméruje ribozom k endoplazmatickému
retikulu (ER). Tento signal je tvofen sekvenci 15-20 aminokyselin, z nichZz zhruba polovina
byva hydrofobnich. Tento signal je rozpoznavan pomoci tzv. ,signal recognition particle
(SRP)“, coz je komplex proteinu s RNA nesouci rostouci proteinovy fetézec, pfipojuje ribozom
k endoplazmatickému retikulu a vaze jej k SRP receptoru v membran¢ endoplazmatického
retikula. SRP je uvolnéna a rlst proteinového fetézce je fizen do ,,protein-conducting® kanalu,
ktery prostupuje membranu endoplazmatického retikula tak, Ze jakmile je protein

nasyntetizovan, vstupuje do lumen ER (Brown, 1996).

Pro nékteré latky, jako jsou ionty, sacharidy nebo aminokyseliny je dilezita pfitomnost
tzv. transportnich proteint, jelikoZ nemohou prochazet membranou prostou diftzi. Takovéto
integrované membranové proteiny zajiStuji tzv. zprostiedkovany transport a déli se na dva

zakladnich typy - kanaly a pfenasece (Brown, 1996).

2.1.2 Kanaly

Kanaly tvofi napti¢ fosfolipidovou vrstvu vodou vyplnéné pory, skrze které se v fadé za sebou
pohybuji anorganické ionty. lonty proudi po jejich elektrochemickém gradientu a rychlost
prichodu témito péry je asi 10® iontt za sekundu. Kanaly jsou obecné tvofeny ze &tyt, péti nebo

Sesti proteinovych podjednotek usporadanych do podoby poéru (Obr.2) (Brown, 1996).

Pory Pér

<4— Membrana

Proteinové podjednotky /

Obrazek 2 — Diagram znazornujici membranové kanaly (Brown, 1996; upraveno).

Postranni fetézce aminokyselin, které lemuji por urcuji jeho selektivitu: pory, které propousti
kladn¢ nabité ionty jsou lemovany zaporné nabitymi postrannimi fetézci aminokyselin, zatimco
pory propoustéjici ionty nabité zaporné jsou naopak lemovany postrannimi fetézci nabitymi

kladn¢. Velikost propousténého iontu je uréena primerem nejuzsi ¢asti poéru — napiiklad sodny
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kanal ma pramér 0.5 nm (5 A), takze ionty s primérem nad 0.5 nm nepropusti. Rozpusténé
ionty jsou obklopeny hydratacnim obalem, ktery musi byt pfed vstupem iontu do kanalu

odstranén (Brown, 1996).

Tvar proteinovych podjednotek, a tudiz, zda je kanal otevieném ¢i zavien je ovlivnén
vazbou signalnich molekul k podjednotkam, nebo dokonce zménou membranového potencialu.
Existuji rizné typy kanald, jako piiklad lze uvést vratkové kanaly fizené mechanicky (pokud
jsou otvirany vazbou signalni molekuly), nebo vratkové kanaly fizené napétim (pokud jsou

otvirany zménami membranového potencialu) (Brown, 1996).

2.1.3 PrenasSece

Prenasece neboli transportérové proteiny vazi specifické molekuly nebo ionty a pfenasi je pies
membranu. Kazdy pfenase¢ obvykle vaze jeden typ molekuly (napt. cukry, aminokyseliny,
ionty) a cCasto pouze jednu specifickou molekulu z téchto tfid (napf. glukosovy prenasec
transportuje glukosu, nikoliv vSak ostatni sacharidy). Vazba latky, kterd ma byt transportovana
zplisobi zménu tvaru pienaSece, tudiz je véazana latka nejdfive vystavena na jedné strané
membrany a poté na druhé. Krom¢ toho, afinita vazebné strany pro vazanou latku postupné
klesa, takze transportovana molekula mize byt uvolnéna na opacné stran¢ membrany (Obr.3)

(Brown, 1996).

@ ,_— Transportovany material

o " ..

®

Prenasec
l (konformace 2)
Prenasec
(konformace 1)
®
. ®

Obrazek 3 — PienasSete ménici jejich konformaci (tvar) béhem transportu latky pies

membranu (Brown, 1996; upraveno).

Maximalni rychlost transportu pomoci prenasece je okolo 10* molekul za sekundu: jsou tudiz

mnohem pomalej$i nez kanaly (Brown, 1996).

Nékteré prenaSece transportuji pouze jednu rozpusténou latku skrze membranu — tzv.

uniporty (napt. glukosovy transportér v membrané cervenych krvinek). Ostatni transportuji dva

-11 -



soluty najednou a jsou nazyvany ko-transportéry. Pokud jsou oba soluty transportovany jednim
smérem, nazyvame je symporty; pokud smérem opacnym, jednd se o antiporty. Ptikladem
symportu je ko-transport aminokyselin a Na“ do bungk. Piikladem antiportu je napiiklad
Na'/K'-ATPasova pumpa, ktera soucasné pumpuje ven z buiiky Na“ a dovnitf buiiky K ionty

(Obr.4) (Brown, 1996).

Membrana

Uniport A = - = A napi. A= Glukosa
Symport A 1 o —= A napt. A = Aminokyselina

B—» —»B B = Na*

Ko-transport
o A GO p ., A-ne
Antiport B < B B napi. B K*

Obrazek 4 — Typy pi‘enaseci zprostfedkovaného transportu (Brown, 1996; upraveno).

2.2 ATPsynthasa

2.2.1 Obecné vlastnosti ATPsynthasy

Vsechny enzymy jsou obdivuhodné, ovS§em ATPsynthasa je jednim z nejobdivuhodnéjSich,
trojrozmérné strukture F;-ATPasové soucasti, nejvétsi doposud rozlusténé asymetrické
struktute. Je neobvykla z pohledu jeji strukturni spletitosti a reakéniho mechanismu (Boyer,

1997).

Pod elektronovym mikroskopem mizeme pozorovat k membrané vazanou cCast
piipojenou relativné tzkou piiblizné 4.5 nm (45 A) stopkou ke kulovité ¢asti o priméru 9-10
nm (90-100 A). Pokud je enzym vystaven médiu o nizké iontové sile, oddéli se ¢ast Fy vazana
k membrané a zajiStujici translokaci protonti a rozpustna ¢ast F,, ktera katalyzuje hydrolyzu
ATP. F-ATPasa je sloZena z péti podjednotek, oznacenych podle klesajici velikosti a poctu
podjednotek jako a3, B3, v, 0 a € pro enzym z Escherichia coli s molekulovymi hmotnostmi
okolo 55, 50, 31, 19 a 14 kDa, v tomto potadi. Nejjednodussi Fy podjednotku nalezneme u
enzymu z E. coli, oligomerizaéni stechiometrii uréenou jako a, b, a co.;2, s molekulovymi
hmotnostmi okolo 30, 17 a 8 kDa, v tomto poradi. Oblast stopky je sloZena z podjenotek F; i F,,.
Cast F; u vyssich organismi je podstatnd komplikovangjsi. Vseobecné méd enzym

mnohonasobné kopie podjednotky jako malé c-podjednotky u casti Fy z E. coli a translokace
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protonu timto hydrofobnim proteinem je blokovana velmi snadnou reakei intramembranové

karboxylové skupiny s dicyklokarbodiimidem (DCCD) (Boyer, 1997).

ATP synthasa podobné struktury se naléza u vSech organismu a tvoii nebo $tépi ATP,
coz je spojeno s translokaci protontl. Je znama aminokyselinova sekvence podjednotek z Siroké
skaly ,,zdroja“. Podjednotky maji znacnou homologii — okolo jedné pétiny identickych
aminokyselinovych zbytkd. Podjednotka [ zriznych zdroji ukazuje vyjimeéné silnou
sekven¢ni homologii. Minoritni podjednotky F,-ATPasy vykazuji vice variaci co do sekvence i
velikosti a- a B-podjednotek (Boyer, 1997).

Isolované o- a B-podjednotky maji jedno relativné napadné vazebné misto pro
nukleotidy, ale Zadné nekatalyzuje dileZitou hydrolyzu. Hydrolyza ATP mize byt katalyzovana
kombinaci a- a B-podjednotek, ovSem syntéza ATP u enzymu z E. coli vyzaduje vSechny F; a

F, podjednotky (Boyer, 1997).

F,-ATPasa, jako isolovana, ¢asto vaze ATP nebo ADP do dvou az tii nekatalytickych
mist a vaze ADP do jednoho katalytického mista. U F;-ATPasy je Sest potencialnich
nukleotidovych vazebnych mist: tfi mista nekatalytickd, primarmé¢ na o-podjenotce a tfi
katalyticka mista primarn¢ na B-podjednotce. Nukleotidy vazané v nekatalytickych mistech jsou

nahrazovany pomalu riznymi rychlostmi béhem katalyzy (Boyer, 1997).

2.2.2 Struktura F;-ATPasy — rentgenostrukturni analyza a

souvisejici strukturalni proby

Pokrokem piekvapujiciho vyznamu je dosazeni struktury F;-ATPasy z mitochondrii hovézich
srde¢nich bun¢k, poprvé v rozliSeni 6.5 A (Abrahams et al., 1993), poté v rozliSeni 2.8 A
(Abrahams et al., 1994). Tento uspéch reprezentuje vrchol mnoha let Gsili a chvalyhodné

metodiky (Boyer, 1997).

Hlavni ¢ast MF; (MF, odkazuje na F;-ATPasu z mitochondrii) je zplostéla koule se
stiidajicimi se o- a P-podjenotkami sahajicimi od shora do spodni casti koule jako dilky
pomerance. Asymetrie a- a B-podjenotek je naprosto ziejma a potvrzujici dikaz asymetrie
Krystalizace byla provedena v piitomnosti Mg iontt, 5 uM ADP a 250 uM AMP-PNP. Jedno
katalytické misto je obsazeno molekulou ADP, dalsi AMP-PNP a tfeti misto je prazdné.
Vsechna tii nekatalyticka mista vazi AMP-PNP. Pod centrdlni jamkou (,,central dimple®) o
rozméru okolo 15 A je jadro naplnéno helixy utvofenymi z C-terminalnich a N-terminalnich
¢asti y-podjenotky. Dalsi ¢asti y-podjenotky a podjednotek 6 a € nejsou dostateéné sefazeny
v krystalech pro strukturalni popis (Boyer, 1997).

Rysy asymetrie vyvstavaji hlavn¢ z doménovych posunt. S vyjimkou domény vazajici

nukleotidy prazdného katalytického mista, domény vSech a- a B-podjednotek superponuji
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s efektivnimi odchylkami menSimi nez 1 A mezi C, atomy. Znacna asymetrie v celkové
struktute vyvstava z rozdilii v relativnich orientacich domén a v jejich interakcich s jedine¢nou
v-podjednotkou. Hydrofobni obal snizkym povrchovym potencidlem formovany vnitfnimi
povrchy o- a B-podjednotek obklopuje C-terminalni Cast stocené y-podjednotky. Interakce s y-
podjednotkou je zodpovédna za klicové doménové posuny, ktera znacné snizuje vazba ATP na

jedné strané (Bragg and Hou, 1990).

2.2.3 P-typ ATPasové superrodiny

Vseobecné, Na'/K'-ATPasa, rovnéz nazyvana sodnou pumpou, patii do skupiny ATPas
pfenasejicich ionty. ATPasy pfenasejici ionty miZzeme rozdélit obecné do tiech riznych rodin —
V-, F- a P-typu ATPas (Pedersen and Carafoli, 1987a in Janovska, 2010).

V-typ (vakuolarni typ) ATPas piedstavuje multipodjednotkové elektrogenni protonové
pumpy. Zahrnuji u eukaryot uzce souvisejici rodinu, ktera pobyva v membranach organel
kyselého charakteru. Jsou dilezit¢ pro receptorové recirkulacni drahy okyselovanim
endocytotickych vesikulii a podporovanim oddélovani vazby receptor-ligand (Kaplan, 2002 in
Janovska, 2010). V-typ ATPas se také nachazi v epitelu ledvin obratlovcl, stfevnim epitelu

motyli a u hmyzich malpigickych tubuld (Kaplan, 2002 in Janovska, 2010).

F-ATPasy se fadi mezi protonové ATPasy nachézejici se ve vnitini mitochondridlni
membrané, tylakoidni membrané chloroplasti a bakterialni plazmatické membrané (Pedersen
and Carafoli, 1987b in Janovskd, 2010). V mitochondriich a chloroplastech pod fyziologickymi
podminkami pracuji enzymy vyhradné jako ATPsynthasy, fizené elektrochemickym H'
gradientem. Bakteridlni F-ATPasy také hydrolyzuji ATP a vypuzuji H' ionty z buiiky (Kaplan,
2002 in Janovska, 2010).

Transportni ATPasy P-typu piedstavuji vyznamnou rodinu homolognich enzymi
eukaryotického a prokaryotického puvodu umoznujici aktivni pumpovani kationtt skrze
bunééné membrany. Genova rodina P-typu ATPasovych iontovych pump je Siroce
distribuovana u hub, prvok, rostlin a zivocichti. ATPasy P-typu (nebo také E,E,-ATPasy) jsou
takto nazyvany, jelikoZ enzym pracuje skrze kovalentni, fosforylované intermediaty, tudiz
utvareni acyl fosfatovych intermediatl je znamkou ¢lenti P-typu ATPasové rodiny. Motiv sedmi
aminokyselin zacinajici aspartditem mize byt zapsan jako D-K-T-G-T-[LIVM]-[TIS] a
vymezuje Clenstvi do P-typu ATPasové rodiny (Kaplan, 2002 in Janovska, 2010).

P-ATPasy pumpuji nejriizn&jsi nabité substraty jako K, Na*, H", Mg®", Ca**, Cu®", Cd*
ionty a fosfolipidy. Ve vSech ATPasach P-typu bylo identifikovano osm konzervovanych
segmentdl obsahujich celkem 265 minokyselin (Palmgren and Axelsen, 1998b in Janovska,

2010).

Konzervované domény jsou umistény v malé cytoplazmatické klicce mezi
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transmembranovymi segmenty 2 a 3 (4 a 5 u typu IB ATPas; Obr.5), ¢tvrty transmembranovy
segment (6 u typu IB, a velka cytoplazmaticka klicka mezi transmembranovymi segmenty 4 a 5
(6 a 7 u typu IB; Obr.5). Tyto ¢asti polypeptidu jsou pravdépodobné zahrnuty ve spojeni mezi
hydrolyzou ATP a konformacnimi zménami (doména transdukce energie — ,the energy
transduction domain®), ve vazby iontil a vazbé ATP, v tomto potadi, coz jsou rysy bézné mezi
viemi ATPasami P-typu (Moller et al., 1996 in Janovsk4, 2010). U Na'/K'- a H'/K'-ATPas,
¢tvrty transmembranovy segment nadto obsahuje specifickou informaci pro cileni (Palmgren

and Axelsen, 1998a in Janovska, 2010).

A K wm@m@?

KdpB KdpA KdpC

2+ + o+
B o Mﬂﬁﬂ ic " (‘[5 I

H/K - B
A ca® WQD—QD’D T A W @mﬂm

plb

ca”’ mw IV PL

1B

Obrazek 5 — Celkovy pohled na P-ATPasovou superrodinu. Rodiny jsou pojmenovany
Fimskymi Cislicemi vlevo, coZ je nasledoviano popisem transportovaného iontu. Boxy
oznacuji transmembranové segmenty; vyplnéna kolecka oznacuji sekvence pro vazbu
inhibitoru; oteviené koleCka mista pro vazbu téZkych kovi. Zkratky: PL - fosfolipidy;
NAS - nepripsana specifita; plb — fosfolamban. Na kaZdé struktufe je extracelularni

prostor ukazan nahore a oblast cytoplazmy dole (Janovska, 2010)

2.3 Na'/K'-ATPasa

2.3.1 Obecné vlastnosti Na'/K'-ATPasy

Na'/K'-ATPasa je nejvétsi proteinovy komplex v rodiné pump P-typu. Na'/K'-ATPasa nebo
také sodna pumpa je protein odpovédny za aktivni transport neboli pumpovéani Na” a K ionti
pfes plazmatickou membranu mnoha vysSich eukaryot. Pritomnost bunéénych membran

s ATPasovou aktivitou, které byly stimulovany simultanni pfitomnosti Na" a K" iontl a byly
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specificky inhibovany srdecnimi glykosidy byla objevena pfed vice nez 40 lety a rozpoznana
vroce 1997 Jensem C. Skouem, ktery za tento objev odrzel Nobelovu cenu (Kaplan, 2002 in

Janovska, 2010).

Na'/K'-ATPasa (Obr.6) je esencialni pro viechny savéi buitky. V klidovém stavu buiiky
potiebuje 20-30 % produkce ATP k aktivnimu transportu Na" a K" iontd. Celkova stechiometrie
reakce odpovida tiem Na' iontiim transportovanym ven zbuiiky a dvéma K™ iontim
transportovanym do buiiky pro kazdou hydrolyzovanou molekulu ATP (Xu, 2005 in Janovska,
2010). Gradient, ktery je vytvaien Na' a K' ionty je vyZadovéan pro udrzovdni membranového
potencialu, bunééné¢ho objemu a k sekundarnimu aktivnimu transportu dalSich solutd, jako
napiiklad transcelularni transportni procesy ve stfeve, zlazach a ledvinach (Jorgensen et al. 2003

in Janovska, 2010).

Cytoplazma
I

Extracelularni
prostor

Obrazek 6 — Slozeni Na'/K'-ATPasy jako apy komplexu (PDB vstup 2ZXE). Podjednotky
0-, P- a y- jsou znazornény zelené, modie a fialové, v tomto poradi. Helixy jsou znazornény

spiralami a B-fetézce pomoci Sipek (Janovska 2010; upraveno)
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Na'/K'-ATPasa a jeji blizky ptibuzny, Zzalude¢ni H'/K'-ATPasa, jsou jedinymi ¢leny ATPasové
rodiny P-typu slozené zvice nez jedné podjednotky. Tyto dva zminéné proteiny jsou
heterodimery slozené z a- a B-podjednotky se stechiometrii 1:1 (Kaplan, 2002 in Janovska,
2010). Byly identifikovany &tyii a- a tii B-isoformy Na'/K'-ATPasové podjednotky, coZ
ukazuje na tkafové specifickou expresi a miize se potenciondlng tvofit 12 riiznych Na'/K'-
isozymu s odliSnymi transportnimi a farmakologickymi vlastnostmi (Blanco a Mercer, 1998 in
Janovska, 2010, Geering, 2006 in Janovska, 2010). Podjednotka o a f Na'/K -ATPasy miize byt
také koexprimovana s malymi iontovymi transportnimi regulatory FXYD rodiny (Sweadner a

Rael, 2000 in Janovska, 2010).

Prvni krystalova struktura (ziskana rentgenostrukturni analyzou) ofy komplexu Na'/K -
ATPasy z prasecich ledvin (Obr.6), s vazanymi K'/Rb" parovymi ionty, v rozliseni 3.5 A byla
prezentovana Morthem et al. (2007). O dva roky pozdé¢ji, Shinoda et al. (2009) publikoval
krystalovou strukturu Na'/K'-ATPasy isolované zfitni Zlizy Zraloka v rozliSeni 2.5 A

(Janovska, 2010).
2.3.2 Strukturni rysy Na'/K'-ATPasy

2.3.2.1 Aminokyselinova sekvence a transmembranova topologie

U a-podjednotky je ke kation-vazajicim mistdm umistén také receptor pro srde¢ni glykosidy
(Price & Lingrel, 1988 a Price et al., 1990). Mén¢ vyznamna je glykosylovana B-podjednotka
s molekulovou hmotnosti kolem 55 tisic daltond. U této podjednotky se po dlouhou dobu véfilo,
ze se ptimo neucastni katalytického cyklu nebo vazby srdecnich glykosidi. V 90. letech bylo
zjisténo, ze usporadani heterodimeru off je nezbytn¢ nutné pro stabilni a funk¢ni konfiguraci
pumpy; obzvlasté je B-podjednotka potiebna pro odchod z a-podjednotky z endoplazmatického
retikula a k dosazeni spravné konfigurace (Geering et al., 1989; Kawamura & Noguchi, 1991 a
McDonough et al., 1990). Tieti podjednotka s molekulovou hmotnosti kolem 12 kDa byla
objevena jako ¢ast nativniho enzymového usporadani (Collins & Leszyk, 1987 a Harris & Stahl,
1998). Nicmén¢, dulezitost této takzvané y-podjednotky pro ATPasovou nebo fosfatasovou
aktivitu, ani pro transport iontll nebyla zatim demonstrovana (Mercer et al., 1991). VSechny
podjednotky byly klonovany a sekvencovany z riznych tkani a zvifecich druhii (Horisberger et

al., 1991; Jorgensen & Andersen, 1988; Lingrel et al., 1990 a Takeyasu et al., 1990).

