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Zoznam skratiek

Aminokyseliny

A | Ala | alanin I lle izoleucin R | Arg | arginin

C | Cys | cystein K | Lys |lyzin S Ser | serin

D | Asp | aspartat L Leu | leucin T | Thr | threonin

E | Glu | glutamat M | Met | methionin V | Val |valin

F Phe | fenylalanin N | Asn | asparagin W | Trp | tryptofan

G | Gly |glycin P Pro | prolin X I'ubovol'na
aminokyselina

H | His | histidin Q | GIn | glutamin Y | Tyr | tyrozin

Cislo za aminokyselinovou skratkou uvadza jej poziciu v sekvencii proteinu, napriklad: Phe482

znamena fenylalanin na pozicii 482.

Mutacie

Skratka F482W znamena, Ze fenylalanin na pozicii 482 bol nahradeny tryptofanom. Obdobne to

plati aj pre ostatné mutacie.

DalSie skratky

ADP adenozindifosfat

AdT CPSA  elektrochemickd metdda zalozend na merani elektrického potencialu vzoriek
prichytenych na elektrdde s vyuZzitim stripovacej analyzy

ATP adenozintrifosfat

C23 ¢ast Na'/K*-ATP4azy medzi druhym a tretim transmembranovym segmentom

C45 ¢ast Na'/K*-ATPazy medzi $tvrtym a piatym transmembranovym segmentom

CisPt cisplatina

DPPC dipalmitoylfosfatydilcholin

El konformacia Na'/K*-ATP4zy s vysokou afinitou pre sodné iény

E2 konformacia Na'/K*-ATP4zy s vysokou afinitou pre draselné iony



EDTA kyselina etyléndiamintetraoctova

FRET Forsterov rezonan¢ny prenos energie
HDME elekroda s visiacou kvapkou ortuti
CHCA a-cyano-4-hydroxyskoricova kyselina
IRF pristrojova funkcia

Kq bimolekuldrna zhaSacia konStanta
m’Gua m’guanin

m’Guo m7guanozin

MALDI-TOF typ hmotnostnej spektrometrie zalozeny na laserovej ionizacii vzorku za pritomnosti

matrice a s analyzatorom doby letu

Pi anorganicky fosfat

RH421 N-(4-sulfobutyl)-4-(4-(p-dipentylaminofenyl)-butadienyl)-pyrimidiova vnitorna sol’,
fluorescen¢na sonda

SDS dodecylsiran sodny

SDS-PAGE polyakrylamidova elektroforéza v pritomnosti dodecylsiranu sodného

SERCA Ca®*-ATPéza zo sarco(endo)plazmatického retikula

TCSPC fluorescencna metdda Casovo korelovaného pocitania jednotlivych fotonov

TFA trifludroctova kyselina

TIRF fluorescencna metdda totalneho vnutorného odrazu
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Abstract

Na'/K*-ATPase (sodium potassium pump) is a member of P-type ATPases, which generates
concentration gradients of sodium and potassium ions across the plasma membrane of all animal
cells. This protein pumps three sodium ions out and two potassium ions into the cell for each ATP
molecule and maintains their electrochemical potential gradients, required for electrical excitability
and transport of other ions, nutrients, and neurotransmitters, as well as for regulation of cell volume
and intracellular pH. Change of activity of this enzyme can influence these mechanisms and can
potentially result in variety of diseases, therefore species, which can interact with Na*/K*-ATPase,
deserve particular attention. During my study, | studied interactions of the Na'/K*-ATPase with
fluorone dyes, fluorescent probe RH421 and cisplatin.

Fluorone dyes are large group of chemicals used mainly in food industry and in medicine, therefore
possible interactions of these chemicals with Na*/K*-ATPase can present a potential health-risk.
Using fluorescence spectroscopy, we discovered that fluorone dyes bind to Na'/K*-ATPase and
some of them can inhibit its function. To obtain detailed information, we performed measurements
of fluorescence lifetimes and fluorescence quenching and with combination of results from

molecular docking, we discovered that there are two binding sites of these dyes on the protein.

Fluorescence probe RH421 is used in many laboratories for monitoring Na'/K*-ATPase kinetics.
The presumption is that RH421 binds to membrane and responses to the charge transfer across the
membrane. Using fluorescence spectroscopy, we discovered that RH421 binds both to the
membrane and to the protein and can influence its activity. Using FRET, we were able to determine
binding site for RH421 and competitive experiments with ATP proved that RH421 and ATP bind to

the same site.

Cisplatin is one of the most used drugs against cancer. However, treatment with cisplatin has many
adverse effects and one of the most severe is the kidney damage. It is known that Na*/K*-ATPase is
in high concentration in kidney, therefore we tried to verify hypothesis that adverse effects during
treatment by cisplatin can be caused by interaction of the Na’/K'-ATPase with this drug.
Measurements of the protein activity showed that cisplatin inhibits Na'/K*-ATPase. Further, mass
spectroscopy, electrochemical measurements and protein crystallography showed some possible
binding sites and we were able to suggest some mechanisms how cisplatin can inhibit Na*/K"-
ATPase.
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Zhrnutie

Na'/K'-ATPaza  (sodno-draselnd pumpa), ktord patri do rodiny ATP4az P-typu, vytvara
koncentracné gradienty sodnych a draselnych ionov cez plazmaticki membranu buniek vsetkych
zivoCichov. Tento protein prenasa tri sodné i6ony von z bunky a dva draselné iény do bunky za
spotreby energie z jednej molekuly ATP atym vytvara elektrochemické gradienty tychto idnov,
ktoré su vyuzivané pri sekundarnom transporte dalSich idénov, zivin a neurotransmiterov, na
regulaciu bunkového objemu, vnuatrobunkového pH. Zmeny v aktivite tohto enzymu moézu
ovplyvnit tieto mechanizmy, a vV konecnom dosledku moézu vyustit’ do rozli¢nych porach a chorob.
Preto si latky, ktoré dokazu ovplyvnit aktivitu Na'/K*-ATPazy zaslizia velka pozornost. Pocas
mojho §tidia som sa zaoberal moznymi interakciami Na'/K*-ATPazy s fluoronovymi farbivami,

fluorescenénou sondou RH421 a cisplatinou.

Fluoronové farbiva su velkou skupinou latok pouzivanych hlavne v potravindrskom priemysle
a Vv medicine, ¢o pri moznej interakcii s Na'/K'-ATP4zou moze predstavovat urcité zdravotné
riziko. S pouzitim fluorescenénej spektroskopie sme objavili, ze fluoronové farbiva sa viazu na
tento protein a niektoré z nich dokonca inhibuju jeho funkciu. Merania dohasinania fluorescencie,
zhasacie experimenty a molekuldrny doking zase pomohli odhalit’ dve vdzobné miesta tychto latok

na proteine.

Fluorescencnd sonda RH421 je pouzivand v mnohych laboratéridch po celom svete na
monitorovanie Kinetiky Na'/K*-ATPazy. Predpokladd sa, ¢ RH421 sa naviaze do membrany
a dokaze reagovat’ na prenos naboja cez membranu. Za pouZitia fluorescencnej spektroskopie sme
objavili, ze sonda sa viaze nielen do membrany, ale aj na samotny protein a dokonca mdze
ovplyvnit' jeho aktivitu. Vdzobné miesto pre RH421 na proteine bolo odhalené pomocou
Forsterovho rezonan¢ného prenosu energie, a kompetitivne experimenty s ATP potvrdili, ze RH421

a ATP sa viazu do rovnakého miesta.

Cislatina je jeden z najpouzivanejSich liekov proti rakovine. Avsak lieCba cisplatinou ma vela
neziaducich efektov a jeden z najvaznejsich je poskodenie obli¢iek. Na'/K*-ATP4za je v oblickich
exprimovanad vo velkom mnozstve, preto sme sa snazili overit’ hypotézu, ¢i poskodenie obli¢iek
pocas lie¢by rakoviny cisplatinou nemoze byt spdsobené interakciou Na'/K'-ATPazy s tymto

lickom. Merania proteinovej aktivity ukazali, Ze ciplatina inhibuje Na*/K*-ATP4zu.
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Dalsie vysledky z hmotnostnej spektrokopie, elektrochemické merania a proteinové krystalografia
ukdzali niekol'o moznych vdzobnych miest, vd’aka ktorym sme boli schopny navrhnit’ niekol’ko

mechaniznov, ako cisplatina inhibuje Na*/K*-ATP4zu.

VIl



1 Uvod

1.1 ATPazy P-typu

Aktivny transport latok cez bunkovi membranu je pre zivot bunky nevyhnutnou podmienkou. Na
tento transport musi bunka vynalozit’ vel'a energie. Proteiny, ktoré na tento transport ziskavaji
energiu z molektl ATP dostali meno ATPazy. Prvou objavenou ATPazou bola Na'/K'-ATP4iza,
ktort objavil v roku 1957 Jens Skou pri skimani krabich nervov [1]. Odvtedy bolo objavenych vel'a
d’alsich ATPaz, ktoré sa v sucasnosti delia do Styroch skupin: F-, V-, ABC- a P-typ [2].

ATPazy P-typu, ktoré tvoria vel'kt rodinu integralnych membranovych transportérov, boli najdené
u vsetkych zivych organizmov od baktérii a hub az po rastliny a Zivocichy. Nazov tejto skupine dal
fakt, ze pocas svojho cyklu tieto proteiny vytvaraju fosforylovany medzistupen na konzervovanom
aspartatovom reziduu. Tato velka skupina membranovych proteinov sa d’alej deli na pat menSich

podskupin a tie sa d’alej delia na jednotlivé triedy podla transportovaného substratu [3].

I. skupina obsahuje dve triedy: .Aa I.B.
ILA trieda obsahuje ATPazy, ktoré sa nachddzaju len u prokaryot, vSetky maju podobnu
topoldgiu a mechanizmus.

I.B trieda zahriiuje ATPazy, ktoré transportuju med’ a tazké kovy.

II. skupina je najpocetnejSia, pozostava z tried 1I.A, IL.B, II.C, IL.D.
II. A trieda obsahuje vapnikové pumpy, ktoré viazu dva Ca?* i6ny,
II.B trieda zahriiuje vapnikové pumpy, ktoré viazu jeden Ca®" i6n.
11.C trieda obsahuje Na*/K*-ATPazu a H'/K*-ATP4zu.
IL.D trieda zahriiuje pumpy, ktoré su zodpovedné za transport sodného alebo draselného

16nu.

I11. zahriuje H*-ATPazu a Mg**-ATPézu, ktoré boli najdené v bunkach hub a baktérii.

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

a v bunkach cicavcov. Funkcia tohto proteinu vSak zatial’ nie je dokladne preskumana.

V. skupina je poslednou skupinou ATPaz P—typu a obsahuje ATPazy, ktorych funkcia doposial
nebola celkom objasnena [3].
10



1.2 Na'/K*-ATPaza

Na'/K*-ATP4za patri do velkej rodiny ATP4z P-typu, ktoré aktivne transportuju iény cez biologické
membrany [4]. Na'/K'-ATPaza transportuje tri sodné iény von z bunky a dva draselné iony do
bunky za hydrolyzy jednej molekuly ATP. Tento aktivny transport vytvara elektrochemicky
gradient, ktory je esencidlny pre elektricku excitabilitu, prijem d’alSich latok do bunky (i6ny, Ziviny,
neurotransmitery a iné) a pre regulaciu bunkového objemu a vnutrobunkového pH. Vazobné miesta
pre katidony st lokalizované v transmembranovej doméne tohto proteinu a transport 16nov je spojeny
S otvaranim a zatvaranim pristupu k tymto miestam z cytoplazmy alebo extraceluldrnej oblasti,

ktoré st tradi¢ne oznacované ako E1 a E2 konformacie (obrazok 1) [5].

j éo :é L(_—?jéo.; Z%@
- | o
ISR ORIl

Obriazok 1. Zjednoduseny cyklus Na'/K*-ATPazy. (1) Pumpa v E1 konformacii s naviazanym ATP
ma vysoku afinitu ku trom sodnym iénom. (2) Energia z hydrolyzy ATP je vyuzitad na konformacnt
zmenu proteinu. (3) Dochadza ku zmene konformacie z E1 na E2 a naslednému vypusteniu sodnych
i6nov do extracelularneho priestoru. (4) Pumpa v E2 konformécii s naviazanym fosfatom ma
vysokl afinitu ku dvom draselnym i6nom. (5) Odpojenie fosfatu a naviazanie ATP sposobuje
konformaéni zmenu proteinu. (6) Pumpa sa vracia do E1 konformacie, dochadza k vypusteniu

draselnych i6nov do cytoplazmy a cyklus sa mdze zopakovat'.

Minimalna funké&na jednotka Na'/K*-ATPazy pozostiva z a- a B-podjednotky (obrazok 2).
Podjednotka a obsahuje vizobné miesta pre kationy a ATP a je homologicka pre vSetky ATPazy P-
typu ako je napriklad Ca®*-ATPé4za. Tuto podjednotku tvori desat’ transmembranovych helixov

a dva predizené cytoplazmické segmenty, ktoré vytvéraju tri cytoplazmické domény.
11



Tieto domény sa nazyvaju N (viaze nukleotidy), P (obsahuje fosforylacné miesto) a A (zodpovedna
za konformacné zmeny) [6, 7]. Vel'ky cytoplazmicky segment, ktory spaja transmembranové helixy
M4 a M5 (kl'u¢ka C45) vytvara N- a P- doménu. A- doména je je tvorena mensim cytoplazmickym
segmentom spdjajucim helixy M2 a M3 (kl'u¢ka C23) a N-termindlnym koncom. U l'udi boli
objavené Styri izoformy o-podjednotky Na'/K'-ATPazy: izoforma ol je prevladajica
a viadepritomna, izoforma a2 je exprimovana hlavne v kostiach, srdci a v hladkej svalovine. Dalej
bola najdend v mozgu, plicach aV tukovych tkanivach. Izoforma a3 je primarne exprimovana
V neurénoch a v bunkach srdcovej svaloviny [8]. Izoforma o4 je exprimovana iba v spermiach

a niektoré publikacie ukazuju, Ze je zodpovedna za ich pohyb [9, 10].

Podjednotka B je unikatna pre ATPazy P-typu, ktoré transportuju draselné iony, ako st Na'/K'-
ATPaza a H'/K'-ATPaza. Je potrebna na transport a- podjednotky do plazmatickej membrany
z endoplazmatického retikula a napomaha transportu draselnych ionov. Podjednotka B sa vyskytuje
v troch izoformach: f1 bola najdena vo vicsine tkaniv a je vSadepritomna [11], B2 je exprimovana

hlavne neuréonmi a bunkami srdcovej svaloviny [12], izoforma 3 sa nachadza v spermiach [13].

Komplex podjednotiek o a f byva €asto spajany S malym proteinom patriacim do rodiny FXYD
proteinov (podl'a konzervovaného motivu FXYD). V tkanive z obli¢iek je tento protein nazyvany
ako y- podjednotka. Jej transmembranova cast’” obsahuje priblizne 30 aminokyselin s prevazne o

Strukturou a predpoklada sa, ze sluzi ako regula¢na podjednotka [14].

V sti¢asnosti nase znalosti o Na'/K'-ATP4ze boli vyzname rozsirené vd’aka nedavno publikovanym
krystalovym Struktram s vysokym rozlisenim [15-18]. Avsak krystalografia poskytuje iba statické
obrazky, preto kinetické $tidie vykonavané za fyziologickych podmienok st stile vyznamnym

zdrojom informécii, ktoré pomahajti k pochopeniu mechanizmu Na*/K*-ATPazy.

