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Cile prace

1. Zpracujte teoretickou resersi o Na'/K'-ATPase, zejména s ohledem na vyskyt
ruznych isoforem v lidskych burkach.

2. Proved'te expresi lidského komplexu oz B1 Na'/K*-ATPasy, véetné optimalizace
exprese tohoto membranového proteinu.

3. Sledujte mnozstvi a Cistotu ziskanych proteinti v zavislosti na pouzitych experi-
mentalnich podminkach a diskutujte vysledky.



1 UVOD

Exprese lidského oz B; komplexu Na'/K*-ATPasy v kvasinkach Saccharomyces cerevi-
siae je problematika, ktera zatim nebyla v odborné literatuie popsana. Toto téma je
ovSem dulezité nejen pro vyvoj optimaliza¢nich protokold heterologni pfipravy mem-
branovych proteinti, ale i pro vyzkum patologickych stavii spojenych s nespravnou
funkci Na*/K*-ATPasy. Vysledkem nespravné funkce proteinu mohou byt hypertenze,

ale i k neurologické poruchy.

Na'/K*-ATPasa patii do rodiny ATPas P-typu a je zivotné dileZitou soudasti viech
zivocisnych bungk. Jedna se 0 heterodimer, jehoz funkéni celek tvoii dvé podjednotky
(o a B). Tento enzym, oznacovan také jako sodno-draselna pumpa, transportuje tii cyto-
plasmatické Na* ionty ven do extraceluldrniho prostoru, nasledné vaze dva extracelular-
ni K ionty a transportuje je do cytoplasmy. Cely proces je umoznén diky energii ziska-
né hydrolyzou ATP. Pumpa je zodpovédna nejen za transport iontll pfes membranu, ale
1 za tvorbu elektrochemického gradientu, ktery je vyznamny pro sekundarni transport

a dal$i bunécné procesy.

Bakalaiska prace se zaméfuje piedevs§im na optimalizaci kvasinkové exprese pfiro-
zenych forem komplexu oz 1. V tomto komplexu se vykytuje az isoforma kodovana
genem ATP1A3, jehoZz mutace souvisi S nékolika neurologickymi poruchami (Familial
Hemiplegic Migraine 2, Alternating Hemilegia of Childhood, Rapid-Onset Dystonia
Parkinsonism, CAPOS syndrom). Tato isoforma je piirozené¢ lokalizovana pouze
v neuronech, tudiz je jeji izolace a nasledné studium obtizné. Moderni biotechnologické
metody piedstavuji vhodnou alternativu piipravy tohoto proteinu. Pii zisku pfirozenych
forem proteinu v aktivnim stavu mohou byt mutanti pro studium neurologickych poruch

snadno pfipraveni vlozenim bodové mutace pomoci mistné-specifické mutageneze.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Biologické membrany a membranovy transport

Bunécna membréna se vyskytuje jak u prokaryotnich, tak eukaryotnich bunék, a to ne-
jen jako vné¢js$i obalovd membrana, ale 1 jako membrana jednotlivych organel (endo-
plasmatické retikulum, mitochondrie, diktyozom). Membrana je tvofena lipidovou
dvouvrstvou spolu s molekulami proteinti. Jedna se o fluidni dynamickou strukturu

0 tloust’ce cca 5 nm, drzici pohromadé predevsim diky nekovalentnim interakcim.

Biologické membrany se vSemi svymi soucdstmi slouzi jako bariéra mezi bunéénym
cytosolem a vnéjSim prostiedim. Jejich piitomnost je pro bunku klicova, jelikoz dovolu-
je udrzet rozdilnou koncentraci rozpusténych latek v cytosolu od koncentrace vné buii-
ky. Interakce buiiky s okolnim prostiedim je nutna vzhledem k tomu, ze bunka neni
schopna fungovat jako samostatny uzavieny systém. Je tedy dulezité, aby bufika mohla
pfijimat ziviny z vnéjsiho prostiedi, vylucovat metabolické odpadni produkty a regulo-
vat intracelularni iontovou koncentraci. VSechny tyto procesy jsou umoznény diky

membranovému transportu (Alberts et. al., 2002).

2.1.1 Lipidy

Lipidové molekuly jsou jednou ze zadkladnich slozek membran. Maji amfipaticky cha-
rakter, tzn., ze obsahuji hydrofobni (nepolarni) a hydrofilni (polarni) ¢ast. Samotna lipi-
dova molekula se skladd ze dvou zakladnich ¢asti, nepolarni hlavy a dvou polarnich
uhlovodikovych fetézct. Tyto uhlovodikové fetézce maji délku 14 az 24 uhlika a jsou
obvykle tvoteny zbytky vysSich mastnych kyselin. Fluiditu membrany ovlivituje celko-
va organizace lipidovych molekul, délka a nasycenost uhlovodikovych fetézcl. Praveé
diky fluidni struktufe slouZi membrana jako relativné nepropustna bariéra pro ve vodé
nerozpustné molekuly. Membrana je tvofena piedevsim fosfolipidy, cholesterolem
a glykolipidy. Slozeni lipidové dvojvrstvy se lisi v zavislosti na jejim umisténi. Ptiklady

slozeni n€kolika biomembran jsou uvedeny v Tab. 1.