V polovin¢ 80. let molekuldrné geneticky piistup v kombinaci se sekvencovanim
proteolytickych fragmentéi Na'/K-ATPasy umoznil objasnit kompletni sekvenci aminokyselin
rejnoka elektrického (Torpedo californica) (Kawakami et al, 1985) a prase¢i ledvinu
(Ovchinnikov et al., 1986). Na zacatku 90. let byla zndma struktura a-podjednotek pro riizné
bezobratlé i1 obratlovce, jako je naptiklad Artemia (kreveta) (Baxter-Lowe et al.,, 1989),
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Drosophila (Lebovitz et al., 1989), Xenopus laevis (drapatka vodni) (Verrey et al., 1989), Bufo
marinus (ropucha obrovska) (Jaisser et al., 1992), ryba Castostomus commersoni (Schonrock et
al., 1991), kuie (Takeyasu et al., 1990), krysa (Herrera et al., 1987 a Shull et al., 1986), kin
(Kano et al., 1989) a clovek (Kawakami et al., 1986).

Sest az deset transmembranovych segmenti peptidového fetézce bylo odvozeno z grafi
hydropatie aminokyselin (,,hydropathy plots”“) a navrZzeno pro model dvoudimenzionalni
transmembranové topologie Na'/K -ATPasy (Jorgensen & Andersen, 1988; Kawakami et al.,
1985; Modyanov et al., 1992; Ovchinnikov et al., 1988; Shull & Greeb, 1988; Shull et al., 1985
a Takeyasu et al., 1990). Transmembranové domény tvotici 40 — 50% celkové hmoty proteinu a
jsou chranény membranovymi lipidy pied $tépenim trypsinem (Jorgensen, 1992). V pocatecnim
zkoumani transmembranového uspofadani byla uréena orientace N-konce a-podjednotky v
cytoplazmé (Giotta, 1975; Jorgensen, 1975 a Jorgensen & Andersen, 1988). Diive neurcita
orientace C-konce se zda byt nyni jasna ve prospéch cytoplazmatického umisténi (Antolovic et
al., 1991; Modyanov et al., 1992 a Shull & Greeb, 1988). Na zakladé blizké podobnosti grafii
hydropatie aminokyselin Na"/K -ATPasy k Ca*’- a H'/K'-ATPasam, mize byt model 10ti
transmembranovych domén upfednostiiovan také pro Na'/K'-ATPasu (Sachs et al., 1992; Shull
& Greeb, 1988 a Takeyasu et al.,1990). Uréeni deseti transmembranovych segmentl vyplyva z
pozorovani 19 kDa tryptického fragmentu s N-terminalnim asparaginem (Asn837), ktery je
umistén v cytoplazmé (Karlish et al., 1993). Dalsi udaje je mozno ziskat zexperimentt
sméfovanych na lokalizaci pfedpokladanych regulacnich fosforyla¢nich mist (Chibalin et al.,

1992).

Organizace hydrofobnich domén Na'/K'-ATPasy, s ohledem na kazdou navzijem, byla
studovana znaCenim aminokyselinovych residui dotykajicich se lipidd s markery 3-
(trifluoromethyl)-3-(m-['*’I]jodofenyl)diazirin([***I] TID) a 1-palmitoyl-2-[11-[4-[3-
(trifluoromethyl)diazirinyl]fenyl][2->HJundekanoyl]-sn-glycerofosforylcholin([2-"H]PTPC-/11)
(Modyanov et al., 1992). Mensi inkorporace markerd do konformace E; a podjednotky nez do
konformace E, indikuje strukturalni pieskupeni do membran zaclenénych domén béhem cyklu

pumpovani (Vasilets & Schwarz, 1993).

2.3.2.2 o-podjednotka

Podjenotka o Na'/K'-ATPasy je slozena z piiblizné 1000 aminokyselinovych residui (Morth et
al., 2007 in Janovska, 2010), ma molekulovou hmotnost okolo 110 kDa a byly identifikovany
¢tyti odlisné isoformy (Kaplan, 2002 in Janovska, 2010).

Nacrt a-podjenotky je ukazan na obrazku 7. Extracelularni smycky jsou, s vyjimkou
smycky E78, kratké. Jsou zde tfi hlavni intracelularni struktury: za prvé velka centralni smycka

mezi aM4 a aM5 (C45), slozena z ptiblizné 430 aminokyselinovych residui, dale dlouhy N-
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terminalni konec s pfiblizn¢ 90 aminokyselinovymi zbytky a nakonec intracelularni smycka

s ptiblizné€ 120 residui mezi aM2 a aM3 (C23) (Janovska, 2010).

Obrazek 7 — Nadértek a-podjenotky (Janovska, 2010; upraveno).

V terminologii Toyoshimovy SERCA struktury s vysokym rozliSenim tvoifi N neboli nukleotid-
vazajici doménu, P neboli fosforylaéni doménu a A neboli aktuatorovou doménu (pohangjici
zafizeni) — Obr.8 (Toyoshima et al. 2000 in Janovska, 2010). N a P domény jsou formovany
C45 smyckou, A doména je formovana aminoterminalnim koncem (ocasem) a C23 smyckou

(Shinoda et al. 2009 in Janovska, 2010).
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Obriazek 8 — Sefazeni cytoplazmatickych domén Na'/K'-ATPasy (PDB vstup 2ZXE).
Na'/K'-ATPasa je zobrazena ve spektru barevné od N-konce (modr4 barva) po C-konec
(tmavé Zluta barva). A (aktuatorova), N (nukleotid vazajici) a P(fosforyla¢ni) domény jsou
zobrazeny modie, zelené a Zluté, v tomto poiadi. Helixy jsou zobrazeny pomoci spiral a -

Fetézce pomoci Sipek (Janovska, 2010).

Dvé kation-vazajici mista (bézné Na" i K' soudasné) jsou lokalizovana v transmembranové
doméng. Jsou formovana residui transmembranovych helixti aM4, aMS5, aM6 a aM8. Helixy
aM4 a aM6 Na'/K'-ATPasy jsou nenavinuté ve stfedu, proto tvofi prostor pro ionty a oMl
ukazuje charakteristicky ~ 90° uzel blizko cytoplazmatického povrchu membrany, kde dochazi
ke kontaktu s aM3. Tento kontaktni bod mize fungovat jako ,,oto¢ny cep* pro pohyb aM1 ve
spojeni s vazbou iontu (Morth et al., 2007). Cast aM7 lokalizovana blizko cytoplazmatického
povrchu mé zietelnou smycku ~ 18°, ktery mé ziejmé centralni vyznam ve vazb& K'. Navic u
helixti aM7- aM10 se projevuje dynamicka, neboli hnaci role v Na'/K'-ATPase a tyto helixy by
mohly byt pouzity ke zméné pozice cytoplazmatické domény B-podjednotky (Shinoda et al.
2009 in Janovska, 2010).

Ctyfi rtizné isoformy o-podjednotky byly nalezeny u ¢lovéka (Lingrel et al., 2007).
Kazda mtize asociovat s podjednotkou B ve stechiometrii 1:1 a formovat tak minimalni funkcni
jednotku. Odpovidajici isoformy u ¢lovéka a krysy jsou vice podobné (>97% identita) nez rizné
isoformy u stejnych druhi (86 — 87 %) (Grishin et al. 1994 in Janovska, 2010).

Morth et al. (2009) vizualizoval rozdily mezi tfemi lidskymi isoformami oy, o, a o3,
Bylo ukazano, Ze jsou zde velmi malé isoformové rozdily v transmembranové oblasti, coz
naznacuje, Ze tyto oblasti jsou konzervované a dulezité pro funkci a zakladni mechanismus

transportu a stabilitu. Na druhé strané je zde mnohem vice diferenci u povrchové vystavenych
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regionl A- a N- domén, odrazejici pravdépodobné specifické interakce isoforem s ostatnimi

bunécnymi komponentami (Janovska, 2010).

2.3.2.3 pB-podjenotka

Na'/K'-ATPasa a H'/K'-ATPasa jsou jedinymi ¢leny ATPasové rodiny P-typu u nichZ je
znamo, ze obsahuji B-podjenotku (Janovska, 2010).

Podjenotka B je transmembranovy glykoprotein typu II s ~300 aminokyselinovymi
zbytky skladajici se z cytoplasmatické aminoterminalni domény Ccitajici okolo 40 zbytkd,
jedinecného membranového segmentu a vétsi extracelularni karboxyl-terminalni domény
tvotené priblizn€ 240 zbytky (Laughery et al., 2003 in Janovska, 2010) (Obr.9). B-podjednotka
ma celkovou skute¢nou molekulovou hmotnost 55 kDa a prozatim byly objeveny tfi isoformy.
Vsechny B isoformy jsou intenzivné glykosylovany. Savci Bi-isoforma ma tfi N- glykosylacni
mista. Predpokladana N-glykosyla¢ni mista pro P,-isoformu se li§i v zavislosti na druzich
(Blanco a Mercer, 1998 in Janovska, 2010). Extracelularni doména ma tii N-glykosyla¢ni mista,
ktera jsou konzervovana u vSech isoforem B-podjednotky rtiznych druhti (Dempski et al. 2005
in Janovskd, 2010), a kromé€ toho obsahuje tfi S-S miustky v extracelularni doméné (Kaplan,
2002 in Janovska, 2010). Disulfidové vazby jsou vyzadovany pro cileni do plazmatické
membrany a jsou vysoce odolné vuci redukei (Laughery et al. 2003 in Janovska, 2010).

V souladu s vysledky Demského et al. (2006), transmembranovy helix B-podjenotky je
ptilehly k aM9-aM8-aM10 kapse. Shinoda et al. (2009) popsal, Ze transmembranovy helix -
podjednotky je spiSe oddéleny od helixu z a-podjednotky a je naklonén v Ghlu ~ 32° od
membranového normalu, témér paralelné k aM7. Bylo ukazano, ze M je nejtésnéjsi k aM7 a

pfistupuje k aM 10 blizko extracelularniho konce (Morth et al. 2007 in Janovska, 2010).

5 ©F® C
&

N

Obrazek 9 — Naértek p-podjednotky (Janovska, 2010).
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Geering (2001) prezentoval vysledky, ze kterych plyne, Ze ma B-podjenotka dvé hlavni funkce.
Nezbytnym vyznamem je role B-podjednotky jako specifického chaperonu asistujicitho ve
spravném vkladani nové syntetizovanych podjednotek o Na'/K'-ATPasy a H'/K -ATPasy do
membrany a, z tohoto diivodu, v jejich strukturdlnim a funkéim dozravani. Kromée toho, spojeni
B-podjednotky uréuje nékteré podstatné vnitini transportni vlastnosti Na'/K" a H/K'-ATPas a
moduluje citlivost pumpy na kationy (Dempski et al. 2005 in Janovska, 2010). Morth et al.
(2007) popsali jasnou indikaci toho, ze B-podjenotka kompletné pokryva extracelularni aM6 a
aM7-aM8 smycky jako vi¢ko, coz mize souviset s esencidlni roli f-podjednotky v pohlcovani
K" iontd. Souhlasné k vysledkiim Shinody et. al (2009), jsou zde komplexni interakce mezi B- a
a-podjednotkou, tvoienou solnymi muistky mezi BArgl83 , aGlu899 a PLys250, coz zplsobuje

modulaci transportu kationti B-podjednotkou (Janovska, 2010).

Ukézalo se, ze extracelularni doména B-podjenotky podstupuje konformacni
preskupeni béhém prechodu z E; na E, (Dempski et al. 2006 in Janovska, 2010). Podjednotky o
a B se pohybuji pobliz behem konformacéni zmény, navic, jsou tyto interakce dynamické. Jde
zde o strukturni pferovnavani mezi extracelularnim transmembranovym regionem a -
podjednotkou a obéma aM3-oM4 a aM5-aM6 regiony béhem translokace iontti (Janovska,
2010)

2.3.2.4 y-podjednotka

Podjenotka y Na'/K'-ATPasy je ¢&lenem rodiny FXYD proteini. FXYD proteiny jsou
jednoduché transmembranové proteiny pojmenované po neménném extracelularnim motivu
FXYD. U savcu obsahuje rodina FXYD proteinti sedm ¢lend (Geering, 2005 in Janovska,
2010). Specifickd asociace s Na'/K'-ATPasou a efekty funkce pumpy byla oznamena pro
FXYDI1 (také znamy jako fosfolemman, ¢i PLM), FXYD2 (také znamy jako y-podjednotka
Na'/K'-ATPasy), FXYD3 (také znamy jako Mat-8), FXYD4 (také znamy jako kortikosteroidni
hormony-indukovany faktor), nebo CHIF, FXYD7 a PLM-like protein z fitni Zlazy zraloka
(PLMS) (Garty a Karlish, 2006 in Janovska, 2010).

FXYD proteiny jsou tkanové-specifické pomocné podjednotky Na'/K'-ATPasy
regulujici jeji aktivitu v souladu s fyziologickymi pozadavky tkané, ve které jsou exprimovany
(Geering, 2005 in Janovska, 2010). Tyto proteiny jsou kratké polypeptidy (>100 aminokyselin)
s jedine¢nym transmembranovym segmentem a s nebo bez signalniho peptidu (Garty a Karlish,
2006 in Janovska, 2010). Transmembranovy segment y-podjenotky je tvofen piiblizné 30
aminokyselinami s pfevazné a-helikalni strukturou. Extracelularni ¢ast y-podjenotky, obsahujici
FXYD motiv (Obr.10) se st€huje mezi a- a P-podjenotkami, kde muze dojit ke kontaktu
s podjednotkou B. Je to blizko k aM9, kde jsou Phe949, Glu953, Leu957 a Phe960 uvnitt
interakéni vzdalenosti YM (Morth et al., 2007 in, Janovska, 2010). Na druhé strané, dvé
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koncervovana Gly residua hraji dilezitou roli v interakci s aM9, obzvlast¢ Gly34 (Shinoda et al.

2009 in Janovska, 2010).
[ ;

FXYD

S
\
Obrazek 10 - Nacrtek vy-podjenotky se znazornénim pozic konzervovanych

aminokyselinovych residui (Janovska, 2010).

2.3.3 Aktivni transport a hydrolyza ATP

Zjednodu$en¢ mizeme reakéni mechanismus formulovat ¢tyikrokovym schématem: E; — E,P
— E,P — E, — E,. Toto schéma je zpravidla uvadéno v piipadné Na'/K'-ATPasy Post-
Albertovym schématem. (Albers a Siegel 1967 in Janovska, 2010, Post et al., 1972 in Janovska,
2010).

Na'/K'-ATPasa spojuje hydrolyzu ATP s aktivnim transportem tfech Na™ iontd ven
z buiiky a dvou K" iontli do buiiky v ping-pongové sekvenci, zatimco se stfidaji mezi dvéma
kationtovymi komplexy E;P[3Na] a E,[2K] (Jorgensen & Andersen, 1988 in Janovska, 2010).
V modelu reakéniho cyklu (Obr.11) relativné velké E;-E2 konformacni zmény v podjednotce a
zprostiedkovavaji dalekodosahové interakce mezi mezi mistem pro ATP a kationtovymi misty
v membranové doméné (Lutsenko a Kaplan, 1995 in Janovska, 2010). V pocatecnim kroku,
vazba ATP snizkou afinitou (K, = 0.2 — 0.4 mM) k E,;[2K] konformaci urychluje E,[2K]-
Ei[2K] prechod za uvolnéni K" na cytoplazmatickém povrchu. ATP je vazan s vysokou afinitou
v konformaci E; (Kp = 300-100 nM) (Jorgensen & Andersen, 1988 in Janovska) a zvyseni ve
vazebné energii ATP asociovaného s E,[2K]- E;[2K] konforma¢nim ptechodem piedstavuje
hnaci silu pro transport K skrz membréanu. Dalsi krok transdukce energie je Na-dependentni
prenos y-fosfatu z ATP k acylové vazbé Asp269 podjenotky o a isomerace mezi uzavienymi
E;P[3Na] a E,P[2Na] formami v propojeni s reorientaci kationtovych mist a uvolnéni Na" iontti
na extracelularnim porvchu (Jérgensen & Pedersen, 2000 in Janovska, 2010). Na'/K'-ATPasa
také vykazuje ATP-K" antagonismus, protoze dva vysoce afinitni ligandy stabilizuji alternativni

konformace, E,[2K] spevné vazanymi K' ionty nebo E,ATP s preferenci pro vazbu Na'
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(Obr.11). Analyzy ATP a kationtd mohou byt proto vyuzivany pii odhadu udrzovani rovnovahy
mezi E, a E, konformacemi proteinu a pii uréeni afinit pro K. Afinity pro Na" nebo Mg>* vazbu
mohou byt analyzovany u formy E;P[3Na] pouzitim oligomycinu ke stabilizaci fosforylovaného
komplexu (Pedersen et al. 2000 in Janovska, 2010). E,P forma muze byt stabilizovana
v ouabainovém komplexu pro odhad afinit pro vazbu Mg®" nebo anorganického fosfatu
(Jorgensen et al., 2001 in Janovsk4, 2010). Vysoce afinitni vazba Rb™ a TI" mlze byt
analyzovana v purifikované ledvinné Na'/K'-ATPase nebo v rekombinantnim kvasinkovém
enzymu pii rovnovaze s disocia¢nimi konstantami Kp = 7-9 uM (Pedersen et al. 2000 in

Janovska, 2010).

2k" 3Na ADP

[2KIEATP | J N » | [3NalE,~P

A A
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Obrazek 11 — Schéma E; — E, reakéniho cyklu Na'/K'-ATPasy s ping-pongovou

sekven¢ni kationtovou translokaci (Janovska, 2010).

Charakteristicky rys E-E, pfechodu je to, ze aktivni misto pozménuje jeho velikost vzhledem
k asociaci a disociaci domény a jejimu sklonu skrze sklapéni nebo rotaci P domény. Bylo
popsano, ze vztah mezi N a P doménami se béhem reakce pfili§ neméni, ovS§em asociace a
disociace domény A je vyznamny rys (Toyoshima et al. 2000 in Janovska, 2010, Xu et al. 2002
in Janovska, 2010).

2.3.4 Velky cytoplazmaticky segment C45

Velka cytoplazmaticka klicka, lokalizovana mezi helixy aM4 a aM5 (C45, Obr.12), ktera je
tvofena pfiblizné 420 aminokyselinovymi zbytky (Lys354-Lys773) s molekulovou hmotnosti

okolo 48 kDa hraje klicovou roli ve funkcni enzymu. Klicka je tvofena dvémi dobte
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separovanymi doménami. P-doména obsahuje fosforylacni misto a N-doména obsahuje misto
pro vazbu ATP (Janovska, 2010).

C45 klicka obsahuje Ctyii z nejvice konzervovanych sekvenci P-typu ATPas, zahrnujici
sekcenci Asp-Lys-Thr-Gly-Ser/Thr (Obr.12), kterd obsahuje neménné aspartatové residuum
(Asp369), které je fosforylované pomoci ATP jako ¢ast katalytického mechanismu téchto
proteintl. Pfenos y-fosforylové skupiny z ATP na protein je esencialni krok v katalyze iontového

transportu u vSech iontovych pump P-typu (Janovska, 2010).

Obrazek 12 — Poloha kli¢ky C45 (¢ervena barva) uvnitf apy komplexu Na'/K'-ATPasy
(PDB vstup 2ZXE). Konzervovana sekvence Asp-Lys-Thr-Gly-Ser/Thr je zde v podobé
modrozelenych kuli¢ek. Podjednotky a a B a y jsou znazornény zelené, modie a fialové,
v tomto poradi. Helixy jsou zobrazeny jako spiraly a p-iFetézce v podobé Sipek.
Aktuatorové, nukleotid-vazajici a fosforylacni domény jsou popsany jako A, N a P,

v tomto poiadi (Janovska, 2010; upraveno).