Cytoplazmicka kl'u¢ka C45 reprezentuje priblizne 40% vahy a- podjednotky Na'/K*-ATPazy a tvori
N- aP- domény (obrazok 2). Tato cytoplazmicka kl'uCka obsahuje miesto pre vizbu ATP
a konzervované aspartatové reziduum Asp369, ktoré je fosforylované pocas katalytického cyklu.
V niektorych publikacidch bolo ukdzané, ze kl'ucka C45 mdze byt izolovand od zvySku enzymu
[19-21], pricom sa zachovava jej Strukttra [22], dynamické vlastnosti [19, 23] a schopnost’ viazat’
nukleotidy [24-26]. Tento protein moéze byt Tlahko exprimovany s histidinovou kotvou
Vv bakteridlnych bunkach [20]. Vdaka velkému vytazku pri expresii a dobrej rozpustnosti, je tento

protein vynikajucim modelom na skiimanie interakcii Na*/K*-ATP4zy s rozli¢nymi latkami.
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Obrazok 2. Struktira Na'/K'-ATPazy. Podjednotka o je tvorena desiatimi transmembranovymi
helixami (Sedd) a cytoplazmickou castou. Cytoplazmické domény N (modrd) a P (zelena) st
tvorené velkym segmentom, ktory spaja transmembranové helixy M4 a M5 (kl'uc¢ka C45), doména
A (Cervend) je tvorena N-koncom aklu¢kou C23. Podjednotka B je zobrazena zItou farbou

a transmembranovy helix podjednotky vy je zobrazeny slabomodrou farbou. (PDB kéd 2ZXE).
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1.3 Fluoronové farbiva

Fluoronové farbiva patria do skupiny xanténovych farbiv (obrazok 3). Tieto farbiva st vyuzivané
v mnohych oblastiach. Su pouzivané v potravinarskom priemysle ako farbiva, ako sucasti
nicktorych liekov, v laseroch, v medicine pri liecbe rakoviny ana lepSiu vizualizaciu telesnych
tekutin. Polymérové filmy obsahujuce tieto latky sa vyuzivaji na optické nahravanie informécii.
Medzi tieto latky patria hlavne fluorescein, bengal rose, eozin Y, 5(6)-karboxyeozin a erytrozin B.
Maju podobnt Strukturu a spektralne vlastnosti, ktoré zavisia na tom, aka skupina sa nachadza na

kostre farbiva [27].

Fluorescein a jeho derivaty tvoria skupinu Siroko pouzivanych organickych fluoroférov, ktoré su
vyuzivané na znaCenie a detekciu biomolekal kvoli ich vysokému kvantovému vytazku
a schopnosti viazat' sa na biomolekuly [28]. Fluorescein je pouzivany napriklad v medicine pri

artériografii, kde pomdha pri vizualizacii krvného obehu.

Bengal Rose je vo vode rozpustné xanténové farbivo, ktoré je v sucasnosti pouzivané v oftalmologii
pri diagnostike problémov zraku. Jeho spektralne vlastnosti, ako je vysoky absorbény koeficient vo
viditelnom spektre a tvorba dlho zijucich radikalov tejto latky su vyuzivané pri fotodynamickej

terapii niektorych nadorov [29].

O erytrozine B, ktory sa pouziva ako potravinové farbivo, sit zndme jeho karcinogénne ucinky. Toto

farbivo je zname ako ne$pecificky inhibitor mnohych protein-proteinovych interakcii [30].

Eozin Y je povazovany za reverzibilny inhibitor Na'/K*-ATPazy, ktory je kompetitivny s ATP pri
absencii draselnych i6nov. Jeho spektralne vlastnosti s vel'mi citlivé na konforma¢né zmeny tohto
enzymu. Bolo ukézané, ze fluorescencia eozinu Y v pritomnosti Na'/K'-ATPéazy je zosilnend

hore¢natym kationom, ktory je dolezitym kofaktorom enzymovej aktivity [31].

Na zéklade Strukturnej podobnosti s eozinom Y sa dd predpokladat, Ze vSetky spominané
fluoronové farbiva interagujii s Na'/K*-ATPazou. Na'/K*-ATP4za patri do skupiny membranovych
proteinov, ktoré si vyznamné potencionalne ciele pre rozne lie¢iva. Spolu s faktom, ze tloha
Na'/K*-ATPazy v bunke je esencialna, mdzu mat fluoronové farbivd vyrazny vplyv na spravne

fungovanie celej bunky.
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Pri skimani moznych interakcii tychto farbiv s Na'/K'-ATPazu sme vyuzili ich spektralnych
vlastnosti a sledovali sme doby zivota fluorescencie ako aj dohasinania fluorescencie. Pri meraniach
sme pouzivali cely enzym ako aj cytoplazmicku kl'ucku C45, z dovodu ziskania detailnejSich

Struktarnych informacii.

Fluorescein H H H Na
Karboxyeozin H Br Br H

EozinY H Br Br Na
Erytrozin B H I I Na
Bengal rose Cl I I Na

Obrizok 3. Struktury fluoronovych farbiv
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1.4 Cisplatina

Cisplatina  (cis-diamminodichloroplatina(ll)) (obrazok 4) je jedno =z najpouzivanejSich
chemoterapeutik v lieCbe rakoviny. Ma schopnost’ kovalentne sa viazat’ na molekuly DNA v jadre
rakovinovych buniek, a tak zabranuje replikacii DNA a bunkovému deleniu [32]. Cisplatina sa do
bunky dostava vd’aka membranovému transportéru pre med [33], alebo pomocou organického
kationového transportéru OCT2 [34]. Transport do cytoplazmy je vyznamny pre cisplatinova
aktivitu. V extracelularnom prostredi, kde je velka koncentracia chloru ma cisptalina vel'mi slabu
reaktivitu. Po transporte do cytoplazmy, kde je koncentracia chléru nizsia, dochadza k nahradeniu
atomov chloru zo Struktary cisplatiny a ta sa stava reaktivnejSou [35].
Ako bolo spominané vysSie, cisplatina je jeden z najpouzivanejSich liekov proti rakovine. AvSak
pacienti lieCeny cisplatinou su vystaveni mnohym neziadiicim efektom ako st napriklad nervové
poruchy a strata sluchu [32, 36]. Jednym z najvaznejSich neziaducich efektov je akutne zlyhanie
oblic¢iek, ktoré v minulosti postihovalo priblizne 20 az 30% pacientov pocas prvého tyzdna
chemoterapie cisplatinou [37-39]. Dnes uz je tento pocet ovel'a nizsi, avSak poskodenie obli¢iek je
stale limitujuci faktor pri pouZiti cisplatiny. Dalsie chemoterapeutikd obsahujiice platinu, ako su
napriklad oxaliplatina a karboplatina neposkodzuji oblicky, avSak s G¢inné proti inym druhom
rakoviny.
Primarna tloha obliciek je filtrovat’ odpadové produkty metabolizmu z krvi do mo¢oviny a zaroven
zachovat’ metabolicky hodnotné iény a biomolekuly ako napriklad glukozu. Zatial’ o Cistenie Krvi
ktoré¢ nastava v glomeruluse (klbko vldsocnic) je jednoducha filtracia, spétné prijimanie vody,
sodika a d’alSich hodnotnych latok je pohanané  sofistifikovanym systémom $pecifickych
membranovych transportérov. Zda sa, Ze hlavna ulohu v tomto procese hra kontrola koncentracie
sodnych i6nov.
Gradient sodnych idénov je vyuZivany rozliénymi sekunddrnymi aktivnymi transportérmi napr.
glukézovymi, vapnikovymi a vodikovymi transportérmi [40]. Je vel'a transportérov, ktoré vyuzivaju
gradient sodnych i6nov, aviak je len jeden transportér, ktory tento gradient vytvara a to je Na'/K"-
ATPéza. Preto zatial Co zlyhanie jedného z niektorych sekundarnych transportérov vyusti
V problémy s opitovnym prijmom jednej latky, poskodenie alebo znefunkénenie Na'/K*-ATPazy
moze vyustit v kolaps celého systému. Je zndme, Ze v obli¢kach je vysoka koncentracia Na'/K"-
ATPazy [41], preto sme sa rozhodli overit hypotézu, ¢i cisplatina dokaze interagovat’ s Na*/K"-
ATPazou a ovplyvnit jej aktivitu, ktord by mohla vyustit’ v zlyhanie obli¢iek pri liecbe cisplatinou.
Dalej sme sa venovali zistovaniu $truktirnych informécii medzi cisplatinou a celou Na'/K*-
ATPazou ako aj s cytoplazmickymi kl'uckami C45 a C23.
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Tieto informacie mézu byt vel'mi uzito¢né pri hl'adani spdsobu, ako zabranit’ poskodeniu obliciek

pri liecbe rakoviny cisplatinou.

Cl,,  .NHj

-
cl”” NH,

Obriazok 4. Struktira cisplatiny
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1.5 RH421

Fluorescen¢na spektroskopia styrpyrimidiového farbiva RH421 (N-(4-sulfobutyl)-4-(4-(p-
dipentylaminofenyl)-butadienyl)-pyrimidiova  vnatorna  sol’)  (obrazok 5) je  jednou
Z najpouzivanej$ich metdéd na monitorovanie kinetiky Na*/K*-ATP4zy. V nicktorych laboratériach
sa pouziva na sledovanie vidzby i6nov aich prenos cez plazmaticki membranu. Farbivo RH421
reaguje na zmeny elektrického nédboja v membrane a tato schopnost’ mdéze byt vyuzitd pri merani
prenosu naboja spojeného s vazbou iénov a ich nasledného vypustenia do extracelularneho priestoru
alebo cytoplazmy. Bolo objavené, ze tato fluorescencna sonda ma Specifickii odozvu pri prenose
tretiecho sodného i6nu Na*/K*-ATPazy [42]. Dalej bolo ukazané, ze RH421 reaguje na konformaéné
zmeny proteinu [43, 44]. Nedavno bolo farbivo RH421 pouzité na skiimanie mechanizmu vizby
Mg** na Na*/K*-ATPazu [45] a na pozorovanie interakcii ATP s Na'/K*-ATPazou [44, 46].

Obriazok 5. Struktira RH421.
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2 Materialy a metody

2.1 Chemikalie

Cispaltina bola rozpustena v deionizovanej vode na koncentraciu 1 mM. Pre d’alSie experimenty bol
tento roztok pouzivany ako neaktivovana cisplatina. Pridanim dvojnasobného molarneho mnozstva
AgNOs3 (24 hodinova inkubacia) boli odstranené atomy chloru zo Struktary cisplatiny a tento roztok

sme pouzivali ako aktivovanu cisplatinu.

Vsetky ostatné chemikalie pouzité pri meraniach boli v maximalnej komer¢ne dostupnej Cistote a
vSetky roztoky boli pripravené za pouzitia deionizovanej vody. Detaily o chemikaliach, ich
koncentraciach, ich pévode a d’alSie informacie su blizsie uvedené v ¢lankoch Huli¢iak a kol. 2012,

Havlikova a kol. 2013 a d’alsich [47-51].

2.2 Priprava cytoplazmickej kPu¢ky C45 a jej tryptofanovych mutantov

Ako bolo spominané v ivode, pouZitie cytoplazmickej kl'ucky C45 v niektorych pripadoch vyrazne
ulahcuje experimenty, preto sme ju v niektorych pripadoch uprednostiiovali pred pouZitim celého
proteinu. Detailna priprava cytoplazmickej kl'ucky C45 bola publikovana v ¢lanku Grycova a kol.
2006 [19] a jej zjednodusené schéma mozno vidiet’ na obrazku 6. V kratkosti, DNA so zakédovanou
sekvenciou pre kl'u¢ku C45 bola vlozena do Escherichia coli, nasledovala inkubacia v LB médiu pri
37 °C dokial' hodnota absorbancie nebola medzi 0,6 a0,8. Potom expresia proteinu bola
naStartovand pridanim 0.5 mM IPTG za zniZenej teploty 17 °C. Bunky boli zozberané 15
minutovou centrifugéciou pri 5000 g. VSetky nasledujuce kroky boli vykonané pri teplote 4 °C, aby
sa zabranilo degradacii proteinu. Pelet z centrifugicie bol rozpusteny v purifikacnom pufry
s inhibitormi proteaz. Bunky boli rozbité za pouzitia sonikatora a vysledny homogenat bol
centrifugovany 25 minat pri 15000 g. Na ziskanie Cistého proteinu bola d’alej pouzita afinitna
chromatografia. Protein obsahuje histidinova kotvu, ktora spdsobi, Ze protein ostane zachyteny na
kolone, zatial’ Co ostané proteiny a necistoty vol'ne prejdi kolonou. Na uvolnenie proteinu z kolony
bol pouzity imidazol a nasledne dialyza bola potrebna na odstranenie imidazolu zo vzoriek. Cistota
proteinu bola overena pomocou SDS-PAGE a vysledna koncentracia proteinu bola ur¢ena pomocou

metody Bradfordovej za pouzitia albuminu z hovadzieho séra ako Standardu [52].
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Obrazok 6. ZjednoduSené schéma pripravy cytoplazmickej kl'u¢ky C45. (1) vlozenie plazmidu do
baktérie, (2) rast a mnozenie baktérii v LB médiu za vhodnych podmienok, (3) Start expresie
proteinu pridanim IPTG, (4) =zozberanie buniek centrifugaciou a sonikacia, (5) afinitna
chromatografia vysledného homogenatu, (6) premytie kolony, (7) elucia proteinu pomocou

imidazolu.

2.3 Izolacia Na'/K*-ATPazy

Na'/K*-ATPaza bola izolovana z prasa¢ich obli¢iek podl'a protokolu uvedeného v ¢lanku Klodos
a kol. 2002 [41]. Z Cerstvych obli¢iek bolo opatrne vyrezané tmavo Cervené tkanivo, ktoré bolo
potom nasledne rozpustené v pufri 25 mM imidazol, 250 mM sacharéza, pH 7,5 v pomere 10 ml
pufru na 1 gram tkaniva. Nasledovala homogenizacia pomocou teflonového homogenizatoru.
Vysledny homogenat bol centrifugovany 20 minuat pri 9000g. Supernatant bol opatrne oddeleny
a znovu centrifugovany 30 minut pri 47000g. Vysledny pelet bol rozpusteny v celkovom objeme 30
ml v pufri 25 mM imidazol, 250 mM sacharoza, pH 7,5 a homogenizovany pomocou ru¢ného
skleneného homogenizatora. Po zmerani koncentracie boli mikrozémy (€asti membran s proteinom)

nariedené na koncentraciu 5 mg/ml a uschované pri — 80 °C.
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Druhym krokom je purifikdcia enzymu z mikrozémov. Bol pripraveny nasledujuci roztok: 6,25 ml
mikrozémov, 9,8 ml vody, 1,12 ml 1 M imidazol pH 7,5, 0,5 ml 0,1 M EDTA, 0,8 ml 0,1 M ATP
a 6,4 ml 6,6 mM SDS. Dalej boli pripravené kyvety s nespojitym gradientom sachardzy. Kyvety
obsahovali 25%, 30% a 40% sachar6ézu. Roztok s mikrozomami bol pridany na vrchol kyvety
a nasledovala ultracentifugacia 3 hodiny pri 200000g. Protein, ktory sa nachadza na rozhrani medzi
30% a 40% sacharozou bol opatrne odsaty a znova centrifugovany 2 hodiny pri 200000g. Vysledny
pelet bol rosuspendovany v 25 mM imidazolovom pufri pH 7,5 azriedeny na koncentraciu 5

mg/ml.