Tab. 1: Procentualni podil celkového mnozstvi lipidi na zakladé hmotnosti v rozdilnych biolo-
gickych membranach (pievzato a upraveno podle Alberts et. al., 2008, str. 624 ).

EJ

Molekula Plasmaticka | Plasmaticka | Mitochondrie ER Bakterie
membrdna | membrana E. coli
jaternich cervenych
bunék krvinek
Cholesterol 17 23 3 6 0
Fosfatidylethanolamin 7 18 25 17 70
Fosfatidylserin 4 7 2 5 Stopové
mnozstvi
Fosfatidylcholin 24 17 39 40 0
Sfingomyelin 19 18 0 5 0
Glykolipidy 7 3 Stopové Stopové 0
mnozstvi mnozstvi
Ostatni 22 13 21 27 30

"ER — endoplasmatické retikulum

Jednou znejvice zastoupenych skupin lipidd Vv membranach jsou fosfolipidy.
V plasmatické membrané savcu se vyskytuji prevazné 4 skupiny — fosfatidylcholiny,
fosfatidylethanolaminy, sfingomyeliny a fosfatidylseriny (Obr. 1). Pti fyziologickém pH
maji tyto fosfolipidy elektricky neutrdlni ndboj, az na posledné jmenovany, ktery se
vyskytuje s nabojem zapornym. Distribuce fosfolipidii v membranach je ale asymetric-
ka. Vétsina lipidovych molekul obsahujici cholin (napt. fosfatidylcholin, sfingomyelin)
je orientovana ptredevsim na vné&jsi strané membrany. Naopak fosfolipidové molekuly
obsahujici koncovou primarni amino skupinu (fosfatidylethanolamin a fosfatidylserin)
se vyskytuji na vnitini strané membrany. Asymetrie membrany, Spolu s rozdilnym na-
bojem lipid®, ma vliv na funkci membrany, ale i na vazbu proteinti. Piikladem muze byt
cytosolicky enzym protein kinaza C (PKC), ktery je aktivovan jako odpovéd na riizné
extracelularni signdly. Tento enzym se vaZe na cytosolickou stranu membrany, pficemz
pro vazbu vyZaduje negativni naboj fosfatidylserinu, ktery je lokalizovan pravé na této

stran¢ membrany.
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Obr. 1: Vzorce fosfolipidi zastoupenych v biologickych membranach (A) fosfatidylserin a (B)
fosfatidylcholin (pfevzato a upraveno podle Alberts et. al., 2002, str. 590 ).

Dalsim molekulou hojné se vyskytujici v bunéénych membranach je cholesterol
(Obr. 2). Jednd se o amfipatickou molekulu nachazejici se prevazné v plasmatické
membrané eukaryotnich bunék. Primarni funkci cholesterolu je zlepSeni propustnosti
membrany diky polarni hydroxylové ¢asti rozpustné ve vodé. Rostlinné bunky maji
velmi nizkou koncentraci cholesterolu a v membranach bakterii se dokonce nevyskytuje
vibec (viz slozeni membrany bakterie Escherichia coli uvedené v Tab. 1). Tento snize-

ny vyskyt cholesterolu miize byt vysvétlen pfitomnosti bunécné stény.

Posledni skupinou lipidii vyskytujici se ve vétSim mnozstvi v biologickych membra-
nach jsou glykolipidy. Distribuce glykolipidii v bunééné membrané je vyrazné asyme-
trickd. Dé&je se tak v disledku pfidani cukernatého zbytku k lipidovym molekuldm
v lumen Golgiho aparatu, které je podobné vnéjSimu prostiedi bunky. Glykolipidy se
vyskytuji pfedev§im na necytosolické vrstvé plasmatické membrany bun¢k (viz Tab. 1).
Diilezitou roli maji zejména v Zivocisnych bunkach, kde zprostfedkovavaji komunikaci

s vn&jSim prostiedim (Alberts et. al., 2002).
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Obr. 2: Molekula cholesterolu (vytvofeno pomoci programu ChemSketch).