2.3.5 Fyzologicka role Na'/K'-ATPasy

Jak bylo zminéno vyse, Na'/K'-ATPasa je integrdlni membranovy protein, ktery transportuje
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Na' a K' skrze plazmatickou membranu témér viech Zivo¢isnych bunék a propojuje tuto praci
s hydrolyzou terminalni fosfatové vazby ATP. Podstatna frakce (ptes =~ 30%) ATP
generovan¢ho bunéénym metabolismem je vyhrazeno k jejim aktivnim transportnim procesim

(Kaplan, 2002 in Janovska, 2010).

Obecné, elektricky gradient tvofeny sodnou pumpou, ktery je esencialni pro excitabilni
aktivitu svalové a nervové tkané, a ktery je vnitiné fizen Na gradientem udrZovanym sodnou
pumpou je pouzivany ve vétSiné bunék a organt k fizeni piijmu a akumulaci Siroké Skaly
esencialnich zivin a bunéénych substrati a k redukci bunééného vapniku a koncentrace protond.

Koncentrace Na'/K'-ATPasy ve tkanich se zna¢n& méni az se 160000 nasobnym
rozdilem mezi nejnizsi (erythrocyty) a nejvyssi (mozkova kiara) koncentraci. Hladké svalstvo
cév je vniz8§im rozsahu spektra s velmi limitovanou koncentraci pump (400000 — 700000
pump/buiku); ~ 100 krat niz$i nez je vidét u srdce nebo u kosterniho svalstva (Koksoy, 2002 in
Janovska, 2010).

Byly identifikovany isoformy pro o- a B-podjednotky Na'/K'-ATPasy a vSechny
vykazuji unikatni tkanové koncové (,tissue-end) vyvojové expresni vzory a nyni jsou pro
kazdou definovany specifické funkéni role (Janovska, 2010).

Jak bylo zminéno vySe, existuji tfi isoformy podjednotky B: Bi, B, a 3. Podjednotka o
ma isoformy Ctyfi — ay, o, 03 a ay. Zatimco a,; isoforma je exprimovana ve vsech ¢astech buinky,
o, isoforma je prevazné pritomna v kosternim svalstvu, srdci, mozku, adipocytech, hladkém
svalstvu cév a oku, ale i dalSich tkanich. Isoforma o3 se nachazi téméf vyhradné v neuronech a
vajeCnicich, ale vyskytuje se také v bilych krvinkach a srdci nékterych druhi zivocicht, véetné
¢loveka (Dostanic-Larson, 2006 in Janovska, 2010). Isoforma o4 je exprimovana ve spermiich a
je specificky syntetizovana ve stadiu spermatogonia, kde je vyzadovana pro pohyblivost
spermie (Woo, 2000 in Janovska, 2010).

Je rozumné véfit, ze tkanové-specifické rozdéleni isoformy o naznacuje, ze kazda
isoforma vykazuje specifickou funkci pro tkan, ve které je exprimovana. Sodna pumpa hraje
pravdépodobné rozhodujici roli béhem absorpce vody ve stieve a reabsorpci v ledvinach, jelikoz
je transport vody a Na' pres epitel trvale propojen. Takto miize byt sodna pumpa v ledvinach a
tenkém stieveé sdruzena s patofyziologii hypertenze a chronickych prijmem, v tomto potadi

(Therien & Blostein, 2000 in Janovska, 2010).

V excitabilnich tkanich jako jsou neurony a kosterni svaly, musi sodna pumpa obnovit
elektricky potencial podél plazmatické membrany nasledovany depolarizaci indukovanou
excitaci. Kosterni svalstvo obsahuje jedno z nejvétsich mnozstvi Na'/K" pump v t&le a hraje tak
centralni roli v odstrafiovani K™ z krve b&hem cviceni a v piijimani ¢i vlévani K. Pii nizké
koncentraci K dochdzi ke snizené expresi Na'/K' pump v kosternim svalu a pfi snaze obnovit

v kosternim svalu zasoby K, dochazi k jeho odnimani z riznych mist, coz mlZe zplsobit
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hyperkalemii ¢i srdecni zastavu (Clausen, 1996 in Janovska, 2010).

Na'/K'-ATPasa také slouzi jako unikatni vazebné misto pro srde¢ni glykosidy, jako je
ouabain, digoxin a digitoxin. Digoxin je v soucasnosti Siroce vyuzivan v 1é¢bé méstnavého
srde¢niho selhani (Kaplan, 2005 in Janovska, 2010). Dostanic-Larson et al. (2006)
demonstrovali, Ze vazebné misto Na'/K'-ATPasy pro srdeéni glykosidy hraje vyznamnou
fyziologickou roli v regulaci krevniho tlaku. Regulace sodné pumpy v srde¢nim svalu je kriticka
pro myokard, pro urCeni zadané hodnoty (,,set-pointu”) pro kontrakce srde¢niho svalu a
ustaleného stavu (,,steady-state*) kontrakce hladkého svalstva cév (Therien & Blostein 2000 in

Janovska, 2010).

Sodna pumpa, je cilem ¢etnych regula¢nich mechanismt aktivovanych v odpovédi na

zmény v bunéénych pozadavcich (Janovska, 2010).
2.4 Cisplatina

2.4.1 Obecné informace o cisplatiné

Cisplatina (cis-diaminodichloroplatina(Il), CDDP), je antineoplastické 1éCivo pouzivané pfi
1é€bé mnoha typi rakovin, zahrnujici rakoviny hlavy, krku, plic, varlat, vaje¢niki a rakovinu
prsu. Cisplatina je nebezpecna z hlediska ototoxicity, gastrotoxicity, myelosuprese a vyvolani
alergické reakce (Hartmann et al., 2000 a Hartmann et al., 2003), ov§em hlavni na davce zavisly
vedlejsi efekt cisplatiny je nefrotoxicita (Sastry & Kellie, 2005; Arany & Safirstein 2003 a
Boulikas, 1992). Nefrotoxicita cisplatiny byla rozpoznana od jejiho uvedeni pred ctvrt stoletim.
Pfresto, navzdory intenzivnimu usili v dal§ich dekadach k nalezeni méné toxickych, ale stejné
efektivnich alternativ, byla cisplatina dale Siroce pfedepisovana. Zustava standardni
komponentou pfi 1écbé rakovin hlavy a krku (Planting et al., 1999), varlat (Lochrer et al., 1998),
malobunécnych (Noda et al., 2002) a nemalobunécnych (Gatzemeier et al., 2000) rakovin plic,
vajecnikd (Bolis et al., 1997 a Hoskins et al., 2000), d¢lozniho ¢ipku (Rose et al., 1999),
mocového méchyte (Coppin et al.,, 1996) a dalSich (Pritchard et al., 2000). Cisplatina je
dostupna jako generické 1écivo v USA a vytvati tak potize pii sledovani prodeje a pouziti.
Nicméné, vyhledavanim v ClinicalTrials.gov databazi bylo nalezeno 543 1é¢iv obsahujicich
cisplatinu, coz naznacuje jeji Siroké klinické pouziti (Miller et al., 2010).

Nefrotoxicita cisplatiny mize miZze byt presentovana rGznymi cestami (Tab.1).
Nicméné, nejvaznéjsi a jedna z nejcastéjsich prezentaci je akutni selhani ledvin (acute kidney

injury, AKI), které nastava u 20-30 % pacientii (Miller et al., 2010).
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Tabulka 1 — Projev cisplatiny na ledviny (Miller et al., 2010; upraveno).

Akutni onemocnéni ledvin (20-30%) Porucha koncentracni funkce ledvin
Hypomagnesémie (40-100%) Hyperuricémie

Pancytopénie Ptechodna proteiurie

Distalni renalni tubularni acid6za Deficiente erythropoetinu
Hypokalcémie Tromboticka mikroangiopatie
Hyponatrémie Chronické renalni selhani

2.4.2 Klinicka charakteristika nefrotoxicity cisplatiny

Jako prvni bylo jiz vroce 1965 ukazano, Ze cisplatina je inhibitorem bunécného déleni
(Rosenberg et al., 1965). Od roku 1969 byly hledany protinadorové vlastnosti na zvitecich
modelech (Rosenberg et al., 1969). Prvni zprava o nefrotoxicité béhem studii na zvifatech piisla
vroce 1971 (Kociba & Sleight, 1971), kdy byly demonstrovany histopatologické zmény akutni
tubularni nekrézy spolu s azotemii (nahromadénim dusikatych latek). Brzké klinické pouziti
cisplatiny ukazalo na davce zavislé akutni selhani ledvin indukované cisplatinou u 14—100%
pacientl, s dopadem liSicim se s narustajici davkou (Madias & Harrington, 1978 a Goldstein &
Mayor, 1983). Vyskyt ledvinové nedostateénosti za pouziti nejnové&jSich testd se slanou
hydrataci a diurézou je v rozsahu 20-30% pacientd (Hartmann et al., 1999). Typicky, za¢ina
pocatek ledvinové nedostatecnosti n¢kolik dni po davce cisplatiny se zvySenim koncentrace
kreatininu v séru a dusiku mocoviny v krvi. Vystup moci je obvykle zachovan (nedochazi ke
snizeni vylu¢ovani moc¢i) a mo¢ muze obsahovat glukosu a malé mnozstvi proteind, indikujici
dysfunkci proximalnich tubuld. Bézna je také hypomagnesémie, obzvlasté po opakovanych
davkach cisplatiny, dokonce pii absenci sniZzeni rychlosti glomerularni filtrace. Obnoveni
funkce ledvin obvykle trva 2 — 4 tydny, ackoliv byly sledovany i zdlouhavéjsi zotaveni, ¢i
dokonce situace, kdy k obnové nedoslo viibec. Progresivni a stala nefrotoxicita mize vzniknout
s postupnou 1écbou navzdory dodrzovani vsech preventivnich opatfeni (Santoso et al., 2003 a

Taguchi et al., 2005).

V tabulce 2 jsou uvedeny rizikové faktory pro nefrotoxicitu cisplatiny, které byly identifikovany

(Miller et al., 2010).
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Tabulka 2 — Rizikové faktory pro nefrotoxicitu cisplatiny (Miller et al., 2010; upraveno).

Zvysujici riziko Snizujici riziko
Davka Diabetes (nejisté u lidi)
Pocet davek Polymorfismus OCT2

Celkova davka (kumulativni davka)
Vyssi vek

Zenské pohlavi

Kouieni

Hyperalbuminémie

Preexistujici ledvinna nedostate¢nost (u lidi limitovana data)

Nefrotoxicita se zvySuje s davkou a ¢etnosti podavani Iéku a také s nartstajici davkou cisplatiny
(Madias & Harrington, 1978). Vysokd koncentrace volné plazmatické platiny koreluje
s nefrotoxicitou (Reece et al., 1987), a v jedné studii bylo navrzeno, Ze rychlost glomerularni
filtrace a koncentrace hoi¢iku v plazmé se sniZuje po davce cisplatiny vyssi nez 50 mg/m’
plochy povrchu téla, oviem ziistavd neménna pokud je davka mensi nez 20 mg/m” plochy
povrchu téla (Hartmann et al., 1999). ZvySené riziko nefrotoxicity bylo u pacientli nalezeno
v souvislosti s vys§im vékem, koufenim, u Zen a lidi s hypoalbuminémii (de Jongh et al., 2001
and de Jongh et al., 2003). Obecné¢, preexistujici dysfunkce ledvin zvysuje riziko pro AKI. Ve
specifickém ptipadé cisplatiny, jsou nicmén¢ limitovana data ohledné dopadu nefrotoxicity
v populaci s chronickym onemocnénim ledvin od té doby, co mnoho zkousek vylucuje pacienty
s ledvinovou nedostatecnosti (Raj et al., 2006). Cukrovka snizuje riziko nefrotoxicity cisplatiny
u zvitecich modeltl (Scott et al., 1989), ovSem klinické studie nenalezly zadny dopad cukrovky
na nefrotoxicitu u lidi (Gogas et al, 1996 Stewart et al., 1997). Pacienti s urcitym
polymorfismem v genu OCT2, ktery reguluje transport platiny do ledvinovych bunck, maji
nejspiSe také nizsi riziko projevu nefrotoxicity (Filipski et al., 2009 a Ciarimboli et al., 2010

61).
2.4.3 Mechanismus nefrotoxicity cisplatiny

2.4.3.1 Akumulace cisplatiny v ledvinovych buiikach

Cisplatina je ledvinami vylu¢ovana glomerularni filtraci i tabularni sekreci (Yao et al., 2007).
Koncentrace cisplatiny uvnitf ledvin pfevySuje koncentraci v krvi, coZz naznacuje aktivni
akumulaci 1é¢iva parenchymovymi bunikami ledvin. Pfedchozi studie vyuzivajici platky ledvin

(Safirstein et al., 1984), kultivované ledvinové epitelové buiiky (Endo et al., 2000) a isolované
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perfundované segmenty proximalnich tubuld (Kolb et al., 2003) poskytly dikaz pro
basolateralné-apikalni transport cisplatiny. Studie nedavnych let identifikovaly dva rizné
membranové transportéry schopné transportu cisplatiny do bunck: Ctrl a OCT2. Ctrl je
médnaty transportér, ktery byl také ukazan jako schopny zprostiedkovat piijem cisplatiny do
sav¢ich bunck (Ishida et al., 2002), zahrnujici buiiky rakoviny vajecniku (Holzer et al., 2004).
Ctrl je siln¢ exprimovany v ledvindch dospélych a protein je lokalizovan v basolateralni
membrané proximalnich tubulG (Pabla et al., 2009). SniZzena exprese Ctrl v ledvinovych
bunkach in vitro snizuje ptijem cisplatiny a cytotoxicitu, coz naznacuje, ze je Ctrl vyznamnym
¢initelem mechanismu v piijmu cisplatiny v téchto buiikach (Pabla et al., 2009). Role Ctrl u
nefrotoxicity cisplatiny in vivo nebyla zkoumana. Navic transportér organickych iontd OCT2
(SLC22A2) transportuje cisplatinu (Ludwig et al., 2004; Ciarimboli et al., 2005; Filipski et al.,
2008 a Yonezawa et al., 2006). Bylo ukazano, Ze cisplatina inhibuje pfijem jinych OCT2
substratt, souhlasnych s pfedstavou, Ze se tyto substraty podileji na béznych transportnich
drahach. Podobné, cimetidin, substrat OCT2, snizuje pfijem cisplatiny a cytotoxicitu in vitro
(Pabla et al., 2009; Ludwig et al., 2004; Ciarimboli et al., 2005) a nefrotoxicitu cisplatiny in
vivo (Ciarimboli et al., 2010). Dv€ nedavna pozorovani smérovala k vyznamné roli OCT2 ve
zprostfedkovani prijmu cisplatiny do ledvin a toxicity cisplatiny na ledviny. Nejprve, vyfazeni
(,,knockout*) OCT2 genu vyznamné redukoval exkreci cisplatiny moci (Filipski et al., 2009) a
nefrotoxocitu (Filipski et al., 2009 a Ciarimboli et al., 2010). Za druhé, nesynonymni
jednonukleotidovy polymorfismus (SNP) v OCT2 genu (rs316019) spojen s redukovanou
nefrotoxicitou zptisobenou cisplatinou u pacient (Filipski et al., 2009 a Ciarimboli et al., 2010).
Dulezitost téchto nalezli k mozné prevenci cisplatinové nefrotoxicity je zminéna dale (Miller et
al., 2010).

2.4.3.2 Biotransformace cisplatiny v ledvinich

Studie u krys a mysi indikuji, ze cisplatina podstupuje metabolickou aktivaci v ledvinach na
silngjsi toxin. Tento proces za¢ina tvorbou konjugatd s glutathionem v cirkulaci, coz je ziejmé
zprostiedkovano glutathion-S-transferasou (Townsend et al., 2009 a Sadzuka et al., 1994).
Vzhledem ktomu, Ze konjugaty s glutathionem prochazi pies ledviny, jsou S$tépeny na
cysteinylglycinové konjugaty gamma-glutamyl-transpeptidasou (GGT) exprimovanou na
povrchu bunék proximalnich tubulti (Townsend et al., 2003 a Townsend & Hanigan, 2002).
Cysteinylglycinové konjugaty jsou dale metabolizovany na cysteinové konjugaty
aminopeptidasami, rovnéZ exprimovanymi na povrchnu bunék proximalnich tubuld (Townsend
et al., 2003). Cysteinové konjugaty jsou transportovany do bunék proximalnich tubuld, kde jsou
dale metabolizovany prostfednictvim cystein-S-konjugat beta-lyasy na vysoce reaktivni thioly

(Townsend et al., 2003; Townsend & Hanigan, 2002 a Zhang & Hanigan, 2003).
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2.4.3.3 Bunécné cile cisplatiny

Platinové slouceniny zprosttedkovavaji jejich cytotoxické efekty skrze interakci s DNA (Obr.
13) (Miller et al., 2010).
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Obrazek 13 — Drahy cisplatinou indukované smrti epitelovych bunék. Cisplatina vstupuje
do epitelovych bunék ledvin skrze OCT2 a, malou mérou, Ctrl transportér. Cisplatina
zpusobuje poskozeni jaderné a mitochondrialni DNA a produkuje reaktivni formy kysliku
(ROS) vedouci k aktivaci mitochondridlnich i nemitochondridlnich drah apoptézy a

nekrézy (Miller et al., 2010; upraveno).

Ve vodném prostfedi jsou chloridové ligandy cisplatiny nahrazeny molekulami vody
vytvarejicimi positivné nabity elektrofil. Tento elektrofil reaguje s nukleofilnimi misty
intracelularnich makromolekul za tvorby aduktd s DNA, RNA a proteiny (Pascoe & Roberts,
1974). Vazba cisplatiny na DNA vede k tvorb¢ inter- a intrafetézcovych pti¢nych vazeb (,,cross-
link1*), timto brzdi DNA syntézu a replikaci v rychle proliferujicich bunikach (Wang &
Lippard, 2005). Objev, ze buiiky deficientni v DNA opravach jsou vice citlivé k bunéné smrti
vyvolané cisplatinou podporuje navrh, Ze cisplatina zprosttedkovava jeji protinddoroveé
vlastnosti skrze poskozeni DNA. Nicméné, prvenstvi v poskozeni jaderné DNA jako pficina
bunééné smrti vyvolané cisplatinou bylo zpochybnéno. Ve skutecnosti se totiz se k jaderné
DNA véze pouze malé mnozstvi bunétné platiny (<1%) a je zde mald souvztaznost mezi
citlivosti bun¢k k bunécné smrti indukované cisplatinou a rozsahem platinace DNA (Burger,
1997). Navic, Mandic a jeho spolupracovnici pouzili bezjaderné bunky k demonstraci, Ze
cisplatinou indukovana apoptoticka signalizace nastava nezavisle na poskozeni jaderné DNA

(Mandic et al., 2003).
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Néekolik fad dikazi navrhuje, Ze mitochondrialni DNA, ¢i jiné mitochondrialni cile,
jsou ve zprostfedkovani indukované bunécné smrti cisplatinou pravdépodobné vice dillezité nez
poskozeni jaderné DNA (Cullen et al., 2007). Cisplatina je hydrolyzovéna k tomu, aby
generovala pozitivn¢ nabity metabolit, ktery se prioritné akumuluje uvnitf negativné nabitych
mitochondrii. Tudiz se zda, Ze citlivost bunék k cisplatiné koreluje s hustotou mitochondrii
(Qian et al., 2005) i s mitochondridlnim membranovym potencialem (Hirama et al., 2006). Toto
pozorovani muze vysvétlit specifickou citlivost proximalnich tubuld ledvin k toxicité cisplatiny,
protoze tento segment vykazuje jednu z nejvysSich hustot mitochondrii v ledvinach (Gullans &
Mandel, 2000). Porovnani k cisplatin¢ citlivych a k cisplatiné rezistentnich bunék rakoviny
vaje¢niku odhalilo niz§i mitochondrialni membranovy potencial stejné jako mensi poSkozeni
mitochondridlni DNA, coz bylo zjisténo pozdé&ji (Hirama et al., 2006). Navic, spotfeba
mitochondridlni DNA rdstem bunék v ethidium bromidu poskytla bunky vice resistentni
k cisplatin¢ (Qian et al., 2005). Nakonec, mitochondrialni DNA mize byt vice citliva
k cisplatinou indukovanému poskozeni neZ jaderna DNA, v disledku mensi ucinnosti DNA
opravnych mechanismt (Olivero et al., 1997). Dohromady tato pozorovani ukazuji na fakt, Ze
mitochondrialni DNA je vyznamnym cilem toxicity cisplatiny (Miller et al., 2010).