2.4 Meranie ATPazovej aktivity

Existuje vel'a technik na meranie ATPazovej aktivity. Kazda z tychto technik je zalozena na fakte,
ze ATPazy pocas svojho cyklu vyuzivaju energiu z hydrolyzy ATP (odtial’ nazov ATPazy), pricom
ATP sa rozklada na ADP a P;. Vzniknuty fosfat dokadze vel'mi rychlo reagovat s d’alSimi latkami
a prave reakcia fosfatu s dalSou latkou sa vyuziva na sledovanie aktivity ATPaz.

Tieto techniky moZno rozdelit’ do troch kategérii podl'a toho, akd metdda sa pri nich vyuziva. Jedna
sa 0 absorban¢né metddy (zmena absorbancie nejakej latky po reakcii s fosfatom), fluorescencéné
metddy (zmena intenzity fluorescencie nejakej latky po reakcii s fosfaitom) a 0 radioaktivne metody
(zalozené na sledovani radioaktivneho fosforu 32P). Kazda z tychto technik ma svoje vyhody
anevyhody. Pri merani aktivity Na'/K*-ATP4azy sme pouzivali fluorescenénti metodu zalozent na
premene m’guanozinu na m’guanin pomocou enzymu nukleotid fosforylazy, ako bolo publikované
v ¢lanku Banik a Roy [53]. Schéma tejto reakcie je zobrazena na obrazku 7.

Pocas merania aktivit sa ndm vSak podarilo zistit, ze povodny protokol, tak ako je popisany
Vv literatire, nevedie k reprodukovatelnym vysledkom kvoli vybiel'ovaniu (photobleaching)
m’guanozinu. Z tohto dévodu osvetPovanie vzorku kontinualnym svetlom bolo nahradené kratkymi
pulzmi svetla a merania boli vykonavané bez pristupu svetla, ¢o viedlo k ovela lepsim vysledkom.
Detaily 0 pouzitych chemikaliach, ich koncentraciach ako aj 0 presnom postupe merania st uvedené

v ¢lanku Huligiak a kol. 2012 [47].
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ATP 2= 5 ADP+P,

nukleotid
fosforylaza

P, + m’Guo m’Gua + riboza 1-fosfat
Obrazok 7. Princip fluorescen¢nej metddy na meranie ATPazovej aktivity. Metoda je zalozena na
reakcii fosfatu s m’guanozinom a jeho naslednej premene na m’guanin. Obe ticto latky maju

odli$né fluorescencné vlastnosti a na zéklade zmien fluorescencie mozno sledovat’ aktivitu ATPazy.

2.5 Krystalizacia a vytvorenie Struktiry

(Krystaly boli pripravené autorom prace, ich naslednt analyzu a vytvorenie struktary vykonali Dr.

Reinhard a prof. Nissen)

Proteinové kryStalografia sa zameriava na vytvorenie priestorovej Struktiry proteinov pomocou
difrakcie rontgenového ziarenia na monokrystaloch proteinov. Znalost priestorovej Struktury
proteinov je nevyhnutna pri pochopeni ich funkcie a tllohe v organizme. Takisto pomaha presne

urcit’ vdzobné miesta pre ligandy na proteine.

Proces vytvorenia priestorovej $truktiry byva &asto velmi zdihavy a namahavy. Na zadiatku je
treba ziskat' dostatoéné mnoZstvo proteinu vo velkej ¢istote. Casto odporiidana istota je viac neZ
95% [54]. Dalsim krokom je vytvorenie kryitalu proteinu. Tento proces byva vel'mi komplikovany
a zéavisly na mnohych parametroch ako napriklad: koncentricia a Cistota proteinu, zloZenia zraZzadla,
teplota, pH, tlak a vel'a d’alsich. Takisto zaleZi na pouzitej technike krystalizacie. Z dovodu vel'kého
poctu podmienok hl'adanie vhodnych parametrov pre kryStalizaciu méze byt Casovo vel'mi narocné
(od tyzdiiov az po niekolko rokov). Ani ziskanie prvych kryStdlov nemusi byt dostatocné na
vytvorenie priestorovej Struktiry. Ich difrakénd kvalita nemusi byt dostatona a Casto byva
premenliva. Preto je potrebné ziskat dostatoéné mnozstvo kvalitnych dat z testovania velkého
poctu krystalov a takisto je potrebna optimalizacia kryoprotekcie.

Na analyzu proteinovych krystalov sa Standardne vyuZzivaji intenzivne zdroje rontgenového
ziarenia, napriklad zdroj synchrotronového ziarenia. Tieto merania sa uskutoCfiujii pri nizkych
teplotich (obvykle s pomocou par tekuté¢ho dusiku), aby sa zabrénilo poskodeniu krystalov.
K ur€eniu priestorovej Struktiry je dalej potreba urcit pociatotné hodnoty faz Strukturnych
faktorov. Tieto hodnoty sa urcuju bud’ porovnanim s uz znamou S§trukturou, alebo sa pociatocné

fazy urcuju experimentalne napriklad pomocou anomalneho rozptylu tazkych atomov.
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Findlne urcenie priestorovej Struktury proteinu sa uskutociiuje pomocou Specializovaného softwaru

a zavisi na vel'kosti skimanej $truktry a na kvalite nameranych dat.

Krystaly Na'/K*-ATPazy boli pripravené za pouzitia metddy visiacej kvapky pri 19 °C. 1pL
rozpustené¢ho proteinu bol zmieSany s kryStalizacnym pufrom v pomere 1:1. Po trojtyzdiiovej
inkubacii sme ziskali proteinové krystaly, ktoré boli dostato¢ne kvalitné na difrakéné Studie.
K proteinovym krystalom bolo pridané malé mnozstvo cisplatiny vo forme prasku, pretoze pridanie
vodného roztoku cisplatiny sposobovalo rozpad krystalov. Po inkubacii cez noc, bol ku kryStalom
pridany glycerol z dovodu ochrany pred poskodenim, ktoré moze spoOsobit’ prudké zmrazenie
v tekutom dusiku. Analyza kry$talov bola vykonana na synchrotrone PXIII vo Svajéiarsku a data
boli spracované pomocou programov: XDS, XSCALE a TRUNCATE. Detailné informacie

0 krystalizacii a vytvoreni priestorovej Struktury st uvedené v ¢lanku Huli¢iak a kol. 2014 [50].

2.6 Steady-state fluorescen¢né merania

(Merania fluorescenénych spektier fluoronovych farbiv vykonala Dr. Havlikova, merania 3D

fluorescenéného spektra RH421 a experimenty RH421 s lipidmi vykonal Doc. Kubala)

Fluorescencné merania sa daji rozdelit do dvoch skupin: tzv. steady-State a ¢asovo rozliSené.
Steady-state merania st vykonavané s konstantnym osvetlenim vzorku a sleduje sa hlavne intenzita
fluorescencie a emisné spektrum. Emisné spektrum fluoroforu zavisi na jeho okoli, preto pomocou
zmien v tychto spektrach mozno napriklad sledovat’ vizbu fluorescenénych latok na proteiny.
Merania fluorescencnych spektier boli vykonavané na spektrofluorimentri F4500 (Hitachi,
Japonsko). Viac detailov 0 merani steady-state fluorescencie je uvedenych v ¢lankoch Havlikova
a kol. 2013, Huli¢iak a kol. 2014 [48, 51].

2.7 Casovo rozliSené merania fluorescencie

Casovo rozliené meranie fluorescencie prinasa niektoré vyhody oproti meraniu steady-state.
Steady-state merania st v jednoduchosti priemerom z dohasinania intenzity fluorescencie, preto
merania dohasinania fluorescencie prinasaju viac informacii o vzorku. Pri tychto meraniach st
vzorky osvetlované pulzmi svetla, ktoré su typicky kratSie nez je dohasinanie vzorku. Vyhodou

oproti steady-state je, ze dohasinanie fluorescencie nezavisi na koncentracii.
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Pomocou doby Zivota fluorescencie mozno sledovat zmeny v okoli fluroroforu ako napriklad
polaritu, pH, pritomnost’ zhdsadla. Casovo rozliSené meranie fluorescencie sme pouzili na urcenie

interakcie Na'/K*-ATP4zy s fluoronovymi farbami.

Pri naSich experimentoch sme pouzivali metddu ¢asovo-korelovaného pocitania fotonov (TCSPC)
na spektrometri PicoHarp300 (PicoQuant, Nemecko). Ako zdroj sme pouzivali pulzni didédu
emitujiicu na vlnovej dizke 445 nm (PicoQuant, Nemecko). Frekvencia pulzov bola 10 MHz.
Pristrojova funkcia (IRF) bola urCend s pouzitim vody ako rozptylovaca. Vysledky boli
vyhodnocované pomocou softwéru FluoFit 4.2.1 (PicoQuant). Pouzity model bol sumou

exponencial s dekonvoluciou pristrojovej funkcie:

I,

()= IRF ® xe (1)

a intenzitou vazena doba Zivota bola vypocitana ako

_ Zo‘ifi2
Ty = W (2)

Pre vetky vzorky sme boli schopny dosiahnut’ fit s X# blizko 1,00 a ndhodnu distribuciu rezidui.

Detailné nastavenie pristroja a ostatné parametre pouZzité pri merani si uvedené v ¢lanku Havlikova

a kol. 2013 [48].

2.8 Casovo rozliSené zhasanie fluorescencie a urcéenie zhasacich konstant

ZhaSanie fluorescencie sa da definovat ako proces, pri ktorom dochédza k poklesu kvantového
vytazku fluorescencie bez zmeny emisného spektra a méze byt nasledkom réznych procesov.

Zhasanie moze pomoct’ pri pribliznom urceni vdzobného miesta. Skimanim pristupnosti sondy pre
zhaSadlo sa dé& usudit’, ¢i sa sonda viaze na povrch proteinu, alebo niekam hlboko do Struktiry
proteinu a je tak pre zhaSadlo nepristupnd. Zhasacie experimenty sme pouzili na skimanie interakcii

fluoronovych farbiv s Na*/K*-ATP4zou.

Merania dob Zivota boli uskuto¢nené na spektrometri PicoHarp300 (PicoQuant, Nemecko). Ako

zdroj sme pouzivali pulzna diédu emitujiicu na vinovej dizke 445 nm (PicoQuant, Nemecko).
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Ako zhasadlo sme pouzivali jodid. U¢innost’ zhagania bola uréena podl'a Stern-Volmerovej rovnice:

Kg =% 3)

kde 19 a t st doby zivota fluorescenice bez pritomnosti a v pritomnosti zhasadla. [Q] je koncentracia
zhasadla a Ksy je Stern-Volmerova zhasacia konStanta. Pristupnost’ fluoroforu je umerna

bimolekularnej zhasacej konstante kg, ktora bola urcend za pouzitia rovnice:

k, = Kq, /7, 4)

Detailné informacie o merani zhasania fluorescencie fluoronovych farbiv st uvedené v ¢lanku

Havlikova a kol. 2013 [48].

2.9 Kapilarna elektroforéza

(Merania kapilarnej elekroforézy vykonal Dr. Vacek)

Kapilarna elektroforéza je metoda, ktora sluzi na separaciu latok na zaklade ich r6znej pohyblivosti
Vv elektrickom poli. Tato separacia prebiecha v kapilare naplnenej elektrolytom.

Kapilarna elektroforéza bola pouZita na analyzu cisplatinovych komplexov a vSetky experimenty
boli vykonané pomocou Prince 550 Capillary Electrophoresis System (PrinCE Technologies, Essen,
Holandsko) vybavenym Lambda 1010 UV-vis detektorom (Bishoff, Leonberg, Nemecko)
nastavenym na 210 nm. Data boli analyzované¢ pomocou programu DAX a separacia prebiehala na

kapilare vyplnenej tavenym kremetiom. DetailnejSie informacie st uvedené v ¢lanku Hulic¢iak a kol.
2012 [47].
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2.10 Chronopotenciometricka analyza interakcii cisplatiny s kI’'u¢kou C45

(Merania chronopotenciometrickej analyzy vykonal Dr. Vacek, proteinové vzorky poskytol autor

prace)

Interakcie kl'ucky C45 s cisplatinou boli analyzované pomocou techniky adsorpéného prichytenia
skombinovaného s chrononopetenciometrickou stripovou analyzou konstantnym pridom (AdT
CPSA). Tato metdda je zalozena na adsorbénom zakoncentrovani biomakromolekul na elektrode,
prenose adsorbovanej vrstvy do nového média s elektrolytom a nasledného merania napétia. Pri
merani bola pouzita HMDE elektroda, ktora funguje na principe visiacej kvapky ortuti. Elektroda
bola najskor ponorena do roztoku vzorku, po inkubacii 30 sekind bola umyta deionizovanou vodou
anasledne umiestena do elektrochemickej cely s roztokom elektrolytu. Vsetky merania boli
vykonané pri izbovej teplote apomocou pAutolab III analyzatora (EcoChemie, Holandsko).

Detailnejsie informacie st uvedené v ¢lanku Huliciak a kol. 2012 [47].

2.11 Hmotnostna spektrometria

(Merania hmornostnych spektier vykonal prof. Sebela, proteinové vzorky poskytol autor prace)

Hmotnostna spektrometria umoziuje kvalitativhu a kvantitativnu analyzu na zéklade tvorby
nabitych Castic zo skimanych latok, ktoré st nasledne rozliSené na zdklade pomeru ich hmotnosti a
naboja (m/z). Merania boli vykondvane na pristroji MALDI-TOF, ktory predstavuje jeden z typov
hmotnostnych spektrometrov. Jeho principom je tvorba iénov za pritomnosti matrice s detektorom,
ktory meria dobu letu i6nov. Pomocou hmotnostnej spektrometrie sme uréovali vdzbu cisplatiny na

kl'ucku C45.

Merania boli vykondvané na pristroji Microflex LRF20 MALDI-TOF (Bruker Daltonik, Brémy,
Nemecko). Vzorky kl'ucky C45 boli inkubované s cisplatinou v pomere protein:cisplatina 1:20 cez
noc pri izbovej teplote. Ako matrica bola pouzita kyselina sinapova v 0,1% TFA/acetonitril, 1:1,
v/v. Potom malé¢ mnozstvo skiimaného proteinu bolo umiestnené na meraciu dosti¢ku, ktora bola
najskor pokryta tenkou vrstvou kyseliny sinapovej rozpustenej v acetone a vzorky boli ponechané
na vyschnutie na vzduchu. Tvorba iénov bola docielena pouzitim dusikového lasera, ktory vysiela

pulzy na vinovej dizne 337 nm a s frekvenciou 60 Hz.
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Kalibracia pristroja bola vykonana pomocou za pouzitia zmesi proteinovych kalibraénych
standardov Tall (Bruker Daltonik, Nemecko). Detailné informacie o pouzitych objemov,

koncentraciach a nastaveni pristroja st uvedené v ¢lanku Huli¢iak a kol. 2012 [47].