Mitochondrialni energetika je cisplatinou také poruSena a mize prispivat
k nefrotoxicité. Mastné kyseliny jsou hlavnim zdrojem energie pro proximalni tubuly, které jsou
primarnim mistem poskozeni ledvin cisplatinou. Cisplatina inhibuje oxidaci mastnych kyselin
v mys$Sich ledvinach a bunkach proximalnich tubuld v kultufe skrze redukci v PPAR-a
zprostiedkované expresi genti zahrnutych ve vyuziti bunéénych mastnych kyselin (Li et al.,

2004 a Portilla et al., 2002).

PPAR receptory (,,perixosome proliferator activated receptors®) jsou zastupci receptort
pro steroidni hormony, patfici do superrodiny ligandem aktivovanych transkripcnich faktort. U
obratlovcd muZeme nalézt ¢tyti isoformy PPAR receptord — o, B, y a 6. Isoforma a se zda byt
siln¢ aktivovana syntetickymi peroxosomovymi proliferatory a bylo ukazano, Zze PPAR-a tvori
heterodimer s retinoidnim X receptorem a vaze se ke specifickym DNA sekvencim, které jsou
lokalizovany v opa¢ném sméru ke geniim citlivym k perixosomovym proliferatorim (Green,
1995)

Agonisté PPAR-a omezuji nefrotoxicitu cisplatiny in vivo (Li et al., 2004 a Li et al.,
2004). Cisplatina také ovliviiuje mitochondridlni dychaci komplexy a funkci. Vystaveni
kultivovanych bunék proximalnich tubull cisplatin€ in vitro inhibuje mitochondrialni komplexy
I a IV respiracniho fetézce a, nasledkem toho, snizuje intracelularni mnozstvi ATP (Kruidering
et al.,, 1997). Zachazeni s cisplatinou in vivo také zpusobuje mitochondrialni dysfunkci jak je
patrné z poklesu membranového elektrochemického potencialu, podstatného poklesu v piijmu

vapniku mitochondriemi a vyCerpani mitochondrialnich antioxida¢nich ochrannych systému
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(Kruidering et al., 1997 a Arany et al., 2008).

2.4.4 Cisplatina a zkoumani jeji interakce

Vyvoj MALDI-MS (Tanaka, 2003; Tanaka et al., 1988 a Karas & Hillenkamp, 1988), ESI-MS
(Fenn, 2003 a Fenn et al., 1989) a tandemové hmotnostni spektrometrie (MS") (Biemann, 1988)
na konci 80. let umoznil stanoveni molekulové hmotnosti intaktnich proteinti, analyzu jejich

aminokyselinovych sekvenci a charakterizaci strukturnich modifikaci peptidi a proteind

(Hartinger et al., 2007).

Cisplatina [CDDP; cis-diaminodichloroplatina(Il)], karboplatina a oxaliplatina
(struktury viz obrazek 14) jsou nejvyznamngjsibézné klinicky vyuzivana chemoterapeutika
zaloZena na platin¢ (Hartinger et al., 2007).

V dnesni dobé jsou pouzivana v 50% 1é¢by pacientd s rakovinou (Galanski et al., 2003).
Je znamo, ze se platinové komplexy po intravendzni aplikaci vazi ve vysokém stupni (nad 90%)
k proteinim plazmy (DeConti et al., 1973 a Hartmann & Lipp, 2003). Role vazby téchto tumor-
inhibuyjicich 1é¢iv zaloZzenych na kovech neni dobie prozkouméana a mize byt pro rizné kovové
komplexy rozdilna. Nicméné, pro platinové komplexy byl vyznamny piispévek vedlejSich
ucinkd ptipsan pravé vazbé na proteiny (Gullo et al., 1980 a Appleton, 1997). Na rozdil od toho,
dobra snesitelnost a specifita pro tumory rutheniovych léCiv je siln€ zavisla na vazbé
k transferrinu a také k albuminu, timto vyuZzivaji zvySené¢ mobility a efektu udrZeni se
v organismu, coz miize ptispivat k mechanismu ucinku téchto kovovych komplexii (Hartinger et
al., 2006 a Timerbaev et al., 2006). Dalsi otazky tykajici se preferovanych vazebnych mist
kovovych komplexi k proteinim zlstavaji diskutovany. Pouziti ESI-MS ve spojeni
s kapalinovou chromatografii umoziuje ur¢eni vazebného mista CDDP k transferrinu na misté
threoninu 457 (Allardyce et al., 2002 a Khalaila et al., 2005). V kontrastu, NMR studiemi byly
stanoveny hlavnimi vazebnymi partnery methioninova residua (Chen et al., 1999 a Cox et al.,

1999).

V nedéavnych letech byly ve hmotnostné spektrometrickych studiich zkoumany vazby
protirakovinnych kovovych koordinacnich sloucenin k proteinim s vyuzitim klinicky
schvalenych 1é¢iv i 1éCiv ve stadiu vyvoje. Z téchto proteint Slo pfedevsim o ubikvitin (Ub),
myoglobin a cytochrom ¢ (Cyt-C), ale také albumin, transferrin nebo glutathion-S-transferasu
(Allardyce et al., 2002; Khalaila et al., 2005; Timerbaev et al., 2004; Sulyok et al., 2005;
Pongratz et al., 2004, Groessl et al., 2006, Polec-Pawlak et al., 2006 a Ang et al., 2005). Bylo
ohlaseno, ze CDDP, transplatina [TDDP; trans-diaminodichloroplatina(Il)], karboplatina a
oxaliplatina reaguji velmi podobné s Cyt-C, uvoliuje se ovSem bud’ oxalatovy nebo malonatovy

chelat (Obr.14 — schéma hydrolyzy CDDP, TDDP a oxaliplatiny) (Casini et al., 2006).
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Obrazek 14 — Hydrolyza a hlavni Ub vazebné drahy cisplatiny (1), transplatiny (2) a

oxaliplatiny (3). V zavislosti na pH mohou byt vodné roztoky deprotonovany. Pro

zjednodusSeni jsou vynechany naboje (Hartinger et al., 2007)

Vyuzitim kombinace gelové elektroforézy, ICP-MS s laserovou ablaci a proteomickych metod
byla studovana vazba CDDP k proteiniim v bakteriich a CDDP a NAMI-A v lidské plazmé a
byly identifikovany specifické proteinové cile (Allardyce et al., 2001 a Khalaila et al., 2006).
Sadler a jeho spolupracovnici charakterizovali vazbu experimentalniho organokovového Ru-
arenového 1é¢iva na Cyt-C kombinaci hmotnostni spektrometrie a NMR metod a zjistili, Ze pii
inkubaci Cyt-C s desetinasobnych nadbytkem Ru(ll) komplexu ve vod¢ a v pufru (octan
triethylammonia, pH 8.7 a 7.6, v tomto potadi) se tvofili pouze monorutheniové druhy aduktt

(Wang et al., 2005). Nedavno byla také zjisténa vazba Ru(Il)-arenového komplexu RAPTA-C a
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analogickych oxalato a 1,1-cyklobutandikarboxylovych sloucenin na Cyt-C a lysozym a

vazebné misto Cyt-C bylo identifikovano jako His33 (Casini et al., 2007).

Ubikvitin byl dosud studovan vyhradné v souvislosti s antineoplastickymi platinovymi
komplexy CDDP, TDDP a asymetrickymi trans-Pt komplexy (Gibson & Costello, 1999; Peleg-
Shulman & Gibson, 2001; Peleg-Shulman et al., 2002; Najajreh et al., 2003; Balter & Gibson,
2005 a Najajreh et al.,, 2006). Ubikvitin je maly protein slozeny ze 76 aminokyselin a
s molekulovou hmotnosti 8565 g.mol” (Denison, 2005). Ubikvitin plni u eukaryot esencialni
funkce: po oznaCeni substrati ubikvitinovym polymerem jsou tyto substraty cileny do
multipodjednotkové ATP-dependentni proteasy, zatimco substraty oznacené pouze nékolika
ubikvitiny maji sklon k endocytdéze a ve vysledku dochazi k proteolyze. U cisplatiny bylo
zjisténo, ze s ubikvitinem tvoii mono- a bis-adukty rlznych typl, zatimco TDDP vytvari
pfevazné¢ monofunkéni adukt Ub-[Pt(NH;),Cl] (monofunkéni adukt znamend, Zze protein
okupuje jediné Pt koordinacni misto; adekvatné bi- a tri-funkéni adukty maji dve, respektive tii
vazby Pt-protein) (Gibson & Costello, 1999 a Peleg-Shulman et al., 2002). Asymetrické Pt(II)
komplexy byly ureny pouze v pfifazeni vyhradné k Metl ubikvitinu (Balter & Gibson, 2005),
ktery byl navrZzen jako hlavni cil pro CDDP, ov§em ne pro TDDP (Hartinger et al., 2007).

Ve clanku Hartinger et al. 2007 byla popsana srovnavaci studie pouzitelnosti nESI
(ionizace nanoelektrosprejem) a MALDI technik pro analyzu vazby tumor-inhibujicich
protirakovinnych ¢initeld oxaliplatiny a CDDP a trans-isomeru (TDDP) smérem na modelovy
proteinu ubikvitin. Byly zde diskutovany vyhody a nevyhody porovnavanych metod pro
studium interakce mezi kovovymi komplexy a proteiny. V tomto ¢lanku bylo poprvé pouzito

MALDI-MS pro charakterizaci interakce mezi proteiny a na bazi kovt (Hartinger et al., 2007).

2.4.5 Reakce platinovych komplexii s ubikvitinem

Vazba platinovych chemoterapeutik (cisplatiny, oxaliplatiny a neaktivniho isomeru transplatiny)
na DNA je hlavnim jevem pro vyuziti jejich protirakovinné aktivity (Jung & Lippard, 2007).
Vazba na sérové proteiny piispiva u téchto platinovych k jejich vedlej$im ucinkim. U
mnoha zkoumanych 1éCiv, jako naptiklad nedavno vyvinutych rutheniovych slouceninam se
ovSem uvazuje, Ze by tato vazba mohla byt pozitivné vyuzita (Timerbaev et al., 2006; Ang &

Dyson, 2006 a Hartinger et al., 2006).

Pro cisplatinu, jeji neaktivni strukturalni isomer transplatinu a oxaliplatinu byl uréen
nejvice zietely rozdil ve vazbé k ubikvitinu (Ub; Obr.15) v ramci vazebné kinetiky a typu
formovanych aduktd (Peleg-Shulman & Gibson, 2001; Peleg-Shulman et al., 2002 a Hartinger
et al., 2007).
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Obrazek 15 — Nahoi'e molekularni struktura Ub (Vijay-Kumar et al., 1987) s vyznacenymi
residui Metl a His68 (LLC. PyMOL, 0.98; DeLano Scientific LLC: Palo Alto, CA). Dole
aminokyselinova sekvence Ub s vyznaenymi potencialnimi vazebnymi misty pro kov

(Hartinger et al., 2008, upraveno).

Skrze neptimé stanoveni s oxidovanou Ub sirou bylo ukézano, Ze se cisplatina vaze primarné na
siru Metl a jako sekundarni cil byl ur¢en His68 (Peleg-Shulman & Gibson, 2001; Peleg-
Shulman et al., 2002 a Gibson & Costello, 1999), zatimco u vazby transplatiny k ubikvitinu se
neprojevilo smérovani k proteinu afinitou cisplatiny k sife. Tento vysledek byl ziskan
z experimentd za pouziti ESI-MS s oxidovanou Ub sirou, ktera vede k poklesu reaktivity
cisplatiny smérem k Ub (Peleg-Shulman & Gibson, 2001; Peleg-Shulman et al., 2002 a Gibson
& Costello, 1999) a z ,,['H, "’N] heteronucle single quantum koherence* NMR spektroskopie
(Peleg-Shulman & Gibson, 2001). V kontrastu, nebyl u transplatiny nalezen vliv na vazebnou
kinetiku, 1 kdyz byl Met1 oxidovan (Hartiger et al., 2008).

Nejbeéznéjsi cesta k urCeni vazebnych mist proteinu vyzaduje ,,bottom-up*“ pfistup
zahrnujici digesci proteinu a analyzu pomoci LC-MS (Allardyce et al., 2002; Khalaila et al.,
2005 a Casini et al., 2007). Tato metoda neni vzdy vhodna pro studium 1é¢iv na bazi kovu,
jelikoz pufr hydrogenuhli¢itan amonny zpdsobuje uvolnéni platinovych adukti (Gibson &

Costello, 1999).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Material a metody

e Biologicky material

Ke Stépeni vzorki proteind byly pouzity tyto proteasy — stachyosou modifikovany hovézi

trypsin a elastasa (Sebela, 2006). Dale byly pouzity myoglobin z kofiského srdce, hovézi

albumin, ubikvitin zhovézich erytrocytd, lysozym zbilku kufeciho vejce, pepstatin A

(mikrobialni zdroj), leupeptin hemisulfat a kanamycin sulfat od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis,

USA), cytochrom ¢ od firmy MP Biomedicals (Solon, USA), lysozym a isopropylthiogalaktosid

od firmy Roth (Karlsruhe, Némecko), Pepton (peptone from kasein) a kvasni¢ny extrakt (Yeast

extrakt servabacter) od firmy Serva Electrophoresis (Heidelberg, Némecko).

K vyizolovani proteinu byla pouzita kultura Escherichia coli Rosetta-gami a DNA —

wild type (WT) velké cytoplazmatické klicky Na'/K'-ATPasy s His-kotvou (Kubala, 2005).

e Chemikalie

5,5¢-Dithiobis(2-nitrobenzoova) kyselina
Aceton

AgNO 3

Akrylamid

APS

APS

barvici roztok Bio-Safe CBB R-250 staining
Cis-diaminodichloroplatina
Coomassie brilliant blue G-250
peroxodisiran amonny
Coomassie brilliant blue R-250
EDTA (disodna dul, dihydrat)
Glycin

HCI1 35%

Hydrogenuhli¢itan amonny
Imidazol

IPTG
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Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Acros organics (New Jersey, USA)
Lachema N.P. (Neratovice, Ceska
republika)

Serva electrophoresis
(Heidelberg, Némecko)

Fluka Biochemica (Buchs, Svycarsko)
Bio-Rad Laboratories (Berkeley, USA)
Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Bio-Rad laboratories

Fluka BioChemika

Bio-Rad laboratories

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Lach-Ner

Fluka analytical (St. Louis, USA)

Roth (Karslruhe, Némecko)

Roth



Kyselina octova Lach-Ner

L-cystein hydrochlorid monohydrat Sigma-Aldrich
MES monohydrat Fluka Analytical
MES Sigma-Aldrich
Methanol Merck (Darmstadt, Germany)
N-acetyl-L-cystein Sigma-Aldrich
NaCl Lachema
NaOH Lach-Ner
N-ethylmaleimid Sigma
Octan amonny Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika)
SDS Bio-rad Laboratories
SDS Serva Electrophoresis
TEMED Bio-Rad Laboratories
Tris Bio-Rad Laboratories
Tris MP biomedicals (Solon, USA)
e Matrice pro MALDI MS:
Kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Kyselina sinapova Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e  Material pro transformaci a expresi
Dialyzaéni pufr: 20 mM TRIS + 140 mM NaCl, pH 8.0
Sonikaéni pufr: 10 mM TRIS + 10 mM NacCl, pH 8.8
Promyvaci pufr: 20 mM TRIS + 140 mM NacCl, 10 mM imidazol, pH 7.6
Regeneracni pufr: 20 mM MES, pH 5.0
Elucni pufr: 0.5 M imidazol, pH 8.5

Pro indukci exprese se pouzival isopropylthiogalaktosid (IPTG) (100 mg/ml).

Dale bylo pouzito antibiotikum kanamycin (30 mg/ml), inhibitory proteas (na 10 ml roztoku 15
mg lysozymu, 10 pl leupeptinu (2 mg/ml), 4 pl pepstatinu, 26 mg PMSF, 10 pl DTT
(0.1543g/1ml) a 100 pl EDTA).

Pro rist bun¢k LB (Luria-Broth) médium — na 200 ml 2 g Peptonu (peptone from kasein), 1 g
kvasni¢ného extraktu (Yeast extrakt servabacter) a 2 g NaCl.

K vyizolovani proteinu byla pouzita kultura Escherichia coli Rosetta-gami a DNA — wild type
(WT) velké cytoplazmatické klicky Na'/K -ATPasy s His-kotvou (Kubala, 2005).

e Chemikalie pro SDS-PAGE elektroforézu:

Katedra biofyziky UP Olomouc:
30% akrylamid/0.8% N,N‘-methylen-bisakrylamid 29:1 (3.3% C),
Separacni pufr (1.5 M TRIS, 0.4% (w/v) SDS, pH 8.8),
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Zaostrovaci pufr (0.5 M TRIS, 0.4% (w/v) SDS, pH 6.8),

Na,S0;,

TEMED,

APS (100 mg/ml),

Isobutanol na ptevrstveni,

SDS vzorkovaci pufr (na 1 litr — 135 ml 1 M TRIS, 150 ml glycerolu, 22 ml mekaptoethanolu,
720 ml destilované H20 a 30 g SDS),

Elektrodovy pufr (na 1 litr — 3 g TRIS, 14.4 g glycin, 1 g SDS, pH neupravované)

Rozdé€lovaci gel 10% (10 ml): 2.5 ml akrylamid/bisakrylamid, 2.5 ml separa¢niho pufru, 4.95
ml destilované H,O, 15 mg Na,S0Os, 9.75 ul N,N,N',N'-tetramethyl-ethan-1,2-diamin (TEMED),

25 ul peroxodisiran amonny (APS) (100 mg/ml)
Zaostiovaci gel 4% (10 ml): 1 ml akrylamid/bisakrylamid, 2.5 ml zaostfovaciho pufru, 6.5 ml
destilované H,O, 15 mg Na,SO;, 19.5 ul N,N,N’ N'-tetramethyl-ethan-1,2-diamin (TEMED), 50

ul peroxodisiran amonny (APS) (100 mg/ml)

Barveni geli: standardni barvici roztok Coomassie brilliant blue G-250

Katedra biochemie UP Olomouc:

30% akrylamid/0.8% N,N‘-methylen-bisakrylamid 29:1 (3.3% C),
SDS-PAGE 4x délici gelovy pufr (1.5 M TRIS/HCI, pH 8.8),
SDS-PAGE 4x zaosttovaci pufr (0.5 M TRIS/HCI, pH 6.8),
Wiltfang zasobni roztok 10% (w/v) SDS,

TEMED,

APS (100 mg/ml),

Vodou nasyceny 50 % (v/v) n-butanol na pievrstvi horniho gelu,

Vzorkovaci pufr — Laemmliho pufr (62.5 mM Tris-HCI (pH 6.8, 25% glycerol, 2% SDS, 0.01%
roztok bromfenolové modfi, 5% B-merkaptoethanol) od firmy Fluka Biochemica (Steinheim,
Némecko)

SDS Elektrodovy pufr (0.025 M TRIS, 0.192 M Glycin, 0.1% w/v SDS, pH 8.3)

Délici gel 10% - 3.4 ml akrylamidu/bis-akrylamidu, 2.5 ml SDS-PAGE 4x délici gelovy puft,
3.8 ml destilované H,O, 100 ul 10% SDS, 15 pl TEMED a 50 ul APS

Zaostrovaci gel 4% - 0.65 ml akrylamidu/bis-akrylamidu, 1.25 ml SDS-PAGE 4x zaostfovaci
gelovy pufr, 2.95 ml destilované H,O, 100 pl 10% SDS, 15 ul TEMED a 60 pl APS

Barveni gelt: standardni barvici roztok Coomassie briliant blue R-250, barvici roztok Bio-Safe

CBB R-250 staining a standardni odbarvovani roztok (7% kyselina octova, 5% methanol)
e Standardy

Pii méteni peptidli byla pouzita smes peptidl pro externi kalibraci hmotnostniho spektrometru

Microflex — ,,peptide calibration standard II* v rozsahu ~ 700-4000 Da. Pfi méfeni proteinti byl
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pouzita smés proteinil pro externi kalibraci a to ,,protein calibration standard I s rozsahem ~
5000-17500 Da a ,,protein standard I s rozsahem ~ 20000-70000 Da, vSe zakoupeno od firmy

Bruker Daltonics (Brémy, Némecko)

e Chemikalie pro $tépeni proteinu v gelu:

Pro in-gel digesci byly pouzity: vodou nasyceny n-butanol, Wiltfang 10% SDS, in-gel digestion
acetonitril, in-gel digestion 5% (v/v) kyselina mravenéi a in-gel digestion hydrogenuhlic¢itan
amonny (25, 50 a 100 mM) Sigma Aldrich (St. Louis, USA), jodoacetamid firmy Sigma
chemical Co. (St. Louis, USA), DL-Dithiothreitol firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) a DL-
Dithiothreitol firmy Fluka Biochemica (Buchs, Svycarsko).

e Roztoky pro zip/tip metodu

Pro zip/tip metodu byly pouZito ekvilibracniho roztoku (wash solution), ,,wet* roztoku (pre-wet
solution) a elu¢niho roztoku (indirect elution solution) a 0.1% trifluoroctova kyselina.

v

o (isténi kolony
Kobaltova kolona byla promyta nejdiive 200 ml MES, pH 5, poté 10 ml destilované vody a

zakonzervovana ve 20% ethanolu.
e  Ostatni chemikélie

Set pro stanoveni koncentrace proteinit BCA metodou firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA),
Ethanol (96%) denaturovany, MALDI-TOF-MS 0.1% TFA, MALDI-TOF-MS 2.5% TFA,
Acetonitril: 0.1% TFA 1:2 (v/v) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).

e Pristrojové vybaveni

Vybaveni pro SDS-PAGE elektroforézu (Skla s 0.75 mm spacery, zdroj napéti Bio-Rad
PowerPac Universal™ a MiniPROTEAN® 3 Cell U.S.A) firmy Bio-Rad Laboratories (Berkeley,
USA).

Analytické vahy Sartorius (Gottingen, Némecko)

Analytické vahy Denver Instrument (USA)

Autoklav Tuttnauer 2340 M Tuttnauer (New York, USA)

Biological thermostat BT120 Laboratorni pfistroje Praha

Centrifuga Sigma 3-30K Sigma (Osterode am Harz, Némecko)

Centrifuga spectrafuge mini Labnet International (Woodbridge,
USA)

Desticka pro MALDI-TOF-MS

AnchorChip 600/96 microScout target Bruker Daltonics (Brémy, Némecko)

digestot Merci (Praha, Ceska republika)
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Ependorfky (0.5, 1 a 2 ml)

flowbox Steril-gemini

Hmotnostni spektrometr

Bruker Microflex MALDI-TOF LRF20
Magnetick4 michacka IKA® C-MAG HS 7
Nanodrop Biospec-nano

Odstiedivka eppendorf miniSpin plus

pH metr 3301

pH metr

Pipety Eppendorf reference (2.5 ul)
Pipety Eppendorf research plus

(10, 20, 100, 200, 1000 a 5000 pl)
Predvazky (rizné rozsahy)

Sonikator Ultrasonic 3000
Spektrofotometr

Stolni centrifuga miniSpin plus

Spigky (10, 200, 1000 a 5000 ul)
Termoblok AccuBlock™ Digital Drybase

Termostat plus

Thermomixer komfort 1.5 ml
Transiluminator UVT-40W
Tiepacka ,,vortex* SA8

Tiepacka IKA" Vibrax VXR Basic

UV 500 UV-visible spectrometer

Vortex IKA® MS2 MiniShaker

Vykyvna tepacka

Vyrobnik ledu SL 35 W

Zip/tip $picky pro piipravu vzorkd (u-C18)

e Pouzity software

Eppendorf (Hamburg, Némecko)

Biolnstruments (Firenze, Italie)

Bruker Daltonics

IKA (Praha, Ceska republika)
Schimadzu Biotech

Eppendorf

WTW (College Station, USA)
InoLab (Kladno, Ceska republika)
Eppendorf

Eppendorf
Kern (Balingen-Frommern, Némecko)
BioLogics (Manassas, USA)

WPA

Eppendorf

Eppendorf
International

Labnet
USA)

(Woodbridge,

Eppendorf

Eppendorf

Herolab (Wiesloch, Némecko)

Merci (Ceska republika)

Fischer Scientific (Pardubice, Ceska
republika)

Thermo spectronic (Madison, USA)
IKA-Werke (Staufen, Némecko)
Wavetec, Svycarsko

Maso-profit (Praha, Ceska republika)
Millipore corporation (Billerica, USA)

FlexAnalysis 2.4 a FlexControl 3.0 firmy Bruker Daltonics (Brémy, Némecko), Mascot

server 2.2 firmy Matrix Science (Londyn, Velka Britanic) a mMass 3.1.0 a 5.0.0

Institut chemické technologie (Praha, Ceské republika).
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3.2 Metody

3.2.1 Slozeni kultivaéniho LB média

Na 200 ml LB média je potieba 1 g kvasni¢ného extraktu, 2 g NaCl a 2 g peptonu. Uprava pH
na hodnotu 7.4 byla provedena pomoci NaOH. Sterilizace média probihala autoklavovanim po
dobu 45 minut pfi teploté 121°C. Po autoklavovani bylo LB médium skladovano pti 4°C. Druhy
den bylo LB médium rozdéleno na mensi (4 ml) a vétsi (196 ml) objem. Do mensiho objemu
byly pozdé&ji pfidany nakultivované bunky a kanamycin o koncentraci 30 mg/ml a do vétsiho

objemu antibiotikum kanamycin o téZe koncentraci.

3.2.2 Kaultiva¢ni podminky a exprese rekombinantni C45 klicky

Prvnim krokem bylo smichani 10 pl bunék E. coli Rosetta-gami s 2 ul DNA o koncentraci 100
ng/ul obsahujici gen pro rekombinantni C45 kli¢ku Na'/K'-ATPasy o hmotnosti 48 kDa - vse
probihalo pii teploté 4°C. Po smichani do$lo k inkubaci po dobu 20 minut pfi 4°C s naslednym
tepelnym Sokem pii 42°C po dobu 1 minuty. Nasledovala inkubace 1-2 minuty pii 4°C a vyseti
bun¢k na agarové misky s obsahem kanamycinu. Pfed vysetim na misky je je$t€¢ mozno pro
lepsi u¢innost pridat k buikdm 700 ul LB média o teploté 37°C, smés hodinu inkubovat pfi
37°C a na misky vysit 10 pL smési. Misky s kulturou se inkubovaly po dobu cca 16 hodin pfi
37°C. Po této inkubaci byla miska s kulturou skladovana pii 4°C. Po rozdéleni LB média na
maly a velky objem byl maly objem sterilizovan po dobu 45 minut pii teploté 121°C. K malému
objemu byly ve sterilnim prostfedi pfipitepovany 4 pl kanamycinu (fedéni 1000x). Poté doslo
k inokulaci malého objemu jednou kolonii bunék, inkubaci pti 37°C a tfepani pti 180 otackach
za minutu (,,rpm‘‘) po dobu cca 16 hodin spolu s velkym objemem, ke kterému bylo pfidano 200
ul kanamycinu. Dalsi den byl maly objem ochlazen na 4°C, aby doslo k zastaveni dal§iho rustu
kultury. K velkému objemu s kanamycinem se pfidal maly objem a doSlo k inkubaci pfi
37°C/180 rpm po dobu asi 90 minut, tj. do ODgy = 0.6 — 0.8. Po dosaZeni této hodnoty byla
pfidanim 200 pL IPTG o koncentraci 100 mg/ml indukovana exprese proteinu s naslednou

kultivaci pfi 17°C/180 rpm po dobu 24 hodin.

3.2.3 Purifikace rekombinantni C45 klicky

Purifikace rekombinantni C45 kli¢ky probihala tak, ze nejprve byla kultura s nadprodukovanym
proteinem (C45 klickou Na'/K'-ATPasy) centrifugovana pti 5000g/25 minut/4°C. Supernatant
byl poté odlit a sediment rozsuspendovan v 10 ml sonika¢niho pufru (10 mM Tris-HCI, 10 mM
NaCl, pH 8.8) sinhibitory (15 mg lysozymu, 26 mg PMSF, 10 ul leupeptinu (vychozi
koncentrace 2 mg/ml), 4 ul pepstatinu, 10 ul DTT (zasobni roztok 1 M) — 0.1543g do 1ml a 10
ul EDTA (zéasobni roztok 1 mM), to vSe v 10 ml sonika¢niho pufru). Bunky byly nasledné
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rozbity pomoci sonikatoru. Ocelova sonda sonikatoru byla pfed pouZzitim oplachnuta ethanolem
a destilovanou vodou a buiiky byly rozbijeny 5 minut - 20 sekund zapnuto/ 20 sekund vypnuto.
Po rozbiti bun¢k byla sonda opé€t oplachnuta ethanolem a destilovanou vodou. Hruby extrakt byl
po celou dobu udrzovan na ledu. Hruby extrakt se nasledné centrifugoval pti 15000g/25
minut/4°C. Po centrifugaci obsahoval supernatant neboli sonikat (cytosol; tzv. rozpustna faze)
pozadovany rekombinantni protein. Pro naslednou elektroforézu se odebralo do mikrozkumavek
cca 10-20 ul sonikatu a dale co nejvice sedimentu (pro uréeni, zda neni ur¢ité mnozstvi proteinu
jesté zde) a zbytek sonikatu (cca 10 ml) se nanesl na afinitni kobaltovou kolonu (,,Co(Il)-
Sepharose®) (pted jejimz pouzitim se z ni odpusti konzervacni 20% etanol a promyva se 200 ml
dialyza¢niho pufru, tj. 20mM Tris-HCI, 140 mM NaCl, pH 8) a nechal 60 minut inkubovat pfi
4°C pii ob¢asném promichani naplné kolony Pasteurovou pipetou. Poté byla kolona vypusténa a
promyta 40 ml promyvaciho pufru (20 mM Tris-HCI, 140 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 7.6)
pro odstranéni negistot. Cisty protein byl pfes histidinovou kotvu vazan na afinitni kolonu.
Z kolony byl protein ziskan pfidanim 3 x 2 ml elu¢niho pufru (0.5 M imidazol, pH 8.5 -
nastaveno NaOH/HCI) — inkubace s kazdymi 2 ml probihala 30 minut. Byly ziskany 3 eluce

proteinu o postupné snizujici se koncentraci, kterd byla nasledné stanovena tfemi zptsoby.

Kolona byla pro opétovné uskladnéni promyta 200 ml regenera¢niho pufru (20 mM
MES, pH 5 - nastaveno NaOH/HCI) a 10 ml destilované vody. Nasledné byl ptidan 20% etanol

pro zakonzervovani a kolona byla umisténa do lednice (4°C).

Eluce 1, 2 a 3 byly nasledn¢ zdialyzovany ve 2 litrech dialyzacniho pufru (20mM Tris-
HCIL, 140 mM NaCl, pH 8 — stejny pufr jako u promyvani kolony) ptes noc (po hodiné¢ vyména
prvniho litru pufru za druhy a dialyza ptes noc) a uskladnény pti -20°C. Z kazdé z téchto tii
eluci jsme ponechali 30 pl bez dialyzy pro naslednou elektroforézu - tyto frakce rovnéz

skladovany pti -20°C.

3.2.4 Stanoveni koncentrace rekombinantni C45 klicky

Koncentrace proteinu se méfila u eluce 1, 2 a 3 po dialyze a tyto vzorky se pouzily pii dal§ich
experimentech. K méfeni koncentrace proteinu jsme pouzili tii metod: 1) metodu dle
Bradfordové, 2) metodu s kyselinou bicinchoninovou a 3) metodu pfimého méfeni koncentrace
proteinu z absorpce pii 280 nm na pfistroji BioSpec-nano (Schimadzu Biotec; jde o tzv.

Edelhochovu metodu).

3.2.4.1 Metoda dle Bradfordové

Principem stanoveni koncentrace proteinu je posunuti absorpéniho maxima ze 465 nm na 595
nm pii vazbé Coomassie Brilliant Blue G-250 na protein. Vzorek obsahoval: 1350 ul reakéniho

¢inidla, 15 pl proteinu a 135 pl destilované vody. Blank obsahoval: 1350 ul reakéniho Cinidla, a
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150 pl destilované vody. Koncentrace proteinu byla stanovena z kalibracni kiivky, ktera byla

pfipravena ve dvou opakovanich (jako standard byl pouzit BSA o koncentraci 1 mg/ml).

3.2.4.2 Bicinchoninova metoda

Pti této metoda dochazi pfi interakci proteinu s roztokem BCA c¢inidla k vytvoteni zelen¢ho
roztoku s absorbanci pii 562 nm. Vzorek obsahoval 2 ml ¢inidla a 5 pl proteinu. Jako blank
slouzily 2 ml ¢inidla. Koncentrace proteinu se urcila podle kalibra¢ni kiivky, pfipravené ve

dvou opakovanich (jako standard byl pouzit BSA o koncentraci 1 mg/ml).

3.2.4.3 Meéreni na pristoji Schimadzu

Principem metody je proméieni kapky proteinu (4 ul pro optickou drahu 0.7 mm) p#i 280 nm.
Musime znat molarni absorp¢ni koeficient proteinu pti 280 nm (&,5), ktery se urCuje z obsahu
tryptofanu, tyrosinu a cysteinu v aminokyselinové sekvenci. Vychazi se ztzv. Edelhochovy
metody: &g = nTrp.5500 + nTyr.1490 + nCys.125 (M'.cm'), kde ,n“ je podet
aminokyselinovych zbytki (Edelhoch, 1967).

3.2.5 SDS - PAGE vyizolovaného proteinu

Pro nanaseni na gel bylo potieba pfipravit vzorky nasledujicich zpisobem. Do mikrozkumavek
se nejdiive napipetovalo vzdy 5 pl vzorkového pufru —,,SDS sample buffer” (Na 1 litr — 135 ml
1 M Tris-HCI, pH = 8.0, 150 ml glycerolu, 22 ml 2-merkaptoethanolu, 720 ml destilované vody
a 30 g SDS), poté se pridalo 10 pl vzorku (eluce 1, 2 a 3 pied a po dialyze, sonikat, pelet a
marker), smés se 5 minut vafila pti 100°C, centrifugovala po dobu 2 minut na stolni centrifuze
pfi 2000g a nakonec byly pfidany 3 pl barvici smési (bromfenolové modii o koncentraci 1
mg/ml). Po promichéani byly vzorky pfipraveny k nanaSeni na gel.

Samotna elektroforéza byla provedena nasledné. Nejprve byla pfipravena skla s 1 mm

vymezovaci pro tuhnuti gelu. Skla byla pted pouzitim odmasténa ethanolem.

Dale bylo pfipraveno 10 ml roztoku pro 10% rozdélovaci gel (2.5 ml 30%
akrylamidu/0.8% N,N‘-methylenbisakrylamidu, 2.5 ml koncentrované¢ho pufru pro rozdélovaci
gel (1.5 M Tris-HCI, 0.4 % w/v SDS, pH 8.8), 4.95 ml destilované H,O, 15 mg Na,SO;, 9,75 pl
TEMED a 25 ul APS o koncentraci 100 mg/ml).

Roztok pro rozdélovaci gel se napipetoval mezi skla, prevrstil isobutanolem a nechal

zhruba 1 hodinu polymerovat pfi laboratorni teplote.

Dale bylo ptfipraveno 10 ml roztoku pro 4% zaostfovaci gel (1 ml 30%
akrylamidu/0.8% N,N‘-methylenbisakrylamidu, 2.5 ml koncentrovaného pufru pro zaostiovaci
gel (0.5 M Tris-HCI, 0.4 % w/v SDS, pH 6.8), 6.5 ml destilované¢ H,O, 15 mg Na,SOs, 19.5 pl
TEMED a 50 ul APS o koncentraci 100 mg/ml).
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e TEMED a APS se pridavaji vzdy az nakonec, jelikoz gel po jejich ptridani
za¢ne polymerovat a tuhnout
e APS se pfipravuje pro elektroforézu vzdy Cerstvy
Po zatuhnuti rozdélovaniho gelu se odlil isobutanol a nad néj napipetoval zaosttovaci gel, vlozil
se hiebinek pro vytvoreni jamek na vzorek a gel se nechal opét cca 1 hodinu tuhnout pfi
laboratorni teplote.
Gel se vlozil do aparatury sestavené ze soupravy pro elektroforézu (Mini Protean Cell
firmy Bio-rad (USA)) a aparatura byla naplnéna elektrodovym pufrem (na 1 litr pufiu — 3 g
Tris, 14.4 g glycinu a 1 g SDS, bez upravy pH). Elektrodovy pufr se lil jednak do samotné cely
aparatury, tak do prostoru mezi skla obsahujici gel a plastovou nahradu (jelikoz se délal pouze
jeden gel). Po ostranéni hiebinku se do jamek napipetovaly vzorky. Nasledné byla aparatura
pripojena ke zdroji napéti, na kterém se nastavilo napéti 180 V a elektroforéza se nechala bézet

po doputovani bromfenolové modri ke spodnimu okraji gelu (ptiblizné 1 hodina).

Po elektroforéze byl gely promyty v destilované vodé, nasledné se 20 minut barvily
v barvicim roztoku (Coomassie brilliant blue R-250). Po 20 minutach byl barvici roztok

vyménem za roztok odbarvovaci (10% kyselina octova) a gely se nechaly pfes noc odbarvovat.

K elektroforéze byly jako vzorky pouzity eluce 1, 2 a 3 pied dialyzou a po dialyze, sonikat a

sediment. Gel z této elektroforézy byl naskenovan a dale vyuzit.

3.2.6 SDS — PAGE ostatnich vzorku

Samotna elektroforéza byla provadéna v aparatuie Mini Protean Cell firmy Bio-Rad (USA), a to
nasledujicim zptsobem: nejprve byla pfipravena skla s 0.75 mm vymezovaci, kterd byla
vy¢isténa pomoci isopropylalkoholu a umisténa do stojankti. Mezi skla byl nejprve napipetovan
roztok pro 10%T rozdélovani gel (3.4 ml akrylamidu/bis-akrylamidu, 2.5 ml SDS-PAGE 4x
délici gelovy pufr, 3.8 ml destilované H,O, 100 pl 10% SDS, 15 ul TEMED a 50 ul APS). Gel
byl poté prevrstven n-butanolem a nechan cca 45 minut tuhnout. Poté byl n-butanol odlit a mezi
skla byl napipetovan roztok pro 4%T zaostfovaci gel (0.65 ml akrylamidu/bis-akrylamidu, 1.25
ml SDS-PAGE 4x zaostfovaci gelovy puftr, 2.95 ml destilované H,O, 100 pl 10% SDS, 15 ul
TEMED a 60 pl APS), do gelu byly vloZeny hiebinky pro vytvofeni jamek pro vzorky a takto
byl nechan gel opét cca 45 minut ponechan tuhnout. Po ztuhnuti byly gely vloZeny do aparatury,
aparatura a prostor mezi skly byl zalit elektrodovym pufrem (0.025 M TRIS, 0.192 M Glycin,
0.1% w/v SDS, pH 8.3).
Z gela byly vytazeny hiebinky a do jamek byly napipetovany piislusné vzorky.
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3.2.6.1 SDS-PAGE proteinu zdialyzovaného v MES pufru po interakci

s aktivovanou a neaktivovanou cisplatinou

Tato elektroforéza se provadéla z diivodu urceni vazebného mista cisplatiny s proteinem.

Studium interakce cytoplazmatické C45 klicky Na'/K'-ATPasy s cisplatinou bylo
provedeno pomoci metody jednorozmérné SDS-PAGE s naslednou analyzou peptidovych

spekter na MALDI-TOF MS.

Nejprve byla pfipravena aktivovana a neaktivovana cisplatina. Neaktivovana cisplatina
se pripravovala jako roztok praskové cisplatiny v destilované vodé. Aktivovana pak smichanim
vodného roztoku cisplatiny svodnym roztokem AgNO; vmolarnim poméru 1:2
(cisplatina:AgNOs). Po smichani interagovala cisplatina s AgNO; po dobu 24 hodin ve tmé a po
této dobé byla smés centrifugovana 10 minut pii 5000g a roztok s aktivovanou cisplatinou byl
odpipetovan od sedimentu, tvoreného srazeninou AgCl. Aktivovana i neaktivovana cisplatina
byly poté smichany s proteinem po dialyze v MES pufru, a to v molarnim poméru 20:1
(nadbytek cisplatiny). Takto smichané vzorky byly pak zpracovany dvéma zpiisoby.