2.12 MALDI-TOF peptide mass fingerprinting

(Merania MALDI-TOF peptide mass fingerprinting vykonal prof. Sebela, proteinové vzorky
poskytol autor prace)

Tato metodu sme pouzili na urCenie Casti proteinu, na ktorych dochadza k vizbe cislatiny. Vzorky
proteinu boli najskor inkubované s cisplatinou. Potom nasledovalo Stiepenie Struktury proteinu
trypsinom a vysledné segmenty boli rozseparované pomocou polyakrylamidovej elektroforézy.
Vzorky srovnakou molekulovou hmotnostou boli nasledne vyrezané z gélu a analyzované
pomocou hmotnostného spektrometra. Segmenty z proteinu, ktory bol inkubovany s cisplatinou,
boli porovnané so segmentami z neinkubovaného proteinu a takto bolo mozné urcit’ segmenty, na

ktoré sa viaze cisplatina.

Merania boli vykonavané na pristroji Microflex LRF20 MALDI-TOF (Bruker Daltonik, Brémy,
Nemecko) vybavenom microSout i6novym zdrojom a 337 nm dusikovym laserom s frekvenciou 60
Hz. Ako matrica bola pouzity roztok, ktory obsahoval 5 mg CHCA v 0,33 ml 2,5% TFA (v/v)
a0,66 ml acetonitrilu. Po pridani matrice boli vzorky ponechané na vyschnutie na vzduchu.
Hmotnostné spektra boli zozberané po 100 az 300 laserovych pulzov a zmes proteinov (Bruker
Daltonik, Nemecko) bola pouzitd na kalibraciu. Ziskané spektra boli spracované pomocou
programov flexAnalysis 3.0 a Biotools 3.2 (Bruker Daltonik, Nemecko). Viac detailov je
uvedenych v ¢lanku Huli¢iak a kol. 2012 [47].

213 FRET

Forsterov rezonan¢ny prenos energie je mechanizmus opisujlici neZiarivy prenos energie medzi
dvomi latkami: donorom a akceptorom. Prenos energie nastava pomocou interakcii dipol-dipol
a plati, ze emisné spektrum donoru sa musi prekryvat’ s absorbénym spektrom akceptoru. Uginnost’
prenosu energie je nepriamoumerne zavisla na Siestej mocnine vzdialenosti medzi donorom

a akceptorom, ¢o umoziuje urcit’ vzdialenost medzi tymito dvomi latkami.
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FRET sme vyuzili na uréenie vdzobného miesta fluorescencného farbiva RH421 na velkej
cytoplazmickej kl'u¢ke C45. Princip metddy je podrobnejSie vysvetleny v Casti 3.2.4. Pri merani

FRETu je potrebné urcit’ kvantové vytazky, Forsterove vzdialenosti a d’al$ie parametry.

2.14 Kvantové vyt’azky

Kvantovy vytazok je definovany ako pocet vyziarenych foténov ku poctu fotonov absorbovanych.
Jeho hodnota sa da l'ahko urcit’ porovnanim so Standardom, u ktorého je jeho kvantovy vytazok
znamy.

Kvantové vytazky donoru vo vSetkych mutantoch C45 boli uréené pomocou rovnice [28]:

| OD, n®
Y=0._““rI
QY =Qx l, OD n?

()

kde QY je kvantovy vytazok, I je integrovana intenzita, OD je opticka hustota a n je index lomu.
Index r reprezentuje hodnoty Standardu (v nasom pripade tryptofan, Qg = 0,13 [55]). Z dévodu
zabraneniu vnutornému filtru, opticka hustota bola pocas merania drzand pod hodnotou 0,05.
Merania boli vykonavana na spektorfluorimetri F4500 (Hitachi, Japonsko). Detailné informacie

0 meraniach st uvadzané v ¢lanku Huliciak a kol. 2014 [51].

2.15 Urcenie Forsterovej vzdialenosti Ry

Forsterova vzdialenost’ je definovana ako vzdialenost’, pri ktorej dochadza k neziarivému prenosu
energie medzi donorom a akceptorom s pravdepodobnostou 50%. Jej ur€enie je nevyhnutné pri
d’alSom urceni skutoc¢nej vzdialenosti medzi donorom a akceptorom. Forsterova vzdialenost’ sa da
vypocitat zo spektralnych vlastnosti donoru a akceptoru a z kvantovych vytazkov za pouzitia

rovnice [28]:

_ 9000(In10)«*Q,

RG
0 1287°Nn*

[ Fo(Aa(2)2*da (8)

0

kde Qp je kvantovy vytazok donoru bez pritomnosti akceptoru, n je index lomu média,
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N je Avogadrova konstanta, Fp(A) je normalizovana intenzita fluorescencie donoru, ea(A) je
extinkény koeficient akceptoru, ak’ je faktor, ktory popisuje relativnu orienticiu translaénych
dipolov donoru a akceptoru v priestore. Absorbéné spektra boli merané na spektrofotometri Specord
250 (Analytic Jena, Nemecko). Fluorescen¢né emisné spektra boli merané na spektrofluorimetri
F4500 (Hitachi, Japonsko). Detaily o uréeni Forsterovej vzdialenosti si uvedené v ¢lanku Huli¢iak
a kol. 2014 [51].

2.16 Urcenie vzdialenosti medzi donorom a akceptorom

Vzdialenost’ medzi donorom a akceptorom moéze byt vypocitanad za pouzitia rovnice pre ucinnost

prenosu energie:

F *N
E=1_ﬂ=ﬁ (9)
Fo Ry +1

kde E je ucinnost’ prenosu energie, Ry je Forsterova vzdialenost’, r je vzdialenost’ medzi donorom
a akceptorom, Fpa je relativna intenzita fluorescencie donoru Vv pritomnosti akceptoru a Fp je
relativna intenzita fluorescencie bez pritomnosti akceptoru. Merania boli vykondvané na
spektrofluorimetri F4500 (Hitachi, Japonsko). Detaily o urceni vzdialenosti medzi donorom

a akceptorom st uvedené v ¢lanku Huli¢iak a kol. 2014 [51].

2.17 Uréenie limitov k°

Faktor «° sa nedd urdit experimentdlne a moéZze byt presne vypocitany len pri niektorych
Specialnych pripadoch, ako je nahodna distribicia mobilnych donorov a akceptorov. V tomto
pripade «* = 2/3 [56]. AvSak pomocou porovnania steady-state anizotropie a fundamentélnej

anizotropie je mozné uréit' limity k° faktoru. Steady-state anizotropia bola spogitana pomocou

rovnic :
— IW _GIVH (10)
l,y +2Gl,,
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N

HV

(11)

N

HH

kde r je anizotropia, | je intenzita fluorescencie, dolné indexy v a y znamenaju vertikalne resp.
horizontalne orientované polarizatory. G-faktor reprezentuje korekciu pre odliSnil priepustnost’
optiky pristroja pre vertikalne alebo horizontalne polarizované svetlo. Anizotropia bola merana na
spektrofluérometri Fluorog — 3 (HORIBA Jobin Yvon) vybavenom kremennymi polarizatormi.

Z anizotropie je mozné vypocitat maximalne a minimalne limity «? faktoru. Tieto hodnoty su dané

[28]:

K2 :Z[l_(deA)} (12)
3 2

K2 :%(udg +d2 +3d2d?) (13)

kde

d*=(r/r,)" (14)

je hodnota depolarizaénych faktorov spdsobena segmentalnymi pohybmi donoru (dp*) alebo
akceptoru (da”), ktora bola vypo&itand z nameranej stedy-state anizotropie (rj) a fundamentalne;
anizotropie (ro) fluoroforu. Do vypoctov boli pouzité hodnoty fundamentalne anizotropie 0,294 pre
tryptofan a 0,37 pre RH421 [57, 58].

2.18 Vypocet rmin @ MNax

Ked’ su zndme limitné hodnoty «?, je mozné urcit minimalne a maximalne vzdialenosti medzi

donorom a akceptorom za pouzitia

2 1/6 2
rmin = (’;r}";j r(l('z = 5] (15)
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2 1/6 2
Max = (’;m/a; J r(l{'z = §j (16)

kde r(k*= 2/3) je vzdialenost’ vypo&itana s predpokladom k* = 2/3. Model kl'utky C45 zaloZeny na
krystalovej Struktire Na'/K'-ATPazy bol pouzity na uréenie vdizobného miesta. Pre kazdy atom
z krystalovej Struktary bolo spocitané, ¢i sa nachadza vo sfére okolo tryptofanoveho rezidua a teda
¢i splnuje podmienky pre FRET. Ako stredy tychto sfér sme uvazovali dusikové atomy na

indolovom kruhu tryptofanového rezidua.

2.19 Molekularny doking

(vykonali Dr. Berka a Dr. Bazgier)

Tato vypocCetna metdoda umoznuje urCit pravdepodobnu orientaciu dvoch molekul u ktorych
dochadza k viazbe. Pomocou znalosti tejto orientacie mozno predpovedat’, kde sa nachadza vazobné
miesto, ktoré rezidua st zodpovedné za interakciu a d’alej mozno odhadnut’ vdzobnu energiu. Tuto

metodu sme vyuzili na skimanie interakcii fluorescen¢nych latok s kl'uckou C45.

Struktiry fluorescenénych sond boli pripravené pomocou programov Marvin 5.10 a Autodock
Tools. Struktirny model C45 kl'u¢ky s naviazanym ATP bol pouzity podl'a ¢lanku Gryéova a kol.
2009 [19]. Samotné dokovanie bolo vykonané za pouzitia programu Autodock Vina. Detaily
0 molekularnom dokingu fluorescencnych sond na C45 kl'u¢ku st uvedené v ¢lankoch Havlikova

a kol. 2013 [48] a Huliciak a kol. 2014 [51].
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3 Vysledky a diskusia

3.1 Interakcia Na'/K*-ATPazy s fluoronovymi farbami

Ako prvé sme zmerali emisné spektra fluoronovych farbiv a sledovali zmeny spektier v pritomnosti
celého proteinu alebo cytoplazmickej klucky C45. Zmeny spektralnych vlastnosti indukujt
interakcie medzi skimanou latkou a proteinom (obrazok 8, tabul’ka 1).

Dal$ie merania ¢asovo-rozliSenej fluorescencie a zhasacie experimenty nam dovolili ziskat' viac
informacii o vizbe fluoronovych farbiv na Na'/K'-ATPazu. Tieto experimenty boli merané
v pritomnosti réznych ligandov (Na*, K*, ATP, P;, Mg®") aich kombinacii z dévodu zistenia
interakcie fluoronovych farbiv s rozliénymi stavmi Na'/K*-ATP4zy sposobenymi tymito latkami.

Vysledky spektroskopickych merani pre kazdé farbivo st ukdzané niZsie.
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Obrazok 8. Normované fluorescenéné spektra fluoronovych farbiv v roztoku NaCl (cela ciara) a po
pridani kl'u¢ky C45 (prerusovana Ciara). Bodkovana Ciara reprezentuje pomer medzi intenzitou
fluorescencie farbiva bez a v pritomnosti proteinu. Excitaéné vinové dizky: Bengal Rose 545 nm,

erytrozin B 527 nm, eozin Y 515 nm a fluorescein 490 nm.
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3.1.1EozinY

Pri merani emisnych spektier eozinu Y sme pozorovali nérast intenzity fluorescencie a spektralny
posun po pridani Na'/K*-ATPazy alebo kl'u¢ky C45 (obrazok 8, tabul’ka 1). Tieto zmeny dokazuju,
7e eozin Y interaguje so skimanymi proteinmi. Na fitovanie modelu dohasinania fluorescencie
vol'ného eozinu Y boli potrebné dve exponencialy a vysledny model ukazal stredna dobu Zivota
fluorescencie 1,38 + 0,02 ns. Po pridani Na'/K*-ATP4azy a C45 sme pozorovali vyznamné zmeny
V dohasinani fluorescencie. Troj-exponencidlny model dohasinania musel byt pouzity na spravne
fitovanie dohasinania sondy v pritomnosti proteinov. Dalej sme pozorovali narast strednej doby
zivota fluorescencie eozinu Y, ktora sa po pridani Na'/K'-ATPazy zvysila na 2,1 ns a po pridani
C45 na 1,44 ns. Tieto hodnoty zadvisia na pritomnosti ligandov, ale medzi sebou sa liSia len
minimalne (tabul’ky 2 a 3). Vyznamny rozdiel je v dohasinani fluorescencie po pridani Na*/K"-
ATPazy v pritomnosti ATP a P;, kde hodnoty dob Zzivota fluorescencie su odlisné pre E1 a E2
konformacie.

Merania dohasinania fluorescencie v pritomnosti aniénov jodidu boli vykonané z dovodu ziskania
d’alsich informéacii o interakcii fluoronovych farbiv s proteinmi. Doba zivota fluorescencie vo
vSetkych pripadoch klesla, ¢o potvrdilo Ze jodid ucinkuje ako dynamicky zhé&sa¢ fluorescencie.
Vypocet bimolekuldrnej zhaSacej konStanty je Umerny priestorovej pristupnosti fluoroforu.
V pritomnosti proteinu (so vsetkymi kombinaciami ligandov) hodnota bimolekularnej zhasacej
konstanty bola vyznamne zniZena oproti meraniu s vol'nou sondou (tabul’ka 4). Tento fakt takisto
potvrdzuje, Ze dochadza k vdzbe sondy na protein, avSak citlivost na zmenu konformacie bola

mensia ako pri merani dohasinania fluorescencie.

3.1.2 5(6)-karboxyeozin

Zmeny v emisnom spektre 5(6)-karboxyeozinu po pridani Na'/K*-ATPazy alebo klucky C45
takisto naznacuju vizbu farbiva na proteiny (tabulka 1). Na fitovanie dohasinania fluorescencie
musel byt znova pouzity model s dvomi exponencialmi. Stredna doba zivota fluorescencie pre
vol'nt sondu sa rovna hodnote 1,22 = 0,05 ns. Pritomnost’ Na'/K'-ATP4zy a cytoplazmickej kl'u¢ky
C45 opét’ zvysilo pocet exponencial na tri a namerana stredna doba zivota dosiahla hodnotu 1,49 ns
(tabul’ky 2 a 3). VEl konformacii hodnoty doby Zzivota fluorescencie 5(6)-karboxyeozinu
vyznamne zavisia na pritomnosti ATP (v pritomnosti aj bez Mg?*) a lisi sa od ostanych hodnot.

Experimenty so zhdsanim fluorescencie neposkytli d’alSie zaujimavé informécie.
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3.1.3 Erytrozin B

Tak ako v predoslych pripadoch, aj pre erytrozin B sme pozorovali spektralne zmeny (posun spektra
ku vy$§im vlnovym dizkam a narast intenzity fluorescencie) po pridani Na'/K'-ATPazy alebo
kl'ucky C45 (obrazok 8, tabulka 1). Znova bol potrebny model s dvomi exponenciadlmi na fitovanie
vol'ného eosinu B a stredna doba Zivota fluorescencie bola 0,4 + 0,1 ns, zatial’ ¢o model s tromi
exponencialmi bol potrebny na fitovanie dohasinania sondy v pritomnosti proteinov. V pritomnosti
Na'/K*-ATP4zy, stredna doba Zivota flurescencie vzrastla na 0,8 ns a bola odli§na od strednej doby
zivota fluorescencie vol'nej sondy so vSetkymi kombinaciami ligandov (tabulka 2). V pritomnosti
cytoplazmickej kl'u¢ky C45 doba Zivota vzrastla len na 0,5 ns a Statisticky vyznamné rozdiely boli
pozorované len v pritomnosti Mg?* alebo v NaCl pufri v pritomnosti ATP (tabul’ka 3).