Jednak byl kproteinu s cisplatinou pfed samotnou elektroforézou pfidan pouze
Laemmliho pufr (v objemovém poméru 1:1) a za druhé byla jesté pred elektroforézou
provedena redukce vzorkti pomoci DTT a jejich alkylace pomoci IAA, které se provadi bézné
az pii metodé $tépeni proteinu v gelu. Po zredukovani a zalkylovani byl pfidan Laemmliho puft.
K proteinovému vzorku byl pfidan stejny objem 10 mM DTT v 0.1 M NH,HCO; s naslednou
inkubaci po dobu 20 minut a 60°C, po vychlazeni se pfidalo 2/5 objemové mnozstvi (oproti
proteinu) 55 mM IAA v 0.1 M NH,HCO; s 20ti minutovou inkubaci ve tmé, pak jesté stejné 2/5
objemové mnozstvi (oproti proteinu) roztoku DTT, nakonec se ptidal Laemmliho pufr (stejny
objem jako vzorek s IAA a DTT) a vzorky se 5 minut povafily pfi 100°C. K dispozici byly 4
rtuzné vzorky pfipravené k elektroforéze.

Po napipetovani vzorkd se aparatura pripojila ke zdroji napéti. Napéti bylo nastaveno
nejprve na 100 V a po 10 minutach zvySeno na 150 V. Po doputovani bromfenolové modti ke
spodnimu okraji gelu (cca 1 hodina) se aparatura odpojila od zdroje napéti, gely byly vyjmuty,
promyty ve vodé€ a barveny pies noc v obarvovanicm roztoku (Bio-Safe CBB R-250 staining).
Druhy den byly odbarveny v destilované vod¢é po dobu 15 minut. Takto byly gely pfipraveny

k dal$imu zpracovani.

Za druh¢ se pripravily roztoky aktivované a neaktivované cisplatiny ve vodé¢, byly
smichany s proteinem v molarnim poméru 20:1 a smési se nechaly reagovat 6-12 hodin pro
optimalni interakci proteinu s cisplatinou. Poté byly roztoky rozdéleny na dva stejné dily a ke
kazdému bylo ptidano polovi¢ni mnozstvi (oproti proteinu) Laemmliho pufru s obsahem DTT
pro redukci a vzorky se 5 minut vafily pfi 100°C. Nasledné byla k prvnimu vzorku pfidana

destilovana voda (stejny objem jako protein) a druhému 1 M IAA (stejny objem jako protein) a
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oba se vzorky se inkubovaly po dobu 30 minut ve tmé. Takto byly vzorky pfipraveny pro SDS-
PAGE.

Peptidy z gelovych kouskll po provedeni elektroforézy témito dvéma zplsoby byly
zpracovany extrakci a metodou zip/tip. Peptidy po provedeni druhého zptsobu elektroforézy

byly odeslany na MS/MS analyzu do Hradce Kralové.

3.2.6.2 SDS-PAGE elektroforéza proteinu s NEM ¢inidlem

Protein byl nejprve namichan s c¢inidlem N-ethylmaleimidem (NEM) (molarni pomér
NEM:proteinu 11.676:1) a nasledn¢ zdialyzovan v 50 mM NH,HCO; pufru (Po dvou hodinach
vyménén pufr za Cerstvy s naslednou dialyzou pies noc). Po dialyze byl protein smichan
v molarnim poméru 1:20 s cisplatinou a pro nanaSeni na elektroforézu byl vzorek byl namichan

1:1 (v/v) s Laemmliho pufrem, 5 minut povaten pti 100°C a po ochlazeni byl nanesen na gel.

3.2.7 Stépeni proteinu v gelu

Metoda $tépeni proteinu v gelu (,,in-gel digestion®) se pouzivala pro identifikaci proteint
pomoci hmotnostni spektrometrie peptidi a pro posouzeni miry modifikace proteinu vlivem

reakce s cisplatinou a dal$imi latkami.

Z gelu, ktery byl po elektroforéze promyt inkubaci v destilované vodé¢ na tfepacce pro
maximalni odsoleni, byly vZdy nejprve vyfezany piislusné obarvené proteinové pasy skalpelem.
Prouzky gelu se nasledné vlozily do mikrozkumavek a skalpelem natfezaly na kousky o obému 1
cm’. Nasledné byly vzorky centrifugovany na stolni centrifuze po dobu 2 minut pii 2000g pro
usazeni gelovych kouskil na dno mikrozkumavek. Gelové kousky byly poté odbarvovany po
dobu cca 45 minut odbarvovacim roztokem (170 ul 100 mM NH,HCO; + 170 ul acetonitril —
pfi¢emz se jako prvni ke vzorkim piipipetovava NH,;HCOs;, aby nedoslo k vysuSeni gelovych
kouskil acetonitrilem). Po pfidani odbarvovaciho roztoku byl obsah mikrozkumavek pfotiepan
na vortexu.

Po odbarveni gelovych kouski byl odbarvovaci roztok odpipetovan a nahrazen 170 pl
acetonitrilu a mikrozkumavky byly opét promichany na vortexu. Gelové kousky byly
v acetonitrilu takto ponechany po dobu 10 — 15 minut pro vysuSeni (zménsi se jejich objem a
zbélaji).

Nasledn¢ byly vzorky centrifugovany na stolni centrifuze pti 2000g po dobu 1 minuty a

acetonitril odpipetovan. Gelové kousky se ponechaly cca 10 minut oschnout na vzduchu.

Poté se ke gelovym kouskiim ptidal 10 mM DTT v 0.1 M NH4HCO; a smés se nechala
inkubovat pti 56°C po dobu 30 minut pro redukci proteinu. Po 30 minutach byly gelové kousky
opét centrifugovany na stolni centrifuze 1 minutu pii 2000g a DTT odpipetovan. Nasledné se

gelové kousky vysusily pridavkem 170 pl acetonitrilu.
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Poté byl acetonitril nahrazen 55 mM jodoacetamidem v 0.1 M NH4HCO; a smés byla

inkubovana po dobu 20 minut pfi laboratorni teploté ve tme.

Po 20 minutach byl byl vSechen IAA odpipetovan, gelové kousky byly 2x proplachnuty
ve 150 ul 0.1 M NH4HCO;. Po proplachnuti byly vzorky zcentrifugovany na stolni centrifuze a
NH4HCO; byl odpipetovan. Pak byl piidan acetonitril a gelové kousky vysusSeny pii laboratorni

teploté pfes noc.

Druhy den se acetonitril odstranil a vzorky se nechaly po dobu 10 minut oschnout. Poté
se k nim ptidalo 50 ul pufru s trypsinem (na 1 ml 50 mM NH,HCO; ptidano 10 pl 200 uM
modifikovaného trypsinu). P¥i 4°C se nechal po dobu cca 90 minut pufr s trypsinem absorbovat
do gelovych kousktl. Poslednim krokem je vyména pufru s trypsinem za Cisty pufr bez trypsinu
(25 mM NH4HCO3) vobjemu 40 pl. V tomto pufru se pii 37°C nechaly gelové kousky
inkubovat pfes noc pro nastipani proteinu na peptidy. Druhy den se vzorky centrifugovaly na
stolni centrifuze a supernatant byl pfipraven pro analyzu na MALDI-TOF hmotnostnim

spektrometru.

3.2.8 Extrakce peptidi z gelovych kouski

Dasi metodou, ktera byla vyuzita pii experimentech byla extrakce peptidi z gelovych kouskii.
Z mikrozkumavek s gelovymi kousky po stépeni proteind v gelu se po centrifugaci odpipetovalo
5 ul supernatantu pro analyzu na pfistroji MALDI-TOF. Zbytek vzork byl pfipraven pro
extrakci peptidi z gelovych kouskil. K témto vzorkim bylo pfidano vzdy 10 pl 25 mM
NH,HCO; a nasledovala inkubace pii 37°C po dobu 15 minut a téepani pii 300 rpm. Vzorky se
poté zcentrifugovaly na stolni centrifuze pii 2000g po dobu 1 minuty ptidalo se k nim 10 pl

acetonitrilu s naslednou inkubaci pti 37°C po dobu 15 minut.
Po 15 minutach se vzorky opét zcentrifugovaly a supernatanty se piepipetovaly do
¢istych mikrozkumavek..

Ke gelovym kouskiim se ptidalo 40-50 pl 5% kyseliny mravenc¢i a nasledovala opét
inkubace pii 37°C po dobu 15 minut. Vzorky se zcentrifugovaly na stolni centrifuze a ptidalo se
knim 10 pl acetonitrilu a nasledovala opét inkubace pti 37°C po dobu 15 minut pfi tiepani.
Vzorky se zcentrifugovaly a supernatanty (extrakty) byly pfidany k prvnim supernatantim

(extrakttim).

Spojené extrakty se nasledn¢ odparily na vakuové odparce. Odparky se rozpustily v 10 ul 0.1%
TFA a takto byly pfipraveny pro analyzu na MALDI-TOF.

3.2.9 Metoda zip/tip

Vzorky rozpusténé v 0.1% TFA se mohou zpracovat pfed samotnou analyzou metodou zip/tip.

Pro zip/tip metodu bylo potieba si pfipravit tzv. zvlhcovaci, ekvilibracni a elu¢ni roztoky. Do
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0.5 ml mikrozkumavek se napipetovalo vzdy 10 pl eluéniho roztoku. Do 1.5 ml mikrozkumavky
bylo napipetovano 400 pl zvlhckovaciho roztoku a do druhé 1.5 ml mikrozkumavky 150 pl
ekvilibra¢niho roztoku, ktery se pro kazdy vzorek nasledné¢ musi ménit. Na 10 pl automatickou
pipetu se nasadila specialni zip/tip Spicka s C18 néplni a proplachla se 2x zvlhCovacim
roztokem a 2x ekvilibracnim roztokem (pii vytahovani $picky s roztoku se do ni nesmi nasat
vzduch). Poté se na C18 Spicku nanesl vzorek tak, ze se Spicka 10x proplachla ve vzorku.
Nasledné se $picka proplachla 5x v ekvilibra¢nim roztoku a vzorek ze Spicky se vyplachl v 10
ul eluéniho pufru v piedpfipravené 0.5 ml mikrozkumavce. Takto byly vzorky pfipraveny pro

analyzu na MALDI-TOF (0.6 ul vzorku + 0.6 ul matrice).
3.2.10 MALDI-TOF MS - peptidové mapovani

3.2.10.1 MALDI-TOF vzorku z geli po elektroforéze ¢istého vyizolovaného

proteinu

Nejprve byly pomoci MALDI-TOF stanoveny necistoty ve vyizolovaném proteinu a to
nasledujicim zptisobem. Z gelu po elektroforéze Cistého vyizolovaného proteinu byly metodou
Stépeni proteinu v gelu zpracovany pasy odpovidajici eluci 1, 2 a 3 po dialyze v Tris pufru. Na
desticku AnChor Chip s 96 pozicemi bylo nakapano vzdy 0.6 pl vzorku ¢i standardu a to tak,
aby vzorky byly kolem standardu, na ktery se pfistroj kalibroval co nejblize a do daného vzorku
¢i standardu bylo pfipipetovano 0.6 pl matrice pro zkrystavani vzorku. Desticka s krystaly
vzorkll byla umisténa do iontového zdroje piistroje a byla naméfena spektra pro jednotlivé

vzorky, ktera byla softwarové vyhodnocena.
3.2.10.2 MALDI-TOF vzorku z elektroforézy proteinu v MES pufru po
reakci s cisplatinou

Po provedeni elektroforézy prvnim zpisobem i druhym zptisobem (s extrakci a zip/tip) metodou
byly vzorky naneseny na desticku a analyzovany. Nanaselo se 0.6 pl standardu a vzorku a 0.6 pl

matrice CHCA. Po zkrystalovani vzorkl byla proméfena peptidova spektra.

3.2.10.3 MALDI-TOF proteinu po reakci s NEM cinidlem

Proteinové pasy byly z geli vyfezany a zpracovany metodou Stépeni proteinu v gelu. Po
naStipany s trypsinem byly naneseny na desti¢ku. NanaSelo se 0.6 ul vzorku respektive

standardu a 0.6 ul matrice CHCA. Po zkrystalovani byla naméfena spektra.
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3.2.11 MALDI-TOF MS — méreni intaktni hmoty

3.2.11.1 MALDI-TOF C45 klicky

Nejcistsi eluce byla dale zpracovéna tak, Ze byla zdialyzovana v novych pufrech,
kompatibilnich s hmotnostni spektrometrii. Tyto pufry byly 50 mM octan amonny, pH 6 a 20
mM MES + 50 mM NaCl, pH 6.

Protein (C45 klicka) zdialyzovany v octanu amonném byl pouzit pro méfeni intaktni
hmoty za pouziti kyseliny sinapové jak matrice. Tento protein byl smichan v molarnim poméru
1:20 s aktivovanou a neaktivovanou cisplatinou pro analyzu interakce s proteinem. Protein
s aktivovanou a neaktivovanou cisplatinou byl inkubovan 6 hodin pro vzajemnou interakci.
Kyselina sinapova byla pfipravena Cerstva v koncentraci 10 mg/ml v roztoku acetonitril/0.1%
TFA 1:2 v/v. Jako standard byl pouzit roztok BSA ve vodé¢ v koncentraci 10 mg/ml. Na desticku
se nanaselo po 1 ul standardu a vzorku a 1 ul matrice. Po zkrystalovani vzorkli byla provedena

analyza a ziskana spektra.

3.2.11.2 MALDI-TOF ubikvitinu

K interakei s ubikvitinem byla pouZita opét aktivovana i neaktivovana cisplatina. Neaktivovana
i aktivovana cisplatina byla pfipravena Cerstva, ale pouzita byla pro zkousku i zhruba mésic
skladovana aktivovana cisplatina, kterd byla po tuto dobu umisténa v lednici pfi 4 °C. Nejdiive
byl namichan ubikvitin s neaktivovanou ciplatinou (pomér molarné¢ 1:10 pii nadbytku
ubikvitinu) a vzorek byl rozdélen na dvé poloviny. Prvni polovina se inkubovala 24 hodin pii 37
°C a druhd stejny ¢as pii pokojové teploté. Také byla pfipravena aktivovanad ciplatina
(cisPt:AgNO; = 1:2, interakce pfes noc), ktera byla smichana druhy den s ubikvitinem.
S ubikvitinem byla také smichana skladovana aktivovana cisplatina (oboji v poméru 1:10).
Reakce aktivované cisplatiny s ubikvitinem byla provadéna po dobu 6 hodin. Vzorky byly
naneseny na MALDI desticku a byla proméfena spektra.

3.2.11.3 MALDI-TOF myoglobinu a cytochromu ¢

Roztoky myoglobinu a cytochromu ¢ byly v molarnim poméru 1:10 smichany s aktivovanou a
neaktivovanou cisplatinou a nechany pfes noc pii laboratorni teploté pro vzajemnou interakci.
Poté byly tyto vzorky zpracovany na MALDI-TOF MS. Na desti¢ku bylo nakapano vzdy po 1
ul vzorku ¢i standardu a 1 ul matrice. Jako matrice byla pouzita kyselina sinapova v koncentraci

10 mg/ml v roztoku ACN/0.1% TFA. Po vytvoreni krystalkil byla naméfena spektra.
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3.2.12 Stanoveni —SH skupin v proteinu

3.2.12.1 Teorie

Sulfhydrylové skupiny jsou pravdépodobné nejreaktivnéjsi postranni skupiny bézné se
nachazejici v proteinech, a jako takové, proptjcovaly samy sebe v Casném stupni vyvoje
reagentll pro jejich specifické modifikace. Existuje né€kolik kolorimetrickych metod pro
stanoveni poctu thiolovych skupin v proteinu zalozenych na relativni snadnosti, se kterou jsou
oxidovany. Asi nejznaméjsi je metoda vyuzivajici 5,5°-dithiobis(2-nitrobenzoovou kyselinu).
(DTNB), ktera se bézné nazyva také Ellmanovo cCinidlo (Ellman, 1959). Vyrazné barevny
thionitrobenzoatovy anion uvolnujici se s kazdou zreagovanou thiolovou skupinou proteinu (viz
obr.16) miize byt uréen z absorbance pii 412 nm (g = 1.36 x 10* M".cm™ pti pH 8). Ellmanovo
¢inidlo muze byt také pouzito pro kvantifikaci sulfanu roztoku, ov§em z jednoho molu sulfanu

a 1 molu DTNB se vytvofi 2 moly thionitrobenzoatového anionu a 1 mol elementarni siry

(Nashef et al., 1977).

DTNBZ O
OH 5 o} Oo
(] @] 0 s N*ﬂ )
,O OH [\\]+ S/ \O_ + R—S —_—
N* S 0 0
4 p 7
o S N o

2 < ’
O 0 o
fO /O
Struktura Ellmanova ¢€inidla —— S N"\! + S N+<
/
R—S o o]

Smiseny disulfid TNBZ

Redukce Ellmanova Einidla

Obrazek 16 — Reakce —SH skupiny proteinu s DTNB (Pi'evzato z protokolu stanoveni SH

skupin firmy Pierce Biotechnology, Inc., USA; upraveno).

3.2.12.2 Stanoveni -SH skupin v cytoplazmatické kli¢ce C45 Na'/K'-ATPasy

Pii stanovovani poctu -SH skupin v proteinu bylo pouZzito upravené¢ho protokolu firmy

Interchim (Francie).

3.2.12.3 Priprava materialu

Jako reakéni pufr byl piipraven 30 mM Tris + 3 mM EDTA + 1% SDS. Ellmanovo ¢inidlo bylo
pfipraveno rozpusténim 4 mg praSkového Ellmanova ¢inidla v 1 ml reakéniho pufru. Jako
standardu bylo pouzito L-cystein hydrochlorid monohydratu o molekulové hmotnosti 175.6
g.mol”. Kalibraéni fada byla piipravena za pouZiti reakéniho pufru v koncentracich 1000, 500,

250, 125, 62.5, 31.25, 15.625 a 7.8125 pM
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3.2.12.4 Postup

Ptipravila se sada zkumavek. Do kazdé se napipetovalo 50 pl Ellmanova ¢inidla a 2.5 ml
reak¢éniho pufru. Poté se ptidalo 250 pl standardu, vzorku (ATPasy a ATPasy s cisplatinou,
které byly do 250 pl nafedény 5x a 12.5x v tomto potadi, aby koncentrace sulthydrylovych
skupin byla ve 250 pl v rozsahu standardni kalibracni kiivky ) nebo reakéniho pufru (blank).
Vzorky byly promichdny na vortexu a ponechany 15 minut pfi laboratorni teploté. Poté se

proméfila absorbance pii 412 nm.
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4 Vysledky

4.1 Kontrola Cistoty pripraveného proteinu SDS-PAGE

4.1.1 Vyfrezani a zpracovani gelovych pasi

Po vyizolovani proteinu bylo potfeba urcit Cistotu ziskaného proteinu v elucich po dialyze, které
se dale zpracovavaly. Eluce 1, 2 a 3 po dialyze byly ziskany v koncentraci 3.06, 2.15 a 0.85
ug/ul, v tomto potadi. Na gel se nanaselo 18 pl vzorku (10 pl proteinu, 3 pl bromfenolové modfi
a 5 ul vzorkového pufru), z cehoz vyplyva, ze v jamkach bylo 30.6, 21.5 a 8.5 ug pro eluci 1, 2
a 3 v tomto potadi. Byly vyiezany proteinové pasy — 8 pasu ze sloupce pro eluci 1 a po jednom

pro eluci 2 a 3 po dialyze (viz ¢erné ramecky v obr.17).

200 kDa

116 kDa
97 kDa

66 kDa -

45 kDa

20 kDa

eluce 1 eluce 2 eluce 3 eluce 1 eluce 2 eluce 3
pred dial. preddial. pfeddial. po dial. po dial. po dial.

30.06 pg 21.56 pg 8.6 pg
———— Protema proteina proteinu

marker

Obrizek 17 — Gel po elektroforéze vyizolovaného proteinu. Cernymi ramecky jsou
znazornény proteinové pasy, které byly vyfezany a zpracovany Stépenim proteini v gelu.