V zhaSacich experimentoch sme pozorovali vyznamny rozdiel v E1 konformécii medzi ky v
pritomnosti Mg®* a P; a v pritomnosti Mg*". V E2 konformacii je rozdiel medzi kq bez ligandov

a v pritomnosti Mg?* (tabul’ka 4).

3.1.4 Bengal Rose

Pri merani spektier Bengal Rose sme pozorovali najvacsi narast intenzity fluorescencie a spektralny
posun Kk vys§im vinovym dizkam po pridani Na*/K*-ATPazy alebo kI'u¢ky C45 (obrazok 8, tabul’ka
1). Model stromi exponencialmi bol potrebny na fitovanie dohasinani fluorescencii pre volni
sondu ako aj pre sondu V pritomnosti proteinov. Stredna doba zivota fluorescencie vzrastla
z hodnoty 0,4 ns pre voI'nt sondu na hodnotu 0,8 ns po pridani Na'/K*-ATPazy a 0,7 ns po pridani
kl'ucky C45 (obrazok 9). NaSe merania d’alej ukazali, ze Bengal Rose nie je citlivé na zmenu
konformécie a ani na pritomnost’ roznych ligandov. Dokonca ani zhaSacie experimenty nepriniesli

nové informacie.
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Obrazok 9. Reprezentativny graf dohasinania strednej doby Zzivota fluorescencii fluoronovych
farbiv. Cervena farba prezentuje dohasinanie samotného Bengal Rose. Po pridani Na'/K*-ATPazy

mozno pozorovat narast strednej doby zivota fluorescencie (modra farba).

3.1.5 Fluorescein

Fluorescein ma podobnu Struktiru ako predoslé farbivé, preto sme ocakavali podobné zmeny vo
fluorescencii farbiva po pridani proteinov. Predpoved’ z molekularneho dockingu ukdzala, ze
fluorescein by sa mal viazat na Na'/K'-ATP4zu aj na C45. Avsak ani posun spektra, ani zmeny
V intenzite fluorescencie neboli pozorované po pridani proteinov (obrazok 8, tabulka 1). Jediny
dokaz o vdzbe fluoresceinu na skimané proteiny priniesli zhaSacie experimenty, kde sme
pozorovali vyznamny pokles bimolekuldrnej zhaSacej konStanty v pritomnosti proteinov.
V pritomnosti zhdSadla sme takisto pozorovali vyznamné rozdiely medzi E1 a E2 konformaciami

(tabul’ka 4).
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Farbivo hex (NM) Aeme (NM) Aemp (NM)

Rose bengal 545 565 575
Erytrozin B 527 546 555
Eozin Y 515 536 544
Karboxyeozin 520 536 540
Fluorescein 490 512 512

Tabul’ka 1. Maximum excitaéného a emisného spektra pre rézne fluoronové farbiva samotné (Aemr)
a v pritomnosti Na'/K'-ATPazy alebo kl'ucky C45 (hemp). Koncentracia farbiv bola 0,8 uM a

koncentracia proteinov 5 uM.
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Pufor  Substrat RB ErB EY Fl CE
Bez

NaCl 0.81£0.06** 0.81+0.01** 2.05+0.01**  4.02+0.04 1.49+0.10*
substratu
+|\/|g2+ 0.844+0.04**  0.80+£0.02** 2.04+0.06**  4.09+0.14 1.48+0.13
+ATP 0.82+0.01**  0.80+£0.02**  2.05+0.02**# 4.01+0.01 1.30+0.10
+P; 0.83+0.01* 0.79+0.01%* 2.05+0.02**# 4.03£0.02 1.42+0.04*
+M92++ATP 0.83+£0.04**  0.81£0.02** 2.04+0.02**  4.04+0.06 1.26+0.08
+M92++Pi 0.84+0.03**  (0.82+0.04* 2.07+£0.03** 4.044+0.05 1.4440.05*
Bez

KCI 0.81+£0.04**  0.79+0.07** 2.13+0.07**  4.01+0.02 1.49+0.01**
substratu
+Mg2+ 0.84+0.03**  0.81£0.07** 2.13+0.07** 4.00+0.02 1.61+0.14
+ATP 0.84+0.02**  0.80+0.02* 2.10+£0.02**# 4.00+0.03 1.484+0.01**
+P; 0.844+0.02**  0.80+0.06 2.09+0.03**#  3.99+0.02 1.50+£0.01**
+Mgz++ATP 0.85+0.02**  (0.83+£0.04** 2.114+0.05** 3.99+0.02 1.50+0.00**
+|\/Igz++Pi 0.85+0.03**  (0.80+£0.05* 2.144+0.07**  4.01+0.03 1.51+£0.01**

Tabul’ka 2. Doby Zzivota fluorescencie T (nS) rozliénych fluoronovych farbiv v pritomnosti

Na'/K*-ATPazy, v pritomnosti réznych pufrov aV pritomnosti réoznych kombinacii ligandov.

Vysledky st prezentované ako priemer z piatich merani + smerodatna odchylka. Statisticky vyznamné

rozdiely v Ty V pritomnosti Na*/K*-ATPazy v porovnani s Ty samotnej sondy st oznadené ako * pre

<0.05 alebo ** pre p<0.01 . Doby zivota fluorescencie viazanej sondy, ktoré boli vyznamne
p pre p y d

odlisné v NaCl a KCI pufry su ozna¢ené symbolom # (p<0.05). Dalsie detaily st uvedené v &lanku

Havlikova a kol. 2013 [48].
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Pufor  Substrat RB ErB EY Fl CE

NaCl Bez 0.07+0.06** 0.54+0.03 1.44+0.01*  4.02+0.00 1.18+0.02
substratu
+Mg® 0.67+£0.06**  0.57+£0.06*  1.444+0.01** 4.02+0.00 1.21+0.01
+ATP 0.66+0.03 0.60+0.10**  1.43+0.01*  4.01£0.01 1.21£0.03
+P; 0.70+0.08 0.55+0.06 1.45+£0.03*  4.01+0.01  1.21+0.03
+Mg?*+ATP  0.66+0.04* 0.55+0.04 1.44+0.01** 4.01+0.01  1.21+0.01
+Mg?*+P; 0.68+0.04**  0.58+0.08 1.43£0.02** 4.01+0.01  1.22+0.02

KCI Bez 0.62+0.01**#  0.54+0.05 1.45+0.02**  4.02+0.01 1.21+0.02
substratu
+Mg2+ 0.63+0.02* 0.56+0.08* 1.46+0.03**  4.02+0.00 1.23+0.02
+ATP 0.63+0.03* 0.47+0.05 1.46+0.03** 4.01+0.00 1.22+0.02
+P; 0.63+0.02** 0.48+0.07 1.47+0.03**  4.02+0.01 1.21+£0.04
+Mg2++ATP 0.63+0.03* 0.57+0.12 1.47+0.02**  4.01+£0.01 1.22+0.02
+Mgz++Pi 0.64+0.03* 0.55+0.14 1.46+0.02** 4.01+£0.02 1.22+0.04

Tabul’ka 3. Doby zivota fluorescencie tv (nS) rozli¢nych fluoronovych farbiv v pritomnosti kl'u¢ky

C45, v pritomnosti rdéznych pufrov a Vv pritomnosti réznych kombinacii ligandov. Vysledky su

prezentované ako priemer z piatich merani + smerodatna odchylka. Statisticky vyznamné rozdiely v tm

Vv pritomnosti kl'u¢ky C45 v porovnani s Ty samotnej sondy su oznacené ako * pre p<0.05 alebo **

pre p<0.01 . Doby zivota fluorescencie viazanej sondy, ktoré boli vyznamne odlisné v NaCl a KCl

purfi si oznadené symbolom # (p<0.05). Dalsie detaily st uvedené v ¢lanku Havlikova a kol. 2013

[48].
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Pufor Substrat RB ErB EY Fl CE

NaCl Bez 0.74+0.17 1.02+0.47*  0.77+0.07**# 1.59+0.08*# 1.85+0.71
substratu
+Mg® 0.68+0.18 1.70+£0.34**  0.77+0.10 1.59+0.09# 1.00+0.09
+ATP 0.60+0.29*  1.06+0.39**  0.80+0.07**# 1.55+0.03**# 0.93+0.32*
+P; 0.64+0.12 1.04+0.50 0.87+0.06* 1.57+0.06*# 1.15+1.14
+Mg?*+ATP  0.67+£0.25*  0.37+0.73 0.79£0.06**#  1.54+0.05**# 0.66+£0.36*
+Mg®*+P; 0.61+£0.24 0.97+0.16 0.87+0.10* 1.53+0.07*# 1.54+0.55

KCI Bez 0.73+0.27 0.79+0.35 0.94+0.07**#  2.02+0.06*# 2.10+0.49
substratu
+Mg2+ 0.65+0.14** 1.89+0.52 1.00+0.13* 1.98+0.06*# 2.09+0.49
+ATP 0.65+0.22* 1.59+0.77*  0.99+0.16** 1.94+0.04*# 1.71£0.11
+P; 0.66+0.24* 1.78+0.83*  0.88+0.08** 1.99+0.03*# 1.76+0.13
+Mg2++ATP 0.79+0.24* 1.62+0.60*  0.94+0.09** 1.91+0.04*# 2.484+0.90
+Mgz++Pi 0.72+0.19* 1.474+0.30 0.96+0.07* 1.95+0.03**# 2.85+1.00

Tabulka 4. Bimolekularne zhasacie konitanty kq (x10° M™s™) rozliénych fluoronovych farbiv

v pritomnosti Na'/K*-ATP4zy, v pritomnosti r6znych pufrov a Vv pritomnosti roznych kombinacii

ligandov. Vysledky st prezentované ako priemer z piatich merani + smerodatnd odchylka.

Statisticky vyznamné rozdiely v Kq V pritomnosti Na'/K*-ATP4zy v porovnani s kq, samotnej sondy

su oznacené ako * pre p<0.05 alebo ** pre p<0.01 . Bimolekularne zhéaSacie konStanty viazanej

sondy, ktoré boli vyznamne odlisné v NaCl a KCI purfi si oznagené symbolom # (p<0.05). Dalsie

detaily st uvedené v ¢lanku Havlikova a kol. 2013 [48].
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3.1.6 Molekularny doking

Vysledky z molekularneho dokingu na kl'u¢ku C45 ukazali, ze fluoronové farbiva sa viazu na
kl'u¢ku blizko védzobného miesta pre ATP (obrazok 10). Naviac, ked tieto experimenty boli
vykondvané na proteine v konformacii, ktord ma pri naviazanom ATP, tak sa farbiva viazali priamo
do tohto miesta. DalSie moZné viizobné miesto bolo identifikované na P-doméne v asti tvorenej
segmentom od Cys656 az po Ala684. Dokovacie experimenty s celou Na'/K*-ATPazou priniesli
eSte dve mozné vézobné miesta ato V blizkosti rezidua Asp897 na podjednotke a a Vv blizkosti

rezidua GIn69 na podjednotke B (obrazok 11).

Otvorend konformacia Zatvorena konformacia

Obrazok 10. Molekularny doking fluoronovych farbiv s kluckou C45 v otvorenej a zatvorenej
konformacii. P doména je zobrazena zelenou a N doména modrou farbou. Fluoronova farbina st
zobrazené nasledovne: fluorescenin Zltou, eozin Y oranzovou, erytrozin B ¢ervenou, bengal rose

ruzovou, 5(6)-karboxyeozin zelenou. Molekula ATP je zobrazena ¢iernou farbou.
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Obrazok 11. Molekularny doking fluoronovych farbiv s Na'/K*-ATP4zou. Transmembranova &ast
podjednotky a je zobrazena Sedou farbou, A doména Cervenou, P domana zelenou a N doména
modrou farbou. Podjednotky B a y st zobrazené slabo modrou a hnedou farbou. Fluoronova farbina
su zobrazené nasledovne: fluorescenin zltou, eozin Y oranzovou, erytrozin B ¢ervenou, bengal rose

ruzovou, 5(6)-karboxyeozin zelenou.
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3.1.7 Diskusia o fluoronovych farbivach

Na'/K*-ATP4za hra dolezita rolu v metabolizme vietkych Zivoéisnych buniek. Skimané fluoronové
farbiva st pouzivané ako potravinarske farbiva, v medicine na lepSie zobrazenie buniek, ako stcast’
niektorych lickov a v d’alsich oblastiach. Aviak, pozorovana interakcia s Na*/K*-ATP4zou znamena,
ze pouzitie tychto farbiv moéze byt Skodlivé pre bunky aj pre cely organizmus. Dokonca uz bolo

ukazané, Ze eozin Y moze ovplyvnit aktivitu Na*/K*-ATPazy [59].

Vysledky znaSich experimentov ukézali, Ze fluoronové farbivd ukézali interaguji s Na'/K'-
ATPazou. Dalej ukézali, Ze tieto farbiva moZzu byt pouZité ako sondy na uréenie §truktiry proteinu.
Merania steady-state fluorescencie ukazali, Ze ueozinu Y, 5(6) karboxyeozinu, erytrozinu B
a bengal rose dochadza k narastu intenzity fluorescencie a k posunu emisného spektra k vyssim
vinovym dizkam v pritomnosti Na*/K*-ATPazy alebo C45 kl'ucky. U fluoresceinu tento efekt nebol

pozorovany, avSak vidzba na protein bola odhalena pomocou zhaSacich experimentov.

Objavili sme, ze existuju minimalne dve vdzobné miesta pre eozin Y, erytrozin B, bengal
rose a fluorescein na Na'/K*-ATPaze. Prvé viizobné miesto sa nachadza na C45 kl'ucke a druhé je
lokalizované v extraceluldrnej Casti proteinu. V pripade 5(6)karboxyeozinu bolo najdené len jedno
vizobné miesto a to na cytoplazmickej kl'ucke.

Existenciou dvoch védzobnych miest mozno vysvetlit' starSie experimenty vykonané Skouom
a Esmanom, ktori zistili, ze eozin Y sa viaze do vdzobného miesta pre ATP [60] atiez zistenia
publikované Oganom a kol. [59], Ze ATP a eozin Y sa mdzu viazat’ na protein zaroven. Existencia
viizobného miesta v extraceluldrnej ¢asti Na'/K*-ATP4zy ponuka vysvetlenie tychto pozorovani.
Niektoré d’alSie Studie na ATPazach P-typu ukazali, ze nedochadza ku kompeticii medzi eozinom Y

a ATP [61, 62].

Cytoplazmicka kl'u¢ka C45 moze existovat’ v dvoch roznych stavoch. Pri absencii ligandov
nadobuda zatvorenti konformaciu (E2), zatial’ ¢o v pritomnosti ATP sa protein vyskytuje v otvorenej
konformacii (E1) [19, 23]. Vysledky z molekularneho dokingu ukéazali, ze fluoronové farbiva sa
viazu priamo do védzobného miesta pre ATP v otvorenej konformacii, zatial ¢o v zatvorenej
konformacii dochadza ku vézbe blizko tohto miesta. Tieto vysledky podporuji zistenia Esmana
a Fedosovej, ktori ukdzali, Ze v pritomnosti sodnych i6nov a bez pritomnosti draselnych i6nov (E1
konformaécia) sa vzajomna vizba eozinu Y a ATP na Na'/K'-ATPazu vylucuje [63]. Nase dasovo
rozliSené experimenty odhalili, doba zivota fluorescencie eozinu Y v pritomnosti ATP je odli$né od

d’alSich stavov navodenych pritomnost'ou inych ligandov.
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Ako bolo spominané vysSie, v pripade dokingu do =zatvorenej konformacie klucky C45
nedochadzalo k vazbe fluoronovych farbiv do vdzobného miesta pre ATP ale len do jeho blizkosti.
Pozicie jednotlivych farbiv nie su identické, ale zavisia na tvare molekul a ich velkosti. Najmensia

z nich — fluorescein sa viaze blizsie k vdzobnému miestu pre ATP ako ostatné molekuly.