Vyfezané pasy obsahovaly proteinovy vzorek. Po provedeni $tépeni proteinu v gelu byly
ziskany peptidy a nasledné byla namétena odpovidajici peptidova spektra. Soubor peptidi
slouzil pro porovnani se souborem teoretickych peptidli, k cemuz se vyuzilo peptidového

mapovani. Na zéklad¢ porovnani bylo zjisténo do jaké miry byl protein znecistén.
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4.1.2 Vysledky stanoveni necistot v elucich 1, 2 a 3 po dialyze

Podle obrazku 17 byly vyfezany proteinové pasy (oznaCené ramecky) a ty byly zpracovany
Stépenim v gelu. Ziskané peptidy byly porovnany pomoci peptidového mapovani s teoretickymi
peptidy (peptidy byly modifikovany fixni karbamidomethylaci cysteini a variabilni oxidaci
methioninl) a takto byly ziskany informace o zneCisténi jednotlivych vyznacenych
proteinovych pasu.

V tabulce 3 jsou uvedeny vysledky z peptidového mapovani a na obrazku 18 ptiklad
ziskaného spektra (pro pas vyfezany pro eluci 3), u kterého byl vytvoten list piki porovnavany

s teoretickymi peptidy.

Tabulka 3 — Stanoveni nedistot v jednotlivych pasech pomoci peptidového mapovani na
MALDI-TOF.

Pas Protein Ptistupové ¢islo Molekulova Hodnota Celkem peptidit Pokryti
(Accesion number) hmotnost skore / sekvence

(Da) (%)  urcené peptidy (%)

1 Na'/K'-ATPasa—a; ATIAl MOUSE 114221 109 28/13 17

2 Na'/K'-ATPasa—a; ATIAl MOUSE 114221 104 35/14 17

3 Na'/K'-ATPasa—o, ATIAl MOUSE 114221 127 32/16 18

4 Na'/K'-ATPasa—a, ATIA1l MOUSE 114221 109 43/14 19

5 Na'/K'-ATPasa—o; ATIAl MOUSE 114221 80 41/12 15

6  Hainantoxin-IX-6 H9F01 HAPHA 10004 42 45/4 46

7 Na'/K'-ATPasa—o, ATIAl MOUSE 114221 47 29/7 10

8 podjednotka Imidazol-

glycerolfosfatsynthasy HIS6 NITMS 29081 55 23/5 30
9 Na'/K'-ATPasa—o, ATIAl MOUSE 114221 87 57/17 19
10 Na'/K'-ATPasa—a; ATIA1 MOUSE 114221 113 52/16 19

Pro vyhledavani byly pouzity peptidy v celém rozsahu m/z pii nastaveni maximalni poctu
chybnych Stépeni 1, Stépeni trypsinem, chyba 0.2 Da, fixni karbamidomethylace a variabilni

modifikace v podob¢ oxidace methioninu a byla pouzita databaze Swissprot.
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Obrazek 18 — Priklad peptidového spektra — eluce 3 po dialyze. Rozsah m/z = 0-3400.
4.2 Ubikvitin, myoglobin a cytochrom c

V literatuie je mozné najit mnoho ¢lanka tykajicich se interakce cisplatiny s riznymi proteiny.
V experimentech byla sledovana interakce cisplatiny s ubikvitinem, myoglobinem a

cytochromem c.

4.2.1 Vysledky interakce ubikvitinu s cisplatinou

Ubikvitin jiz byl, respektive je studovan vyhradné v interakci s antineoplastickymi platinovymi
komplexy CDDP, TDDP a asymetrickymi trans-Pt komplexy (Gibson & Costello, 1999; Peleg-
Shulman & Gibson, 2001; Peleg-Shulman et al., 2002; Najajreh et al., 2003; Balter & Gibson,
2005; Najajreh et al., 2006). Ubikvitin je maly protein slozeny ze 76 aminokyselin s
molekulovou hmotnosti 8565 g.mol™ (Kirkpatrick et al., 2005). V nasich experimentech byla
sledovana pouze interakce cisplatiny s timto proteinem. Podle ¢lanku Hartinger et al. 2007 je
znamo, Ze cisplatina tvoii s ubikvitinem mono- a bis-adukty riznych typu.

V experimentu tedy byly hledany adukty ubikvitinu s cisplatinou v oblasti m/z okolo

9000. Tabulka 4 znazornuje mozné adukty ubikvitinu s cisplatinou.

Tabulka 4 — MozZné adukty cisplatiny s ubikvitinem s pridélenymi molekulovymi

hmotnostmi (Hartinger et al., 2007; upraveno).
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Molekulova hm. (Da) Ub-Pt adulkty

8566
8775
8792
8811
8828
9002
9019
9037
9055

Ub

Ub-[Pt(NH;)|

Ub—[Pt(NH5)s]

Ub-[Pt(NH;),(H,0)]

Ub-[Pt(NH;)-Cl]

Ub-[Pt{NH;), + Pt(NH,)]

Ub-[Pt{NH;)-]»

Ub-[Pt(NH,), + Pt(NH,),(H,0)]
Ub-[Pt(NH;)x(H>0)]> or Ub-[Pt(NH;),Cl + Pt(NH3)1]

4.2.1.1 Reakce ubikvitinu s aktivovanou a neaktivovanou cisplatinou

Protein ubikvitin byl smichdn s aktivovanou a neaktivovanou cisplatinou v molarnim poméru

1:10 (nadbytek cisplatiny) a byla sledovana vzajemna interkace. Na obrazku 19 mizeme vidét

spektra pro reakci ubikvitinu s neaktivovanou cisPt (24 hodin, 37°C) a s aktivovanou cisplatinou

(Cerstvé pripravenou a skladovanou).

..

330 H

300

230

200

1350 o

100

a0

300

G5ES.544T Ubikvitin + neaktivovana cisPt
Ubikvitin + cerstvé pfipravena aktivovana cisPt
85644431
I
Ubikvitin + skladovana aktivovana cisPt
B563.3415
T T T T T T
8550 5600 8650 5700 5750 5800 5550 as00 5950

miz

Obrazek 19 — Spektra po interakci ubikvitinu s neaktivovanou a aktivovanou cisplatinou.

Rozmezi m/z = 8500 — 8950.

U vSech tii spekter vidime zietelny pik odpovidajici ubikvitinu (m/z = 8565.5447 pro horni,

8564.4431 pro prostiedni a 8563.3415 pro spodni spektrum). Ramec¢ky jsou znazornény adukty,

jejichz detail mizeme vidét na obrazcich 20 pro reakci s neaktivovanou cisplatinou, 21 pro

reakci s Cerstvé pripravenou aktivovanou cisplatinou a 22 pro reakci se skladovanou
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aktivovanou cisplatinou.

Ubikvitin + neaktivovana cisPt

a..

§795.54492

2000 H

av44.9702
13500 H

ayva14a7
1000 4 a7E1 5299

500

B730 &TED &730 8320
miz

Obrazek 20 — Detail aduktii odpovidajici interakci ubikvitinu s neaktivovanou cisplatinou

(24 hodin, 37°C). Rozmezi m/z = 8700 — 8850.

Adukty maji hodnoty m/z 8744.9702, 8762.8299, 8778.1457 a 8795.5492, tedy s rozdily
179.4255, 197.2862, 212.601 a 229.9145 oproti nezreagovanému ubikvitinu (8565.5447). Piky
8778.1457 a 8795.5492 podle tabulky 4 ziejmé¢ odpovidaji aduktim [Ub-Pt(NH;)] a [Ub-
Pt(NH;),], pik 8744.9702 neodpovida zadnému aduktu, pik 8762.8299 by mohl byt adukt Ub-Pt
(molekulova hmotnost platiny je 195.08 g.mol™)

Vysledky byly stejné jako pfi inkubaci s ubikvitinu s neaktivovanou cisplatinou po dobu

24 hodin pfi laboratorni teploté.
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Ubikvitin + cerstva aktivovana cisPt
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Obrazek 21 — Detail adukti odpovidajici reakci ubikvitinu s ¢erstvou aktivovanou

cisplatinou. Rozmezi m/z = 8650 — 8900.

Adukty maji hodnoty m/z 8675.7102, 8744.4702 a 8833.3477 a tedy s rozdily 111.2671,
180.0271 a 268.9046 oproti nezreagovanému ubikvitinu (8564.4431). Piky neodpovidaji podle
tabulky 4 zadnym adukttim.

Ubikvitin + skladovana aktivovana cisPt
4000 57920017
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Obrazek 22 — Detail adukti odpovidajici reakci ubikvitinu se starou aktivovanou

cisplatinou. Rozmezi m/z = 8650 — 8850.

Adukty maji hodnoty m/z 8672.6654, 8742.3396, 8757.8227, 8774.7574 a §792.9017, tedy s
rozdily 109.3239, 178.9981, 194.4812, 211.4159 a 229.502 oproti nezreagovanému ubikvitinu
(8563.3415). Pik 8774.7574 a 8792.9017 podle tabulky 4 zfejm¢ odpovidaji aduktim [Ub-
Pt(NH;)] a [Ub-Pt(NHj),], piky 8672.6654, 8742.3396 neodpovidaji zadnym aduktlim, pik
8757.8227 by mohl byt adukt Ub-Pt.

Je vidét, Zze se skladovanou aktivovanou cisplatinou ubikvitin na rozdil od cerstvé

pfipravené reaguje.

4.2.2 Vysledky interakce myoglobinu a cytochromu ¢

s cisplatinou

Stejn¢ jako v pfipadé ubikvitinu, byla sledovéna interakce myoglobinu a cytochromu c
s aktivovanou a neaktivovanou cisplatinou (pomér latkovych mnozstvi 1:10, nadbytek
cisplatiny).

Pouzival se cytochrom ¢ s molekulovou hmotnosti 12327 Da a konsky myoglobin

s molekulovou hmotnosti 16951.48 Da. Tyto dva proteiny vytvari rizné adukty.

Na obrazcich 23 a 24 vidime spektra odpovidajici interakci cytochromu ¢ a myoglobinu
s cisplatinou. Nejintenzivngj$i pik znazoriiuje cytochrom ¢ (cca 12 kDa), respektive myoglobin
(cca 17 kDa). Kromé pikti pro cytochrom ¢ a myoglobin jsou zde vidét piky pro rizné adukty
téchto proteind s aktivovanou a neaktivovanou cisplatinou. V ¢lanku Zhao a King, 2010 je
uvedeno, Ze interakce myoglobinu s cisplatinou vede ke tvorbé monoaduktu s posunem 228 Da
([Mb-Pt(NH3),]) a bisaduktu s posunem 455 Da ([Mb-Pt(NH;),],) oproti nezreagovanému
proteinu. V ¢lanku Casini et al., bylo zjisténo, Ze cytochrom ¢ vytvari adukty s rozdily 194.2,
210.3, 227.7, 246, 266.2, 437.5, 454.5 a 522.2 oproti nezreagovanému cysteinu. Obecné lze
ovSem fici, ze cytochrom ¢ a myoglobin vytvareji adukty se stejnymi rozdily jako ubikvitin (viz
tab.4), ¢ehoz bylo pii zjiStovani aduktll myoglobinu a cytochromu c¢ s cisplatinou vyuzito. Ve
spektrech namétenych béhem diplomové prace byly hmoty cytochromu ¢ a myoglobinu odlisné.
Duivodem je, Ze myoglobin a cytochrom ¢ v kalibra¢nim standardu maji odlisné hmoty
(presnéjsi) nez myoglobin a cytochrom ¢ pouzité k samotnému méfeni. Rozdily mezi adukty
s cisplatinou a nezreagovanymi proteiny nebyly piesné a zjistily se pfipocitanim vzdy vyse
zminénych rozdill k nezreagovanému proteinu. Pro pfesnéjsi stanoveni rozdild mezi

zreagovanymi a nezreagovanymi proteiny by musela byt provedena elektroforéza.
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Obrazek 23 — Porovnani spekter cytochromu c s neaktivovanou a aktivovanou cisplatinou

v rozsahu m/z 12100 — 12750.

Na hornim spektru vidime pik s hodnotou m/z 12243.0504, ktery odpovida nezreagovanému
cytochromu c, dalsi piky maji hodnoty m/z 12354.2435, 12375.8918, 12452.6445 a 12648.3887
a rozdily oproti nezreagovanému cytochromu c¢ jsou tedy 111.1931, 132.9314, 209,5941 a
225,3383. Piky 12452.6445 a 12648.3887 odpovidaji aduktim [Cyt C-Pt(NH;3)] a [Cyt C-
Pt(NH;),]. Piky 12354.2435, 12375.8918 nejsou adukty cytochromu ¢ s aktivovanou cisplatinou

a jde pravdépodobné o nerovnosti zakladni linie.

Na dolnim spektru vidime pik shodnotkou m/z 12233.2103, ktery odpovida
nezreagovanému cytochromu ¢, dal$i piky maji hodnoty m/z 12364.0836, 12443.7884,
12465.4367 a 12482.1648 a rozdily oproti nezreagovanému cytochromu c jsou tedy 130.8733,
210.5781, 232.2264 a 248.9545. Pik 12443.7884 tedy odpovida aduktu [Cyt C-Pt(NHj;)]. Piky
12354.2435, nejsou 12364.0836, 124654367 a 12482.1648 adukty cytochromu ¢

s neaktivovanou cisplatinou.
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Obrazek 24 - Porovnani spekter myoglobinu s aktivovanou a neaktivovanou cisplatinou

v rozsahu m/z 16900 — 17650.

Na hornim spektru vidime pik s hodnotkou m/z 16947.2325, ktery odpovida nezreagovanému
myoglobinu, dalsi piky maji hodnoty m/z 17055.7196, 17119.9262, 17156.4576, 17174.1697,
17269.3727 a 17383.3948 a rozdily oproti nezreagovanému myoglobinu jsou tedy 108.4871,
172.6937, 209,2251, 226,9372, 322.1402 a 436.1623. Piky 17156.4576, 17174.1697 a
17383.3948 odpovidaji aduktim [Mb-Pt(NH;)], [Mb-Pt(NH;),] a [Mb-Pt(NH;), + Pt(NH;)].
Piky 17055.7196, 17119.9262 a 17269.3727 nejsou adukty myoglobinu s aktivovanou

cisplatinou a jde pravdépodobn¢ o nerovnosti zakladni linie.

Na dolnim spektru vidime pik shodnotkou m/Zz 16948.3395, ktery odpovida
nezreagovanému myoglobinu, dal§i piky maji hodnoty m/z 17157.5646, 17175.2768,
17194.0959, 17210.7011, 17392.2509 a 17572.6937 a rozdily oproti nezreagovanému
myoglobinu jsou tedy 209.2251, 226.9373, 245.7564, 262.3616, 443.9114 a 624.3542. Piky
17157.5646, 17175.2768, 17194.0959, 17210.7011 tedy odpovidji aduktim [Mb-Pt(NH;)],
[Mb-Pt(NHj3),], [Mb-Pt(NH;),(H,0)] a [Mb-Pt(NH;),Cl]. Piky 17392.2509 a 17572.6937 nejsou

adukty myoglobinu s neaktivovanou cisplatinou.
4.3 Cytoplazmaticka klicka

Vyizolovany protein byl po kontrole zneliténi zdialyzovan v pufrech kompatibilnich

s hmotnostni spektrometrii - octanu amonném a MESu. Protein v octanu amonném byl pouzit
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pro méfeni intaktni hmoty a protein v MESu pro méfeni peptida. Jak pfi méfeni intaktni hmoty,
tak pfi méfeni peptidi bylo cilem urcit interakce ATPasy s aktivovanou a neaktivovanou

cisplatinou.

4.3.1 Stanoveni intaktni hmoty

ATPasa v octanu amonném byla smichana s aktivovanou a neaktivovanou cisplatinou v poméru
latkovych mnozstvi 20:1 (nadbytek cisplatiny) a byla sledovana interakce.

Primérna molekulovd hmotnost nemodifikované cytoplazmatické klicky C45 Na'/K'-
ATPasy 48416 + 15 Da, po reakci s neaktivovanou cisplatinou 49314 + 16 Da a po reakci

s aktivovanou cisplatinou 50 969 + 23 Da. Molekulova hmotnost cisplatiny je 301.1 g.mol™.

4.3.1.1 Reakce proteinu s neaktivovanou cisplatinou.

Na obrazku 25 je porovnan pik pro intaktni hmotu samotné klicky (m/z = 48416) a klicky po
interakci s neaktivovanou cisplatinou (m/z = 49314). Rozdil vm/z mezi zinteragovanou a

samotnou klickou je 898.

12
] [M+H]*= 48416 [M+H]*= 49314
1.0 ™ ’/
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=
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Obrazek 25 — Porovnani intaktni hmoty nemodifikované (pik zndzornény c¢erné) a

neaktivovanou cisplatinou modifikované (pik znazornény sedé) C45 klicky.
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4.3.1.2 Reakce proteinu s aktivovanou cisplatinou.

Na obrazku 26 je pik po interakci klicky s aktivovanou cisplatinou (m/z = 50957). Rozdil v m/z
mezi zinteragovanou a samotnou klickou je 2541 (50957-48416).

1.2

[M-+HJ* = 50957

=
fa
]

=
es]
|

=
(]
|

=
I
]

Relativni intenzita

=
(R
|

0.0 |
20000 40000

I
60000 50000

m'z

Obrazek 26 — Pik pro protein modifikovany aktivovanou cisplatinou. Pik pro

nemodifikovanou C45 klicku neni zobrazen — odpovida piku na obrazku 25.

4.3.2 Peptidy po reakci s cisplatinou

Pro zjisténi konkrétnich vazebnych mist byla porovnana MALDI-TOF hmotnostni spektra
peptidi (nemodifikované C45 klicky a klicky modifikované pied SDS-PAGE a S§tépenim
neaktivovanou cisplatinou) vzniklych trypsinovym $tépenim vzorku rekombinantni ATPasy
(C45 Kkli¢ky) v polyakrylamidovém gelu po separaci SDS-PAGE. Na obrazku 27 pak vidime
porovnani MALDI-TOF hmotnostnich spekter peptidii vzniklych trypsinovym §t€penim vzorku
rekombinantni ATPasy (klicka C45) v polyakrylamidovém gelu po separaci SDS-PAGE.
Nahote vysledek s nemodifikovanym proteinem v rozsahu m/z 1300-1600, dole obdobny vytez

spektra ziskaného po $tépeni ATPasy modifikované piedtim reakci s neaktivovanou cisplatinou
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Obrazek 27 — porovnani spekter modifikované a nemodifikované C45 klicky.

Porovnanim MALDI-TOF hmotnostnich spekter peptidti po trypsinovém $tépeni rekombinantni
ATPasy (klicka C45) pied a po reakci s cisplatinou (Obr.27) byly nalezeny nékteré peptidy, o
kterych se dalo ptredpokladat, ze se ve spektru objevily v disledku modifikace urcitych
aminokyselinovych zbytki. Slo o peptidy s hodnotami m/z 1179, 1320, 1365, 1475, 1493, 1638,
1707, 1765, 1993, 2384 a 2872 a dale skupinu peptidovych ionth s m/z 2533, 2550, 2566 a
2584. Peptidovy ion m/z 1475 je typickou znamkou kontaminace vzorku keratinem (Garbis et
al., 2005) a fada vySe zminénych peptidi byla proto podrobena tandemové hmotnostné
spektrometrické analyze na pfistroji MALDI-TOF/TOF (zakizkova analyza na Ustavu
molekularni patologie, Fakulta vojenského zdravotnictvi, Univezita obrany v Hradci Kralové),
jelikoz na Katedfe biochemie PfF UP neni dostupny pfistroj s kolizni celou pro méfeni
tandemovych hmotnostnich spekter. Takto bylo potvrzeno, ze vzorek ATPasy po reakci
s neaktivovanou cisplatinou byl kontaminovan nasledujicimi keratinovymi peptidy:
VGLISMIDPPR (m/z 1179), SQYEQLAEQNR (m/z 1365), SRSGGGGGGGLGSGGSIR nebo
FLEQQNQVLQTK  (oboji  m/Zz  1475), SQYEQLAEQNRK (m/Zz 1493) a
GSLGGGFSSGGFSGGSFSR (m/z 1707). Vysledky MS/MS méfeni na pfistroji MALDI-
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TOF/TOF jsou demonstrovany na obrazku 28 — fragmentace peptidu m/z 1365.
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Obr. 28 - MS/MS spektrum peptidového prekurzorového iontu m/z 1365. Fragmentové
ionty odpovidaji aminokyselinové sekvenci SQYEQLAEQNR, ktera urcuje prisluSnost
peptidu k lidskému keratinu 10 (pFistupovy kéd v databazi Swiss-Prot je P13645).