Merania kinetiky dohasinania fluorescencie umoznili sledovat’ malé konformac¢né zmeny
proteinu. Nedavne experimenty [19, 23] s izolovanou kl'uckou odhalili, Ze cytoplazmické ligandy
ATP a Mg2+ sa viazu na enzym pocas dvoch krokov katalytického cyklu. Vézba ATP spdsobuje
otvorenie cytoplazmickej kl'u¢ky a vdzba Mg2+ vracia protein do zatvorenej konformacie a tieto
zmeny sa pravdepodobne prejavuju v transmembranovej Casti. AvSak tieto zistenia nepotvrdzuju, ¢i
konformacné zmeny pozorované pre izolovanti kl'u¢ku mézu byt pozorované aj pre cely protein.
Vizba eozinu Y na cely protein bola citliva na rozdielne konformacie (E1 a E2) iba v pritomnosti
ATP aPi (bez Mg?"). To odhaluje, Ze konformacia proteinu V stavoch bez hor&iku je odlisna

a poskytuje silnt podporu pre predoslé hypotézy.

Nase vysledky d’alej ukdzali, Ze fluoronové farbivd mozu sluzit' ako senzory na védzbu

sodnych a draselnych i6nov do transmembranovej domény a teda aj konformaénych zmien.

Molekularny doking ukazal dve mozne vdzobné miesta v extraceluldrnej Casti proteinu S priblizne
rovnakou vézobnou energiou. Jedno z nich je lokalizované blizko Asp897 na podjednotke a. Toto
miesto sa nachadza na rozhrani podjednotiek a a f [15]. Druhé mozné miesto sa nachadza blizko
rezidua GIn69 na podjednotke P, ktoré je v priamom kontakte s konzervovanym motivom FXYD na
podjednotke y. NaSe vysledky nedovoluju presne urcit, ktoré ztychto miest je preferencne
okupované fluoronovym farbivom, ale obe tieto miesta si pravdepodobne velmi citlivé na

vzijomne pohyby podjednotiek Na*/K*-ATPazy pocas konformaénych zmien medzi E1 a E2.

7Zda sa, ze fluorescein ma najvacsiu citlivost na konformacné zmeny medzi El a E2.
Rozdiely v dohasinani fluorescencie fluoresceinu medzi E1 a E2 boli odli$né pre vSetky kombinacie
cytoplazmickych ligandov. Dal$im farbivom umoZiujucim sledovat zmeny medzi ElaE2
konformaciami, bol eozin Y. Aj ked’ bolo navrhnuté Ze eozin Y nie je optimalny na sledovanie
konforma¢nych zmien Na'/K'-ATPazy v pritomnosti detergentu [64], monitorovanie kinetiky
dohasinania fluorescencie nam dovolilo pozorovat tieto zmeny dokonca aj v jeho pritomnosti.
Avsak sucasna citlivost’ eozinu Y na zmeny v cytoplazmatickej aj extracelularnej casti komplikuje
interpretdciu dat, preto za najlepsie fluoronové farbivo na sledovanie zmien konformécii Na'/K*-

ATPazy povazujeme fluorescein.
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3.2 Interakcia Na'/K*-ATPazy s RH421

3.2.1 Identifikacia izoméru RH421

Fluorescencné farbivo RH421 obsahuje dve dvojité vézby, preto sa moze vyskytovat v Styroch
roznych konformaciach (obrazok 12). VSetky experimenty sme vykonavali s farbivom zakipenom
od firmy Sigma-Aldrich (Nemecko). T4 vSak neuvadza, o ktory izomér RH421 sa jedna, preto
izomérova Cistota musela byt overend experimentalne. Izoméry sa daju rozliSit' na zaklade ich
excitacnych a emisnych spektier. Vysledky z merania 3D-fluorescenéného spektra ukazali jeden pik
s rovnakym emisnym maximom pre vietky excitaéné vinové dizky (obrazok 13), ukazujic tak
izomérovu Cistotu. Excitaény pik pri 526 nm a emisny pik pri 686 nm su charakteristické pre trans-

trans konformaciu RH421.

CH, o)
Q= g =0
RH421zz
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|

Obrazok 12. Mozné konforméacie RH421.
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Obrazok 13. 3D-fluorescencné spektum RH421 v etanole. Spektrum ukazuje excitacny pik pri 526

nm a emisny pik pri 686 nm. Maximum emisie je nezavislé na excitacnej vinovej dlzke.

3.2.2 Expresia a purifikacia jedno-tryptofanovych C45 mutantov

Sest’ jedno-tryptofanovych mutantov kI'u¢ky C45 bolo pouzitych na FRET experimenty s RH421.
Prirodzend sekvencia C45 klucky obsahuje dve tryptofanové rezidua. Tie boli nahradené
fenylalaninmi a potom $est’ jedno-tryptofanovych mutantov bolo vytvorenych podl'a protokolu ako
je opisané v ¢lanku Gryc¢ova a kol. 2009 [19]. Tieto rezidua sa nachadzaji na povrchu kl'u¢ky C45
a len konzervativne mutacie boli vybrané, aby bol minimalizovany ich efekt na struktiuru proteinu
(obrazok 14). Expresia vSetkych mutantov viedla k vel’kému mnozstvu rozpustného proteinu a ich

kvalita bola overena pomocou SDS polyakrylamidovej elektroforézy (obrazok 15).
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Obrazok 14. Velké cytoplazmicka kl'ucka C45 s vyznaCenymi aminokyselinami, ktoré boli vybrané
na vytvorenie jedno-tryptofanovych mutantov. Boli vybrané len rezidua na povrchu proteinu a len
konzervované mutécie boli vykonané, aby bol minimalizovany ich efekt na Strukturu proteinu.
Phe482, ktory bol uréeny ako reziduum, ktoré interaguje s RH421, je zobrazené zelenou farbou.

Molekula ATP je zobrazena pomocou sfér v jej vizobnom mieste.
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Obrazok 15. Overenie kvality a Cistoty kl'ucky C45 pomocou polyakrylamidovej elektroforézy.
Symbol M znamend marker, SH sonifikovany homogenat, CH centrifugovany homogenat, OK
homogenat, ktory pretecie kolonou, PK premytie kolony, 1E 1. eltcia, 2E 2. elucia, 3E 3. elucia,
1ED 1. elucia po dialyze, 2ED 2. elicia po dialyze. Podobné vysledky boli dosiahnuté pre vSetky

jedno-tryptofanové mutanty.

3.2.3 Titracné experimenty

Vizba RH421 na kl'ucku C45 sa prejavila 41 nasobnym narastom intenzity fluorescencie (obrazky
16 a 17). Titracné experimenty s RH421 v pritomnosti r6znych koncentracii C45 takisto ukazali

narast intenzity fluorescencie. Vysledky z tychto experimentov su ukédzané na obrazku 18.
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Obrazok 16. Emisné spektrum vol'ného 1 uM RH421 (Cervend) a RH421 v pritomnosti 6 uM

kl'ucky C45 (Cierna).
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Obrazok 17. Narast intenzity fluorescencie RH421 (Cierna) po pridani 60 uM klucky C45

(Cervena).

48



120 ~

100

[} ©
=} o
1 1

<4

Intenzita fluorescencie [r.j.]
S
o
1

o g4
_®- L
20 4 P~
°
— - m————n1

- g  m——————a—8— ]
0-§ T T T T T T . T . - i |

00 02 0.4 06 08 0 £

Koncentracia RH421 [uM]

Obrazok 18. Zmeny v intenzite flurescencie RH421 po pridani kPudky C45. Cierne $tvorce
reprezentuji samotné RH421 v roztoku. Narast fluorescencie bol pozorovany v pritomnosti 0,1 uM
(zelend), 1 pM (Eervena) alebo 5 pM (modra) proteinu. Excita¢na vinova dizka bola 515 nm a
emisna vlnova dizka bola 640 nm. Hodnoty boli normované, aby intenzita flurescencie 1 pM

samotného RH421 bola rovna 1. Data su prezentované ako priemer z piatich merani.

3.24 FRET

Forsterov rezonanény prenos energie medzi tryptofanom na povrchu kl'uéky C45 a RH421 bol
pouzity na odhalenie vizobného miesta RH421 na proteine (obrazky 19 a 20). Prvym krokom bolo
urCenie Forsterovej vzdialenosti, ktoré vyzaduje vypocet prekryvového integralu a urCenie
kvantového vytazku donoru. Emisné spektrum tryptofanu zavisi na hydrofobicite okolia a jeho
kvantovy vytazok je silne ovplyvneny interakciou so susednym reziduom. Z toho ddvodu
Forsterova vzdialenost” musela byt zmerana a vypocitana pre kazdy mutant samostatne. Zatial' o
emisné spektré vSetkych mutantov vyzerali podobne, pretoze tryptofany su lokalizované na povrchu
proteinov, hodnoty kvantovych vytazkov sa lisili od 0,055 (W578) do 0,294 (W418). To bol hlavny

dovod, pre¢o hodnoty Rg boli v rozsahu medzi 2,24 nm az 2,93 nm pre rozne mutanty (tabul’ka 5).
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Obrazok 19. Spektralne prekrytic medzi absorbénym spektrom naviazaného RH421 (Cierna)

a emisnym spektrom tryptofanu na kl'ucke C45(¢evena).
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Obrazok 20. Dokaz rezonanného prenosu energie medzi RH421 a tryptofanom na kl'ucke C45.
Intenzita fluorescencie zo samotného tryptofanu (Cervena) klesla, zatial’ Co intenzita fluorescencie
RH421 pri vyssich vinovych dizkach narastla, ¢o indukuje neZiarivy prenos energie. Modrou farbou
je znazornené emisné spektrum samotného RH421. Piky pri 590 nm su spdsobené¢ druhou
harmonickou frekvenciu rozptyleného svetla a nepatria do spektra. Pri meraniach bola pouzita

excitaéna vinova dizka 295 nm.
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Na urcenie skuto¢nej vzdialenosti medzi tryptofanom a RH421, bolo potrebné urcit’ ucinnost
prenosu energie (E) z emisného spektra donoru (Trp) v pritomnosti a bez akceptoru RH421 (tabul’ka
5). Znalost’ Uc¢innosti prenosu energie dovoluje urCenie vzdialenosti (r) medzi tryptofanom a
naviazanym RH421 za pouZitia rovnice 8 a za predpokladu, Ze pozname hodnotu x* faktoru. Pre
nahodnu orientaciu pohyblivych donorov a akceptorov sa hodnota «? faktoru rovna 2/3. V nasom
pripade je vSak pohyblivost’ tryptofanu na proteine ako aj naviazaného RH421 obmedzend, preto
nemdzeme pouzit' hodnotu 2/3. Presnd hodnota «° faktoru sa nedd urdit experimentalne, avsak
merania steady-state anizotropie dovoluju ur¢it' limitné hodnoty «° faktoru. Z tychto hodndt je
mozné d’alej spocCitat minimalne a maximalne vzdialenosti medzi tryptofanom a naviazanym
RH421. Tieto vzdialenosti definuji gulové vrstvy o urcitej hrubke okolo tryptofanov a prekryv
tychto vrstiev vymedzuje priestor, kde dochadza ku vdazbe RH421 na protein (obrazok 21). Vypocet

odhalil 13 atomov, ktoré lezia v tomto priestore a vSetky tieto atdbmy patria reziduu Phe482.

Pozicia QY R E Fac=23)  F(Trp) I (RH421) Fmin ~ Fmax  Fealc
Trp

(W)392 0,064 229 067 2,04 0,24 0,28 142 2,67 196
(W)418 0,294 293 0,32 3,34 0,25 0,26 2,34 437 3,04
(F)433 0,114 252 039 2,72 0,23 0,26 1,94 355 2728
(F)578 0,055 2,24 054 2,19 0,31 0,27 13 291 220
(F)690 0,087 2,53 059 2,27 0,21 0,26 167 29 1,99
(L)739 0,118 2,18 059 2,38 0,20 0,26 1,77 308 258

Tabul’ka 5. Hodnoty parametrov meranych a spocCitanych pri FRET experimentoch na odhalenie
vzdialenosti medzi tryptofanovymi reziduami a naviazanym RH421. VSetky vzdialenosti st v nm.
QY znamenda kvantovy vytazok donoru, Rg je Forsterova vzdialenost, E je ucinnost prenosu
energie, ru’=z3) je vzdialenost’ medzi tryptofanom a naviazanym RH421 za predpokladu K = 213,
lTrp) @ F(RH421) SU anizotropie tryptofanu a naviazaného RH421. ryin @ 'max S0 minimalne a maximalne
experimentalne urené vzdialenosti medzi tryptofanom a naviazanym RH421. r¢yc je vzialenost’

uréena z modelu.
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Obrazok 21. Princip urcenia vizobného miesta RH421 na cytoplazmickej kl'ucke C45. Vysledky z
FRET experimentov dovol'uju uréit minimalne a maximalne vzdialenosti medzi donorom a
akceptorom. Tieto vzdialenosti definuji gul'uvé vrstvy o uréitej hribke okolo tryptofanov a prekryv

tychto vrstiev vymedzuje priestor, kde dochadza ku viazbe RH421 na protein.

3.2.5 Molekularny doking

Vysledky z molekularneho dokingu potvrdili zistenia z FRETu a ukéazali mozné pozicie
naviazaného RH421 na klucke C45. Na obrazku 22 je zobrazenych pét energeticky
najvyhodnejSich pozicii RH421 na proteine. VSetky tieto pozicie sa nachadzaju vo vézobnom
mieste pre ATP a ukazuji interakciu RH421 s Phe482. Z vysledkov dokovania d’alej vyplyva, ze
RH421 mdze interagovat’ s d’al§imi aminokyselinami ako st napriklad Lys487, Arg551 a Asp619.
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Obrazok 22. Pozicia naviazaného RH421 na klucke C45. Lavy panel ukazuje prvych pat
energeticky najvyhodnejsich pozicii naviazaného RH421. VSetky pozicie ukazuji inerakciu s
Phe482, ktory bol identifikovany predoslymi experimentami. Pravy panel ukazuje detaily vSetkych

pozicii a porovnanie s poziciou ATP molekuly (priesvitné sféry).

3.2.6 Kompeticia RH421 s ATP

Vysledky z FRETu a molekularneho dokingu odhalili, ze RH421 sa viaze na protein v blizkosti
Phe482. Toto reziduum lezi vo vdzobnom vrecku pre ATP na kl'u¢ke C45. To znamena, Ze ak su
nasSe vysledky spravne, tieto dve latky sa nemo6zu viazat' obe naraz na protein. Preto sme d’alej
vykonali titraéné experimenty v pritomnosti a bez ATP, aby sme podporili predoslé vysledky. Ako
bolo spominané skor, vizba RH421 na protein spdsobuje narast intenzity fluorescencie.
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Tento efekt bol potlaceny v pridani ATP (obrazok 23), ¢o potvrdzuje mySlienku o spolo¢nom

védzobnom mieste pre RH421 a ATP na proteine.
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Obrazok 23. Kompeticia medzi ATP a RH421. Cierne $tvorce reprezentuju hodnoty volného
RH421 a cervené kruhy reprezentuju hodnoty RH421 v pritomnosti 1 pM kl'u¢ky C45. Modré
trojuhol'niky reprezentuji hodnoty RH421 v pritomnosti kl'u¢ky C45 a 1 mM MgATP, zelené
trojuholniky reprezentuju hodnoty RH421 v pritomnosti kl'u¢ky C45 a 20 mM MgATP.

3.2.7 Vazba RH421 na C45 a lipidy

Kontrolne ¢asové merania odhalili, Ze k vizbe RH421 na C45 kl'u¢ku dochadza ihned’ po zmieSani
latok, zatial’ ¢o Ustalenie rovnovahy medzi RH421 a lipidmi trva 15 aZz 20 minat, preto vzorky boli
pred kazdym meranim inkubované 20 mint.

Ako bolo spominané skor, kvantovy vytazok fluorescencie RH421 znaéne vzrastol po pridani
kl'ucky C45 do roztoku a takisto doslo k posunu maxima emisného spektra na Aypax = 637 nm.
Naproti tomu, pridanie DPPC (dipalmitoilfosfatydilcholin) nemalo az taky vplyv na zvySenie
kvantového vytazku fluorescencie ako v predchadzajucom pripade, ale doslo k posunu excita¢ného
spektra ku vy$$im vinovym dizkam s Amax = 662 nm. Ako bolo o¢akavané, pritomnost’ 5 mM
MgATP ovplyvnilo fluorescenény signal len v pritomnosti kI'u¢ky C45 a nie v pritomnosti lipidov
(obrazok 24).
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V snahe odhalit’, kam sa RH421 viaze preferenc¢ne, boli vykonané aj merania emisnych spektier
RH421 v pritomnosti zmesi C45/DPPC. Bolo najdené, ze v membranovych fragmentoch je pomer
hmotnosti proteiny:lipidy priblizne 1:1 [65]. Pretoze klucka C45 tvori priblize jednu tretinu
celkovej hmonosti Na'/K'-ATPazy, experimenty boli vykonané spomerom hmotnosti
proteiny:lipidy 1:3.

Pri meraniach so zmesou C45/DPPC sme pozorovali narast kvantového vytazku aj spektralny
posun emisného spektra, ktoré naznacuji ze dochadza k vizbe RH421 na protein a takisto na lipidy.
Dalsie merania stouto zmesou V pritomnosti ATP ukazali, Ze pritomnost ATP iba Giastoéne

ovplyviiuje fluorescencny signal RH421, ¢o podporuje nase predosié vysledky.
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Obrazok 24. Emisné spektra 1 uM RH421 inkubovaného s 0,3 mg/ml (6 uM) C45 (Cierna), 1
mg/ml DPPC suspenziou (modrd) a C45/DPPC zmesou (Cervend). Cela Ciara prezentuje spektra bez

pritomnosti ATP, ¢iarkovana Ciara reprezentuje spektra v pritomnosti 5 mM MgATP.
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3.2.8 Diskusia 0 RH421

Pocas poslednych rokov sa fluorescencna sonda RH421 stala jednym z najvyznamnej$im nastrojom
na sledovanie kinetiky Na*/K*-ATP4zy. Niekol'ko fluorescenénych parametrov sa meni pocas cyklu
Na'/K*-ATP4zy, ako napriklad intenzita fluorescencie [43, 44, 66, 67], emisné spektrum (obrazok
16) alebo doba Zivota fluorescencie [66]. Interakcia RH421 s Na'/K'-ATPazou nastava velmi
rychlo, o bolo vyuzité pri tzv. stopped-flow experimentoch [43, 44, 68]. Aviak Na'/K*-ATP4za je
komplikovany enzym, ktory pocas svojho cyklu interaguje s velkym poctom ligandov, preto
interpretacia vysledkov pri merani s fluorescenénou sondou RH421 nemusi byt vzdy jednoducha
a detailnejsie informacie o interakcii tejto sondy s Na*/K*-ATP4zou mozu byt vel'mi ndpomocné pri

spravnej prezentacii vysledkov.

Z dovodu zjednodusenia problému sme skimali interakciu RH421 len s vel'kou cytoplazmickou
kl'u¢kou C45. Tato ¢ast Na'/K'-ATPazy napriklad neobsahuje vizobné miesta pre iény, ¢o

V kone¢nom dosledku ul'ah¢uje interpretaciu spektroskopickych dat.

Povodne bola sonda RH421 vyvinutd na meranie membranového potencialu. Preto sa predpoklada,
ze viaze do plazmatickej membrany a sledované zmeny fluorescencnych parametrov st odpovedou
na prenos ionov cez membranu pocas cyklu Na'/K'-ATP4zy. Experimenty s pribuznym proteinom
H*-ATPazou z Neurospora crassa ukazali, ze RH421 priamo interaguje s proteinom [69]. Dalej
experimenty s meranim doby Zivota fluorescencie odhalili, ze Na'/K'-ATP4za interaguje s RH421

ako aj s lipidovou dvojvrstvou [70].

Vysledky z naSich experimentov ukézali, Ze RH421 interaguje S cytoplazmickou kl'uckou C45. Po
pridani proteinu sme pozorovali narast intenzity fluorescencie RH421, ako aj posun emisného
maxima. Podobné vysledky boli pozorované aj pri pouziti membranovych fragmentov s celou
Na'/K*-ATPazou z krali¢ich obli¢iek [66]. Tito autori takisto pozorovali inhibiciu aktivity Na*/K"-

ATPazy, ktora nastala pri pouziti mikromolarnych koncentraciach RH421.

Emisné spektrd RH421 ukdézali, Ze pri pouziti zmesi C45/DPPC je ¢ast’ moleklll sondy naviazana na
protein a cast’ v lipidovej dvojvrstve. Pridanie ATP iba ovplyviiuje flurescenciu RH421 iba
Vv pritomnosti klI'u¢ky C45. Na zdklade tychto poznatkov mo6zeme konstatovat’, ze RH421 interaguje

s cytoplazmickou ¢astou Na'/K*-ATPazy ako aj s lipidovou dvojvrstvou.
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Dokaz o tom ze RH421 sa viaze do lipidovej dvojvrstvy mozno najst’ v praci Schwappach a kol.
1994. V nej autori pouzivali Na'/K'-ATP4zu, z ktorej bola selektivne odstranend cytoplazmicka
Cast’ pomocou trypsinu. Napriek tomu, ze bolo odstranené¢ aj vdzobné miesto pre ATP, pomocou

zmien flurescencie RH421 bolo mozné sledovat’ prenos sodnych ionov [67].

V d’al§ich experimentoch sme sa zamerali na ur¢enie vdzobného miesta RH421 na C45 klucke.
Vyuzili sme fakt, ze absorbéné spektrum RH421 sa prekryva s emisnym spektrom tryptofanu a teda
tvoria donor-akceptorovy par pre FRET (obrazok 19). Bolo ukazané, ze po pridani proteinu
k RH421, kvantovy vytazok fluorescencie z tryptofanu klesol, zatial ¢o kvantovy vytazok
fluorescencie RH421 narastol, ¢o dokazuje, ze dochadza k neziarivému prenosu energie (obrazok
20). Znalost FRETu dovol'uje uréit' vzdialenost medzi donorom a akceptorom. Avsak uréenie
vzdialenosti je jednoduché len pre pripad neziarivého prenosu energie medzi jednym donorom
ajednym akceptorom pri konStantnej vzdialenosti medzi nimi. Z tohto dévodu, kazdy FRET
experiment bol vykonany s jednotryptofanovym mutantom kl'u¢ky C45. Pretoze poloha tryptofanu
na molekule proteinu je znama, vypocet vzdialenosti medzi donorom a akceptorom viedol k tvorbe
sfér okolo kazdého tryptofanu, pricom tieto sféry ohranicuju priestor, v ktorom sa nachddza RH421.
Pouzitim Siestich jednotryptofanovych mutantov s odliSnou polohou tryptofanu na proteine sme boli
schopni odhalit miesto, kde dochadza k interakcii sondy s proteinom. Toto miesto sa nachadza

Vv blizkosti rezidua Phe482, 0 ktorom je zname, ze sa zicastnuje vizby molekuly ATP [26].

Tento zaver viedol k dokovacim §tadiam, ktora ukézali najvyhodnejSie polohy RH421 v ATP
vdzobnom mieste v Struktire klI'u¢ky C45. NajvyhodnejSie polohy RH421 v trans-trans konformacii

st v zhode s nameranymi vzdialenostami z FRET experimentov.

Je vSak nutné poznamenat, Ze kvdli slabSiemu rozliSeniu, nie je mozné presne urcit, ktoré rezidua
su priamo zodpovedné za vizbu RH421 na kl'ucke C45. RozliSenie je vSak dostatocné na to, aby
viazobné miesto pre ATP v Struktare kl'u¢ky C45 bolo ur¢ené ako miesto, kde dochadza k vézbe
RH421. Presné urCenie aminokyselin zic¢astiiujicich sa vizby mozno odhalit’ pomocou muta¢nych

Stadii.

Kompetitivne experimenty s ATP boli vykonané, aby potvrdili predoslé zistenia. Vysledky
z titracnych experimentov odhalili, Ze zmeny v fluorescencii RH421 su zavislé na pritomnosti ATP
a ATP chréani protein pred naviazanim RH421 z ¢oho jasne vyplyva, Ze dochadza ku kompeticii

medzi ATP a RH421.
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Tieto zistenia su v sulade s predchadzajicimi pozorovaniami, ktoré boli publikované v ¢lanku
Clarke a kol. 2007, kde autori pozorovali heterogenitu v kinetike Na*/K*-ATP4zy zavisla na ATP,
ktora zmizla pri pouziti vysokej koncentracie ATP [44]. Tento efekt by mohol byt vysvetleny
existenciou dvoch vdzobnych miest pre RH421. Jednym v cytoplazme ajednym
V transmembranovej ¢asti proteinu. Zmiznutie heterogenity by potom mohlo byt spdsobené

nahradenim molekuly RH421 molekulou ATP, ktora bola naviazana vo véizbovom mieste pre ATP.

Pomocou naSich zisteni mozno vysvetlit' aj vysledky merani, ktoré vykonali Domaszewicz a Apell
1999. Ti pouzivali TIRF techniku na monitorovanie efektu vdzby sodnych i6nov na Struktiru
Na*/K*-ATP4zy. Autori pozorovali maly pohyb naviazaného RH421 v smere kolmom na membranu
V pritomnosti sodnych i6nov. Tento efekt vysvetl'uji ako zmeny v hribke membrany [42]. Pomocou
nasich zisteni by mohol byt vysvetleny pohybom RH421 naviazeného na protein. Vplyvom
sodnych i6nov dochadza ku konformaénym zmenam celého proteinu ateda aj k pohybom

naviazaného RH421.
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3.3 Interakcia Na'/K*-ATPazy s cisplatinou

3.3.1 Aktivita Na'/K"-ATPazy

Skimali sme vplyv niektorych platinovych lickov na aktivitu Na'/K'-ATPazy. Zistili sme, Ze
vysoké koncentracie karboplatiny a oxaliplatiny, ktoré neposkodzuju oblicky, nemaji vplyv na
aktivitu skimaného proteinu, zatial’ ¢o pritomnost’ cisplatiny mala vyrazny vplyv na jeho aktivitu
(obrazok 25). Vizba cisplatiny spdsobovala inhibiciu aktivity Na*/K -ATPazy na 50%. Dalej bolo
pozorované, ze k maximalnej inhibicii proteinu dochadza pri moldrnom pomere protein:cisplatina
1:4 a vyssia koncentracia cisplatiny uz nezvysuje inhibi¢ny G¢inok (obrazok 22). Tieto experimenty
boli vykonané na komeréne doddvanom proteine. Neskorsie merania s Na*/K*-ATP4zou izolovanou
z prasacich obli¢iek ukazali, ze dochadza k tplnej inhibicii aktivity [49].

Dalej sme zistili, Ze inhibi¢ny efekt cisplatiny moZno &iastoéne redukovat’ pridanim 0,5 mM DTT
(obrazok 26) a 10 mM glutationu [49] aje mozné, Ze latky obsahujuce thiolovi skupinu mézu

sliazit ako ochrana Na'/K*-ATPazy pred Gi¢inkami cisplatiny.
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Obrizok 25. Vplyv platinovych liekov (10 uM) na aktivitu Na'/K*-ATP4zy (0,5 pM). * znamena
Statisticky vyznamny rozdiel od kontroly (p < 0,01).
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Obrazok 26. Inhibiény efekt vzrastajlicej koncentréacie cisplatiny na aktivitu Na*/K*-ATPazy (0,5
uM).

3.3.2 MALDI-TOF experimenty

Pomocou MALDI-TOF hmotnostného spektrometra bola uréena molekulova hmotnost’ kl'ucky C45
na hodnotu 48419 + 16 Da (obrazok 27A), ¢o je v zhode saminokyselinovou sekvenciou. Po
pridani cisplatiny sme pozorovali narast molekulovej hmotnosti na 50151 + 21 Da, ¢o dokazuje, ze
dochadza k vizbe ciplatiny na protein (27B). Rozdiel molekulovych hmotnosti ¢ini priblizne 1730
Da, a pretoZze molekulova hmotnost’ cisplatiny je 300 Da, tento vysledok naznacuje, ze dochadza
k reakcii kl'u¢ky C45 sroznymi formami cisplatiny (Pt, Pt(NHs3), Pt(NHs),, Pt(NHs)2(H20),
Pt(NHs),Cl).

Za ucelom zistenia podrobnejSich informacii boli vykonané experimenty MALDI-TOF peptide
mass fingerprinting. Ku proteinu bola pridana cisplatina v molarnom pomere 1:20 a vzorky boli
inkubované 24 hodin pri izbovej teplote. Po Stiepeni trypsinom, molekulové hmotnosti vyslednych
peptidov boli zmerané a porovnané (obrazok 28). Na zaklade tychto experimentov bol urceny
segment GSHMASLEAVETLGSTSTICSDK, u ktorého pravdepodobne dochadza k interakcii
s cisplatinou. Tento segment obsahuje jeden cystein abolo navrhnuté, ze toto rezidium je

zodpovedné za tuto interakciu
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Na zakladne tohto predpokladu sme pripravili mutanta kI'u¢ky C45, kde cystein na pozicii 367 bol
nahradeny serinom (C367S), o ktorom je zname, Ze mé& menSiu reaktivitu. Merania pomocou
MALDI-TOF ukazali, ze po inkubacii s cisplatinou mala vysledna molekularna hmotnost' hodnotu
50168 + 23 Da (obrazok 27C), ¢o je v zhode s hodnotou pre nemutovany protein V ramci chyb
merania. Z tychto vysledkov mozno usudzovat’, Ze tento cystein pravdepodobne nie je zodpovedny

za vézbu cisplatiny.
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Obrazok 27. MALDI-TOF spektrum kl'ucky C45 samotnej (A), po inkubacii s cisplatinou (B)
a mutanta C367S po inkubacii s cisplatinou (C).
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Obrazok 28. Peptide mass fingerprinting kI'ucky C45. Hlavny panel ukazuje segmenty z MALDI-
TOF spektra po Stiepeni trypsinom zo samotnej kl'u¢ky C45 . Pik s m/z 2397,10 patri segmentu
GSHMASLEAVETLGSTSTICSDK. Vnutorny panel ukazuje Styri piky, ktoré patria segmentom z
kl'u¢ky C45, ktora bola inkubovanad cisplatinou. Ich molekulové hmotnosti pravdepodobne
odpovedaju roznym formam cisplatiny naviazanej na segment GSHMASLEAVETLGSTSTICSDK.