Otazku identity peptidovych iontd m/z 2533, 2550, 2566 a 2584 nebylo mozné fesit
pomoci MS/MS vzhledem k nizké intenzité signali. Zda se jedna o adukty s cisplatinou bylo

proto zjistovano pouze nepiimo na zakladé vypoctu hmotnostnich rozdili.

Na obrazku 29 je demonstrovan domnély prechod peptidu
GSHMASLEAVETLGSTSICSDK  (m/z 2397.1 po Stépeni nezreagovaného proteinu
s karbamidomethylaci na Cys a oxidaci MET na modifikovanou formu. Pozorované hmotnostni
posuny jsou 193, 210, 226 a 244, coz odpovida s tvorbou monoaduktd Pt, [Pt(NH3)], [Pt(NH;);]
and [Pt(NH;),(H,O)], v tomto potadi (Zhao and King, 2011).
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Obrazek 29 — Porovnani peptidovych spekter modifikované a nemodifikované klicky.

Rozsah m/z = 2375 — 2650.

Obrazek 30 pak znazoriiuje podrobné peptidové spektrum nemodifikované C45 klicky v

podobném rozsahu jako na obrazku 29.
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Obrazek 30 — Podrobné peptidové spektrum proteinu v rozsahu m/z 2350 — 2750.

4.3.3 Stanoveni sulfyhdrylovych skupin u C45 klicky

Zde bylo pouzito jako fediciho pufru 30 mM Tris + 3 mM EDTA + 1% SDS. Ellmanovo ¢inidlo
a kalibra¢ni fada byly pfipraveny pravé za pouziti tohoto pufru. Vzorky ATPasy a ATPasy po
reakci s cisplatinou (pro srovnani) byly v tomto pufru zdialyzovany, pfi¢emz vzorek ATPasy
s cisplatinou byl natedén 12.5x a vzorek Cisté ATPasy 5x. Kalibra¢ni fada byla pfipravena za
pouziti cystein hydrochlorid monohydratu v koncentracich 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25,
15.625 a 7.8125 puM. V tabulce 5 jsou uvedeny hodnoty absorbanci pro jednotlivé koncentrace

kalibra¢ni fady ve dvou opakovanich.
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Tabulka 5 — Absorbance standardi cysteinu.

Kalibrace ¢ [uM] 1000 500 250 125 62.5 31.25 15.625 7.81

ABS1 0.72 0.369 0.192 0.092 0.066  0.053 0.026 0.015
ABS 2 0.678 0.344 0.163 0.079 0.058  0.046 0.026 0.020
ABS primér 0.699  0.3565 0.1775 0.0855 0.062  0.0495  0.026 0.0175

Na zaklad¢ tabulky byl vytvoren graf 1 a z né¢j ziskana rovnice regrese pro vypocet koncentraci
SH skupin.

Graf 1 — Zavislost absorbance na koncentraci.
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Tabulka 6 pak obsahuje informace o absorbanci a koncentraci vzorkli ATPasy a ATPasy po

reakci s cisplatinou.

Tabulka 6 — absorbance a koncentrace vzorki ATPasy a ATPasy s cisplatinou.

¢ ATPasy [uM] ¢ ATPasy + akt. cisPt [uM]

ABS ATPasy 0.076 452.857

ABS ATPasy + akt. cisPt ~ 0.030 310.714

Pro Cistou ATPasu je pocet SH skupin 452.857/53.34 = 8.49 pro Schimadzu a 452.857/31.95 =
14.174 pro BCA metodu, primér je 11.332 SH skupin a pro ATPasu s cisplatinou
310.714/53.34 = 5.825 SH skupin pro Shimadzu a 310.714/31.95 = 9.725 SH skupin pro BCA
metodu, primér je 7.775. to znamena Ze pro povrchové SH skupiny je vysledek 11.332 — 7.775
=3.557.

Samotna ATPasa:

c=452.857 uM
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452.857/53.34 = 8.49 SH skupin (cysteinovych residui) pro Schimadzu.
452.857/31.95 = 14.174 SH skupin (cysteinovych residui) pro BCA metodu
pramér = (8.49 + 14.174)/2 = 11.332 SH skupin

ATPasa + cisplatina:

c=310.714 yM

310.714 /53.34 = 5.825 SH skupin (cysteinovych residui) pro Schimadzu
310.714 /31.95 =9.725 SH skupin (cysteinovych residui) pro BCA metodu
pramér = (5.825 + 9.725)/2 = 7.775 SH skupin

Pro povrchové SH skupiny je vysledek 11.332 — 7.775 = 3.557

4.3.4 ATPasa po reakci s NEM

Pro stanoveni odhadu vazebného mista cisplatiny k ATPase bylo také vyuZzito porovnani
peptidovych spekter nemodifikovaného proteinu a proteinu modifikovaného ¢inidlem NEM (V-
ethylmaleimid). NEM reaguje s SH skupinami cysteinli a ve spektru vytvari piky s prirdstkem
125 Da oproti nemodifikovanému proteinu (po alkylaci NEM je celkova hmota modifikovaného
cysteinu 228 Da) (Zabet-Moghaddam et al., 2008) a s ptirGstkem 68 Da (125-57 Da) oproti

zalkylovanému cysteinu.

Byla porovndna MALDI-TOF hmotnostni spektra po trypsinovém Stépeni
rekombinantni ATPasy (klicka C45) pred a po reakci s NEM (Obr.31).

Ve spektru nemodifikovaného proteinu byly nalezeny piky odpovidajici peptidim
IAGLCNR (m/z 803), LIIVEGCQR (m/z 1087), GSHMASLEAVETLGSTSTICSDK (m/z
2397), ACVVHCSDLKDMTSEELDDILR (m/z 2519),
RAVAGDASESALLECIEICCGSVMEMR (m/z 3046)
GSHMASLEAVETLGSTSTICSDKTGTLTQN (m/z 3270), u kterych jsou cysteinova residua
pfitomna na povrchu proteinu a tak ptistupna vazbé cisplatiny. Nartst hmoty o 68 Da byl ovSem

pouze u peptidi s m/z 2397, 2519 a 3270 a to 2465, 2588 a 3338, v tomto poradi.
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Obrazek 31 — Porovnani peptidového spektra nemodifikovaného proteinu a proteinu
modifikovaného ¢inidlem NEM. Rozsah m/z je 2390-2600.
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Obrazek 32 Porovnani peptidového spektra nemodifikovaného proteinu a proteinu
modifikovaného ¢inidlem NEM. Rozsah m/z je 3260-3360.
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5 Diskuze

Jak jiz bylo zminéno vySe, cisplatina je 1é¢ivo, které je schopné se vazat na rizné proteiny.
V literatuie je mozné o interakci tohoto 1éCiva s proteiny nalézt mnoho informaci, jako
napiiklad na ktera aminokyselinova residua se cisplatina vaze nebo jaké vytvaii s proteiny

adukty.

Hartinger a jeho spolupracovnici se krom¢ jiného zabyvali interakci cisplatiny s malym
proteinem ubikvitinem a zjistili, ze se vaze prednostné k sife na Metl proteinu. Jako sekundarni
cil byl uréen His68 (Hartinger et al., 2008) a popsano bylo také jaké adukty tento protein
s cisplatinou vytvaii (viz tabulka 4) (Hartinger et al., 2007).

Lze nalézt i Cetné informace o interakci cisplatiny s myoglobinem a cytochromem c. Interakce
cisplatiny s ubikvitinem, myoglobinem a cytochromem ¢ byla sledovana i1 béhem
experimentalni ¢asti mé diplomové prace.

Bylo ovéfeno, Ze ubikvitin vytvaii stejné adukty jaké jsou uvedeny v tabulce 4 . Tyto
adukty maji oproti nemodifikovanému proteinu charakteristicky nartist molekulové hmotnosti.
U myoglobinu a cytochromu ¢ byly nalezeny adukty odpovidajici vysledkiim s ubikvitinem.

Po ovéfeni, ze ubikvitin, myoglobin a cytochrom ¢ vytvaii s cisplatinou adukty, které
jsou uvadeény i v literatute bylo cilem dalsi prace zjistit jak reaguje s cisplatinou rekombinantni

C45 klicka ATPasy , tzn. jaké vytvari adukty a nasledn€ kam se v proteinu cisplatina vaze.

Predpokladem pro urcovani vazby cisplatiny na C45 kli¢ce byla tvorba stejnych aduktt
s cisplatinou jako u ubikvitinu, myoglobinu a cytochromu ¢ se stejnymi hmotnostnimi nardsty
oproti nemodifikovanému proteinu, tedy C45-Pt(NH;), C45-Pt(NH;),, C45-Pt(NH;)Cl a dalSich
(porovnani tabula 4) a také byla ptedpokladana tvorba aduktu C45-Pt.

Dalsim pfedpokladem bylo, Ze se cisplatina u sbaleného proteinu vaze na cysteinova
residua, respektive k jejich SH skupinam, které jsou urcitym zplsobem pfistupné pro vazbu
cisplatiny, ¢ehoz se vyuzilo pfi zkoumani vazby cisplatiny na protein.

Nejdiive byla proméfena intaktni hmota proteinu s aktivovanou a neaktivovanou
cisplatinou. U aktivované i neaktivované cisplatiny byl zjistén nardst hmoty oproti
nemodifikovanému proteinu. U neaktivované cisplatiny byl tento narst o ~ 900 Da a u
aktivované o ~ 2500 Da. Cisplatina ma molekulovou hmotnost 301.1 g.mol”, oviem pfi vazbé
k ATPase se z diivodu tvorby rtiznych aduktt jeji molekulova hmotnost snizuje a rozdil 900 Da
muze odpovidat vazbé az 4 molekul neaktivované cisplatiny k proteinu a rozdil 2500 Da vazbé

11 — 12 molekul aktivované cisplatiny.

Aktivovana cisplatiny vznikd reakci cisplatiny s AgNO; a ma strukturu

[Pt(NH;),(H,0),](NO;),. Aktivace ziejmée zptisobuje i vazbu na jina nez cysteinova residua, coz
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je ve shodé s vysledkem vazby vétSiho poctu molekul aktivované oproti neaktivované cisplatiny

k proteinu.

Obecné lze fici, Ze zjiSténim nartstu hmoty po interakci aktivované i neaktivované cisplatiny
s C45 klickou bylo ovéfeno, Ze se cisplatina skute¢né na protein vaze.

Pro detailngjsi prozkoumdani vazby cisplatiny k proteinu bylo provedeno porovnavani
peptidovych spekter modifikovaného a nemodifikovaného proteinu po trypsinovém Stépeni.
K reakci byla z dGvodu vysledkd, které byly vice ve shod¢ s teoretickymi predpoklady pouzita
neaktivovana cisplatina. Vzhledem k ptedpokladu vazby cisplatiny na -SH skupiny cysteint
byly hledany rozdily u peptidi obsahujicich cystein.

Po porovnani peptidovych spekter modifikovaného a nemodifikovaného proteinu bylo
objeveno v peptidovém spektru pro modifikovany protein nékolik peptidi. Byly to peptidy
s hodnotami m/z 1179, 1320, 1365, 1475, 1493, 1638, 1707, 1765, 1993, 2384 a 2872 a dale
skupinu peptidovych iontt s m/z 2533, 2550, 2566 a 2584. Peptid 1475 se v peptidovém spektru
objevuje v kreatinem znéc¢isténych vzorcich, proto byly peptidy s m/z 1179, 1320, 1365, 1475,
1493, 1638, 1707, 1765, 1993, 2384 a 2872 analyzovany tandemovou hmotnostni spektrometrii
a bylo u nich zjistovano, zda se jedna o kontaminaci lidskym kreatinem. Peptidy s m/z 2533,
2550, 2566 a 2584 nebylo mozné kviili nizkému signalu na MS/MS analyzovat.

U peptidu GSHMASLEAVETLGSTSICSDK (m/z 2397.1 po §tépeni nezreagovan¢ho
proteinu s karbamidomethylaci na Cys a oxidaci MEt) byly zjistény po modifikaci cisplatinou
hmotnostni posuny 193, 210, 226 a 244, které odpovidaly tvorbé monoaduktti Pt, [Pt(NH;)],
[Pt(NH;),] and [Pt(NH;),(H,O)], v tomto potadi (Zhao and King, 2011).

Pro stanoveni odhadu vazebného mista cisplatiny k ATPase bylo také vyuzito porovnani
peptidovych spekter nemodifikovaného proteinu a proteinu modifikovaného ¢inidlem NEM. Ve
spektru po modifikaci ¢inidlem NEM bylo nalezeno nékolik peptidi, které ve spektru
nemodifikovaného peptidu nebyly ptitomny. Slo o peptidy s m/z 803, 1087, 2397, 2519, 3046 a
3270. Typicky hmotnostni narist 68 Da peptidu po reakci s ¢inidlem NEM oproti peptidu po
alkylaci, ale bez modifikace ¢inidlem NEM vs$ak byl ve spektrech vidét pouze u peptidi s m/z
2397,2519 a 3270.

Peptid sm/z 3270 (po reakci sNEM s m/z 3338) ma sekvenci
GSHMASLEAVETLGSTSTICSDKTGTLTQN. Tato sekvence souvisi se sekvenci
GSHMASLEAVETLGSTSICSDK s m/z 2397, u které doslo ke $tépeni za lysinem. Skute¢nost,
ze byly u peptidu s m/z 2397 stanoveny po reakci s cisplatinou hmotnostni posuny 193, 210,
226 a 244 odpovidajici aduktm Pt, [Pt(NH3)], [Pt(NH3),] and [Pt(NH3),(H,O)] a Ze u peptidu
s m/z 3270 s nim souvisejiciho byl nalezen zminény hmotnostni nartst o 68 Da, lze fici, ze SH
skupina cysteinu 367 (pofadi v celé Na'/K'-ATPase) je exponovan pro vazbu modifika¢nich

¢inidel (GSHMASLEAVETLGSTSICSDK — cystein na pozici 367 celé Na'/K'-ATPasy je zde
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vyznacen).
Na Obrazku 33 je vidét sekvence rekombinantni klicky ATPasy pripravené béhem

experimentalni ¢asti a mysi ATPasu gi19263746 (gi119263746 je databazovy kod).
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Obrazek 33 — Sekvence rekombinantni klicky ATPasy a mySi ATPasy gi19263746. Obé
sekvence se navzajem mirné liSi a sekvence pripravené rekombinantni klicky zacina na

pozici 35 a kon¢i na pozici 481. Cystein 367 je vyznacen zelenou Sipkou.

Na obrazku 34 je pak trojrozmérny model struktury rekombinantniho proteinu s vyznacenim

aminokyselinovych zbytk Cys367.
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Obrazek 34 - Model struktury klicky C45 s vyznacenim aminokyselinovych zbytki Cys367
(sira zlut€) a Asp369 (kysliky ¢ervené). Uvedeny cystein je pravdépodobnym mistem vazby
cisplatiny, zbytek kyseliny asparagové nachazejici se v blizké vzdalenosti je fosforylaénim
mistem nezbytnym pro funkci enzymu (Pedersen et al., 1996). Obrazek byl zhotoven
pouzitim programu PyMOL v. 1.2r1 (DeLano Scientific Ltd.) dostupnym na
http://www.pymol.org, podkladem byl datovy soubor modelu C45 klicky ve formatu PDB,
ktery byl poskytnut Katedrou biofyziky PFF UP.

Predpokladana vazba cisplatiny na Cys367, ktera vyplyva z vysledkt hmotnostni spektrometrie,
ma zajimavou souvislost s prostorovou strukturou ATPasové klicky C45. Jak je mozné vidét na
obrazku 34, tento cysteinovy zbytek je dobie pifistupny a nachazi se v sousedstvi Asp369, mista
fosforylace, které je dtlezité pro spravnou funkci enzymu (Pedersen et al., 1996). Oba zbytky
jsou soucasti N-koncové ¢asti proteinu. Vazba cisplatiny v blizkosti mista klicového pro

enzymovou aktivitu tak mize byt pfi¢inou jejich negativnich uc¢inkd na enzymovou aktivitu.
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6 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo seznamit se s fungovanim Na'/K'-ATPasy a s jeji roli

v metabolismu, seznamit se s cisplatinou a nakonec sledovat interakce tohoto 1é¢iva s ATPasou.

V teoretické casti diplomové prace byly uvedeny informace o membranach a
membranovych proteinech, na coz navazovaly kapitoly o Na'/K -ATPase, jeji struktufe &i pravé

fungovani v metabolismu.

Druha cast teoretické ¢asti se zamétovala na cisplatinu. Byly zhodnoceny jeji obecné
vlastnosti, vysvétlen mechanismus nefrotoxicity a nakonec bylo popsano studium interakce

tohoto 1éCiva s proteiny, predev§im s ubikvitinem.

V praktické casti bylo prvnim ukolem ziskat rekombinantni cytoplazmatickou kli¢ku
C45 Na'/K'-ATPasu, aby mohla byt studovana vazba cisplatiny k tomuto proteinu a uréit jeho
Cistotu.

Pro ovéfeni, zda cisplatina reaguje s proteiny, bylo nejprve pouzito proteint ubikvitinu,
myoglobinu a cytochromu ¢, jejichz interakce s cisplatinou byly studovany v mnoha ¢lancich.
Po zjisténi, Ze tyto proteiny s cisplatinou skute¢né interaguji a vytvareji stejné adukty, jaké jsou
uvadény v literatufe nasledovalo sledovani interakce cisplatiny s pfipravenou rekombinantni

ATPasou.

Neprve byl méfena intaktni hmota proteinu po reakci s aktivovanou i neaktivovanou
cisplatinou a po zjisténi naristu hmoty oproti nemodifikovanému proteinu byla vazba cisplatiny
k proteinu studovana dale na urovni peptidi. Byla porovnavana peptidovad spektra
modifikovaného a nemodifikovaného proteinu a na zaklad¢ rozdilti bylo konecnym vysledkem

zjisténi jednoho vazebného mista — cysteinového residua 367.
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8 Seznam pouzitych zkratek

ADP adenosindifosfat

AKI ,,acute kidney injury* - akutni selhani ledvin

ATP adenosintrifosfat

BSA hovézi sérovy albumin

C45 cytoplazmaticka klicka Na'/K'-ATPasy lokalizovand mezi &tvrtym a

patym transmembranovym helixem jeji a-podjednotky

Ca’"-ATPasa Ca’"-adenosintrifosfatasa

CDDP cisplatina

Da dalton

DCCD dicyklokarbodiimid

DTNB 5,5¢-dithiobis(2-nitrobenzoovou kyselina)

DTT dithiotreitol

E78 extracelularni klicka Na'/K'-ATPasy lokalizovanA mezi sedmym a

osmym transmembranovym helixem jeji a-podjednotky

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

GGT gamma-glutamyl-transpeptidasa

H'/K'-ATPasa H'/K'- adenosintrifosfatasa

His-Tag histidinova kotva (sekvence Sesti a vice histidinti za sebou na C- nebo

N-konci proteinu)

CHCA a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina

IAA jodoacetamid

ICP-MS hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
IPTG isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid

Kp disociacni konstanta

K. Michaelisova konstanta

LB médium Luria Broth médium

m/z pomér hmotnosti ku naboji
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MALDI-TOF MS

MALDI-TOF/TOF

MES

Na'/K'-ATPasa

NEM
OD600
PMF
PMSF
PPAR-a
rpm

SDS-PAGE

SERCA
SNP
TDDP
TEMED
TFA
Tris

WT
oMx

M

»,Matrix-assisted laser desorption-ionization time-of-flight mass

spectrometry*

MALDI-TOF v tandemovém uspotadani
2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina

Na'/K'- adenosintrifosfatasa

N-ethylmaleimid

opticka densita pfi 600 nm

peptidové mapovani (,,peptide mass fingerprinting*)
fenylmethansulfonylchlorid

,,Perixisome proliferator activated receptors

otac¢ky za minutu

polyakrylamidova elektroforéza v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného

(,,sodium dodecyl sulphate polyacryleamide gel electrophoresis‘)
sarko(endo)plazmaticka Ca*-ATPasa

nesynonymni jednonukleotidovy polymorfismus

transplatina

N,N,N‘,N ‘~tetramethylendiamin

trifluoroctova kyselina

tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

,»wild-type* sekvence

x-ty transmembranovy helix a-podjednotky Na'/K -ATPasy (x je &islo)
transmembranovy helix B-podjednotky Na'/K'-ATPasy

transmembranovy helix y-podjednotky Na'/K -ATPasy

-93 -