3.3.3 Elektrochemické Studie interakcie cisplatiny s kPuckou C45

Interakcie medzi cisplatinou a kl'u¢kou C45 boli Studované pomocou metédy AdT CPSA
s elektrodou HMDE. V naSich experimentoch kl'ucka C45 (5 uM) bola inkubovana so vzrastajicou
koncetraciou aktivovanej alebo neaktivovanej cisplatiny (1 - 50 uM). Kapildrna elektroforéza
odhalila, Ze aktivovana cisplatina obsahuje len pozitivne nabité molekuly, zatial' ¢o neaktivovana
cisplatina je zmes pozitivne nabitych a neutralnych molekul v pomere 1:1. Najskor sme Studovali
interakcie aktivovanej cisplatiny, vo forme v akej sa vyskytuje vo vnutri bunky. Monitorovali sme
pik S, ktory odpoveda redukcii Hg — S vézbe [49], ktora nastava medzi cysteinmi na kl'ucke C45
a povrchom HMDE. Dalej sme monitorovali dva piky H1 a H2 (obrazok 29), ktoré odpovedaju
katalytickému vyvoju kyslika na povrchu elektrédy v pritomnosti proteinu. Naviac, pik odrdzajici

redukciu cisplatinového komplexu bol registrovany so vzrastajiucou koncetraciou cisplatiny.
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Pozorovali sme vyznamny pokles piku S so vzrastajicou koncentraciou cisplatiny. Tento pokles je

pravdepodobne sposobeny vézbou cisplatiny na cysteiny lokalizované na povrchu kl'u¢ky C45. Po

naviazani cisplatiny, thiolova skupina cysteinu nemoze vytvorit redukovanu viazbu Hg — S.

Kompletné zmiznutie piku S nastava pri 10 uM koncentracii cisplatiny, ¢o indukuje, Ze na protein

sa viazu dve molekuly cisplatiny. Interakcia medzi cisplatinou a C45 kl'uckou je tieZz zjavna

z katalytickych pikov. Pik H1 pozvol'ne klesal so vzrastajucou koncentraciou cisplatiny. Pri 40 uM

cisplatine sme pozorovali pokles vysky piku asi 40% oproti samotnej kl'u¢ke C45. Naproti tomu pik

H2, ktory nebol pozorovany pre samotny protein sa objavil len po zmiznuti piku S. Pri nizkych

koncentraciach cisplatiny bola pozorovana len H2 vina. Narast H2 a vol'ného cisplatinového piku

bol pozorovany az v pritomnosti 40 uM cisplatiny v reakénom roztoku. Pri vyssich koncentraciach

sa vySka pikov nemenila, ¢o je pravdepodobne spojené so saturaciou povrchu HMDE.
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Obrazok 29. (A) CPS merania 5 pM klucky C45 pred (cela ¢iara) a po (preruSovana ciara)

inkubacii s cisplatinou. (B) Zavislost’ vysky pikov (S, H2, cisPt) na koncentracii cisplatiny.
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3.3.4 Krystaly Na'/K*-ATPazy s naviazanou cisplatinou

Na'/K*-ATPaza bola krystalizovana podla podmienok, aké boli publikované v ¢lanku Laursen
a kol. 2013 [17]. Po troch tyzdhoch od nasadenia sme ziskali jednotlivé krystaly pouzitelné na
difrakéné Studie (obrazok 30). Ku krystdlom bola nasledne pridana cisplatina a pomocou
rontgenovej difrakcie bola uréena Struktira proteinu s vizobnymi miestami pre cisplatinu.

Podarilo sa nam ziskat' dve $truktiry Na'/K'-ATPazy s naviazanou cisplatinou, avsak s niz$im
rozlienim (7,4 a7,9 A), ktoré nedovoluje presné uréenie rezidui zodpovednych za vizbu

cisplatiny.

Obriazok 30. Krystaly Na'/K*-ATPazy.

Pretoze cisplatina bola ku kryStdlom priddvand vo forme prasku, nemohla byt dobre
kontrolovana jej koncentracia, ¢o malo za nasledok, Ze vizobné miesta nie st na oboch krystaloch
rovnaké. Na prvom krystali bolo objavenych Sest’ vizobnych miest pre cisplatinu, na druhom Styri,
pricom tri z tychto miest boli ndjdené na oboch kryStaloch (obrazok 31). Tieto miesta su
lokalizovana hlavne v cytoplazmickej doméne.

Je zname, ze cisplatina ma velku reaktivitu ku aminokyselindm obsahujucim siru. Nase vysledky
ukazuju, ze vizobné miesta pre cisplatinu sa nachadzaju v blizkosti Met alebo Cys rezidui. Takisto
sme pozorovali, Ze nabit¢ aminokyseliny ako Asp, Glu, Lys alebo Arg mdzu stabilizovat’ vizbu
cisplatiny, ¢o je v zhode s predchadzajiicimi Struktirami proteinov s naviazanou cisplatinou [71-
73].

64



AT
Vi ‘\47 - o

Krystal |
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Krystal Il

Obrazok 31. Vizobné miesta pre cisplatinu na krystali 1 (vlavo) akrystali I (vpravo) st
prezentované ako zelené sféry. Jednotlivé Casti proteinu st sfarbené nasledovne: A doména je zIta, P

doména modrd, N doména Cervend, transmembranova ¢ast’ je Seda. Podjednotky B a y su sfarbené

V oboch krystaloch sti dominantné dve vdzobné miesta a su lokalizované pri Metl51 (miesto I)
apri Metl71 (miesto II) (obrazok 32). Tieto miesta si obklopené nabitymi aminokyselinami, ktoré
moZu stabilizovat’ viazbu. To isté plati aj pre miesta III, ktoré bolo najdené len na druhom krystali
a miesta 1V a V najdenych zase len na prvom krystali. Miesta VI a VII, ktoré st lokalizované na

podjednotke B, sa takisto nachadzaju v blizkosti metioninovych a aspartatovych rezidui.

65



Glu169

Obrazok 32. Aminokyseliny obklopujice vdzobné miesta pre cisplatinu na mieste I (A) a na mieste
11 (B)

3.3.5 Diskusia o cisplatine

Poskodenie obliciek je limitujici faktor pre mnohych pacientov srakovinou pri ich liecbe
cisplatinou. Podl'a naSich vysledkov, toto poskodenie mdze byt’ sposobené interakciou cisplatiny s
Na'/K*-ATPazou. Tento protein méa nezastupitelnu ulohu v metabolizme vietkych Zivoéisnych

buniek a zmeny v jeho fungovani méze negativne ovplyvnit’ cely organizmus.

Meranim aktivity Na'/K*-ATP4zy sme zistili, e dochadza k inhibicii tohto proteinu cisplatinou,
zatial’ Co ostané platinové lieky ako oxaliplatina alebo karboplatina nemali na jeho funkciu vplyv,
pricom tieto latky nepoSkodzujui obli¢ky. Tento fakt potvrdzuje hypotézu, ze k tomuto poskodeniu

dochadza prave interakciou Na'/K*-ATPazy s cisplatinou.

Dalej sme zistili, Ze proteinova aktivita méZe byt ochranena pre cisplatinou inhibiciou pridanim
DTT alebo redukovaného glutationu. AvSak tieto latky moézu ovplyviovat aj niektoré dalSie
bunkové procesy, preto ich pouzitie ako ochrany pred tc¢inkami cisplatiny bude vyzadovat’ d’alSie

testy.

V naSich experimentoch sme pouzivali cytoplazmicku klucku C45, pretoze predpokladame, ze
k interakcii Na'/K*-ATPazy s cisplatinou dochadza v cytoplazmickej ¢asti proteinu. V cytoplazme
je nizSia koncetracia 1i6énov chléru, ¢o spoOsobuje, Ze cisplatina je reaktivnejSia ako
Vv extracelularnom médiu.
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Vysledky z hmotnostnej spektroskopie ukazali, ze rozdiel v molekulovych hmotnostiach medzi
proteinom pred a po inkubacii cisplatinou je priblize 1730 Da, ¢o naznacuje, zZe na protein sa viaze
niekol’ko molekal cisplatiny. Pomocou peptidemass fingerprintingu bol urceny segment
GSHMASLEAVETLGSTSTICSDK na ktorom sa nachddza vdzobna miesto pre cisplatinu. Podl'a
predchadzajucich vysledkov, kde cysteiny boli identifikované ako rezidua zodpovedné za vézbu
cisplatiny na inych proteinoch [74], Cys367 z tohto segmentu bol urceny ako reziduum zodpovedné
za vazbu cisplatiny. Mutacné stadie, v ktorych cystein bol nahradeny serinom vSak nepotvrdili tuto
tedriu, preto za vézbu cisplatiny su pravdepodobne zodpovedné iné aminokyseliny. Podla
vysledkov z niektorych dal§ich publikacii [75, 76] by tymito aminokyselinami mohli byt Met
a His.

Elektrochemické experimenty takisto potvrdili vdzbu cisplatiny na cytoplazmicktl kl'ucku C45.
Nevyhodou tejto metddy je, Ze detekuje signal iba z Casti proteinu, ktora je priamo v kontakte
s elektrodou a d’alSia Cast’ proteinu tak zostava neviditeI'na. To je mozno hlavny dovod, pre¢o sme
detekovali vidzbu iba dvoch molekul cisplatiny na kl'u¢ku C45. V predchadzajucej praci bola
ukazana Cast’ N-domény, na ktorej sa nachadza velka, negativne nabita oblast’ [77] (obrazok 33),
o ktorej predpokladame, ze sa viaze na elektrodu pri elektrochemickych experimentoch. Tato oblast’
obsahuje cysteiny Cys452, Cys456, Cys457 ainterakcia cisplatiny s tymito reziduami méze byt
zodpovedna za pokles piku S. Doélezitost’ tejto Casti bola neddvno ukézana v ¢lanku Petrushanko
a kol. 2012 [78].
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Obrazok 33. Model kl'ucky C45. Pozitivne nabit¢ aminokyseliny (Arg, Lys) st zobrazené¢ modrou
farbou, negativne nabité aminokyseliny (Asp, Glu) ¢ervenou. Cys452, Cys456 a Cys457, ktoré sa

nachadzaju na vrchu N-domény st zobrazené zelenou farbou.

Analyza krystdlovych $truktir Na'/K*-ATP4zy s naviazanou cisplatinou odhalila d’alsie vizobné
miesta pre cisplatinu. DetailnejSi pohl'ad na tieto miesta dovol'uje navrhnit’ niekol’ko mechanizmov

zodpovednych za inhibiciu Na*/K*-ATPazy cisplatinou.

Prva moznost’ je, Ze vizba cisplatiny priamo blokuje transport idnov cez membranu. Nedavno boli
objavené dve mozné cesty, ktorymi s transportované sodné a draselné kationy [79]. Vizba
cisplatiny do miest I alebo IV (obrazok 31 a 32A ) by mohla ¢iasto¢ne blokovat’ tieto cesty, ktoré su
tvorené transmembranovymi helixami. Reziduum Metl157 v mieste IV je homologne s Tyrl2?2
v SERCA. Bolo ukéizané, Ze mutacia tohto rezidua spoOsobuje necitlivost enzymu k ADP

a spomal’uje katalyticky cyklus [80].

68



Vizba cisplatiny do miesta Il je pravdepodobne spojena s inhibiciu celého cyklu Na'/K*-ATPazy.
Je zname, ze pocas katalytického cyklu dochadza k pohybom jednotlivych domén proteinu ako
odhalili posledné krystalové Struktury v réznych stavoch [16, 17, 81]. Metl71, ktory sa nachadza
v mieste Il (obrazok 32B) lezi na rozhrani domén A a P a preto vézba cisplatiny do tohto miesta
moze branit pohybu tychto domén. Naviac, aminokyseliny Argl66 a Glul69, ktoré prispievaju
k viizbe cisplatiny v mieste II (obrazok 32B) majii svoje analégne rezidua na pribuznej Ca?*-
ATPaze (Argl31 Argl34) a mutacné stadie tychto rezidui ukazali, ze ovplyviluju protein a su

zname ako Darierova choroba [82-84].

Vizba cisplatiny na Cast’ proteinu obsahujicu Cys457 a Met463 (miesto V) je v zhode s nasimi
predchadzajtcimi vysledkami s klI'u¢kou C45 [47].

Je otazkou, ¢i vizba cisplatiny do miest III, VI a VII médze mat vplyv na funkciu Na'/K*-ATPazy,

pretoze sa nenachadzaju v blizkosti vyznamnych rezidui.
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4. Zaver

Na'/K'-ATP4za je jednym z najddleZitejsich proteinov v Zivoé¢isnej risi. Vytvara gradienty pre
sodné a draselné i6ny, ktoré su potom pouzité pri niektorych dolezitych procesoch. Zmeny
VvV spravnom fungovani tohto proteinu dokazu ovplyvnit' tieto procesy, ¢o v kone¢nom dosledku
moze vyustit’ do rozlicnych portich a chordb. Latky, ktoré dokazu ovplyvnit’ aktivitu tohto zivotne
dolezitého enzymu st vel'mi vyznamné a preto sa ich skimaniu venuju v laboratériach po celom
svete. Podas svojho doktorského 3tidia som sa zaoberal interakciami Na'/K'-ATPazy
s fluoronovymi farbivami, fluorescenénou sondou RH421 a cisplatinou. Za pouzitia r6znych metod

sa nam podarilo dokézat, Ze vietky tieto latky interaguju s Na*/K*-ATP4zou.

Ako bolo spominané vyssie, fluoronové farbiva sa bezne pouZzivaju v potravindrskom priemysle
a v medicine. LCudia s tymito farbivami prichadzaji do bezného styku, ¢o podla nasich vysledkov
modze predstavovat urCité zdravotné riziko. Preto pouzitie tychto farbiv by malo byt obmedzné,

dokial sa presne nedokaze ich celkovy vplyv na zdravie l'udi.

Fluorescencna sonda RH421 sa pouziva v laboratéridch po celom svete na sledovanie kinetiky
Na'/K*-ATP4zy. Tato latka bola povodne vyvinuta na sledovanie membranového potencialu. Oproti
predpokladu Ze sa sonda viaZze do plazmatickej membrany, kde reaguje na prenos naboja cez
membranu sme zistili, Ze dochadza takisto k vizbe RH421 na protein. Vela starSich prac tento fakt
nepredpoklada, ¢o mohlo spdsobit’ chyby v interpretacii vysledkov. Preto pri budicich meraniach
tento efekt treba uvazovat’ pri interpretacii vysledkov a d’alej treba urcit, aky prispevok ma signal

Z naviazanej sondy na celkova fluorescenciu farbiva.

Cipslatina je jednym z najpouzivanejsich liekov proti rakovine, avSak jeho pouzitie je limitované
mnohymi neziaducimi U¢inkami. Jeden z tychto efektov, poskodenie obli¢iek sa da podla naSich
zisteni vysvetlit pomocou interakcie cisplatiny s Na'/K*-ATP4zou. Vysledky z nasich experimentov
poskytli detailné informacie o tejto interakcii aspolu s dal$imi planovanymi experimentami
s mutantami kl'ucky C45 mozu byt ve'mi napomocné pri hl'adani sposobu, ako minimalizovat’

neZiaduce efekty pri lie€be rakoviny cisplatinou.
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