2.1.2 Membranové proteiny

Membranové proteiny jsou sdruzené s lipidovou dvouvrstvou a zprostiedkovavaji vét-
Sinu funkci membrany, jako je transport specifickych molekul pfes membranu nebo
katalyza reakci asociovanych s membranou (napf. syntéza ATP). MnozZstvi a typ protei-
ni vyskytujicich se v membrané je velice variabilni. Plasmatickd membrana obecné
obsahuje 50 % protein a 50 % lipidi. Vyjimku tvoii myelinovd membrana obalujici
dlouhy vybézek neuronu (obsahuje méné nez 25 % proteinil), nebo membrany zapojené
v produkci ATP (obsahujici az 75 % proteint1). Velka ¢ast membranovych proteini je
pted ukotvenim v membrané glykosylovana v lumen endoplasmatického retikula nebo

Golgiho aparatu.
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Obr. 3: Zpusoby asociace membranovych proteinti s bunéénou membranou. VétSina transmem-
branovych proteinti prochazi skrz lipidovou dvojvrstvu jako (1) jednoduchy a helix, (2) nékoli-
kandsobny a helix nebo (3) B barel. Ostatni membranové proteiny se vyskytuji pouze na jedné
stran¢ membrany. Patii sem (4) proteiny ukotvené pomoci amfipatického o helixu, (5) proteiny
kovalentné vazané na lipidy, (6) proteiny vazané pomoci glykosilfosfatidylinositolové (GPI)
kotvy. Posledni moznosti ukotveni je nekovalentni vazba na jiné membranové proteiny (7, 8).
(Pfevzato a upraveno podle Alberts et. al., 2008, str. 630).

Rizné membranové proteiny mohou byt s bunéénou membranou asociovany odlis-
nymi zpusoby. Membranové proteiny délime, podle jejich asociace s membranou, na
nasledujici typy: transmembranové proteiny, proteiny ukotvené pomoci a helixu, pro-
teiny kovalentné vazané proteiny na lipidy, vazba proteini pomoci fosfatidylinositolu
a nekovalentné vazané proteiny. VSechny varianty asociace proteinti s membranou jsou

zobrazeny na Obr. 3.

Prvni jmenované jsou transmembranové proteiny. VétSina transmembranovych pro-
teind prochazi lipidovou dvouvrstvou jako jednoduchy o helix (varianta jedna na
Obr. 3), n€ékolikanasobny a helix (varianta dvé na Obr. 3), nebo svinuty  skladany list,
oznacovan také jako B barel (varianta tfi na Obr. 3). Nekteré z téchto proteini maji na-
vic kovalentné vazany fetézec mastnych kyselin ukotveny v cytosolické vrstvé bunééné
membrany (varianta jedna na Obr. 3). Transmembranové proteiny prochazeji pies bu-
né¢nou membranu a jsou amfipaticke, stejné jako membrana. Jejich hydrofobni Cast
prochazi lipidovou dvouvrstvou a interaguje s hydrofobnim fetézcem lipidovych mole-
kul, tvofici membranu. Tato ¢ast obvykle obsahuje 20 — 30 aminokyselin. Oproti tomu
hydrofilni ¢ast je vystavena vodnému prostedi na druhé strané membrany. Hydrofobici-
ta nekterych transmembranovych proteinli mize byt zvySena kovalentni vazbou na te-
tézce mastnych kyselin. Transmembranové proteiny jako jediné prochézi pies celou

lipidovou dvojvrstvu, takze mohou interagovat na obou jejich stranach. Tyto proteiny

6



casto slouzi jako receptory na vnéjsi stran¢ plasmatické membrany, kde zajist'uji pfijem
a prenos extraceluldrniho signalu do bunky. O dilezitosti transmembranovych proteinti
sved¢i jejich mnozstvi v organismech. Pfikladem mohou byt pucici kvasinky, kde

transmembranové proteiny tvoii 20 % z celkového proteomu.

Dalsim typem jsou proteiny asociované s membranou. Tyto proteiny se vyskytuji
pouze na jedné strané lipidové dvojvrstvy. Prvni moZnosti asociace s membranou je
ukotveni pomoci amfipatického a helixu (varianta ¢tyfi na Obr. 3). Takovéto proteiny
mohou byt ukotveny pouze na cytosolické stran¢ membrany. Dalsi variantou ukotveni
je kovalentni vazba na lipidovy fetézec (varianta pét na Obr. 3). Tento fetézec je tvoren
zbytky mastnych kyselin nebo prenylovou skupinou. Timto zptisobem je opét mozné
ukotvit proteiny pouze na cytosolické stran¢ membrany. Obecné je mozné piipojit pro-
tein k membrané také pomoci glykosylfosfatidylinostiolové (GPI) kotvy (varianta Sest
na Obr. 3). Protein diky tomu zlstane kovalentné vazany na necytosolickém strané
membrany. Vyhodou je, Ze proteiny ukotvené pomoci GPI kotvy mohou byt od mem-
brany snadno oddé€leny, naptiklad pomoci specifického enzymu fosfatidylinositol fosfo-

lipasa C.

Posledni skupinou jsou proteiny asociované s membranou pomoci nekovalentnich
interakci s jinymi membranovymi proteiny (varianty sedm a osm na Obr. 3). Tento druh
membranovych proteinti nezasahuje do hydrofobni ¢asti membrany vubec. Takové pro-
teiny délime na periferni a integralni membranové proteiny a mohou se vyskytovat na
obou stranach lipidové dvojvrstvy. Nekovalentné vazané proteiny Ize relativné snadno
oddélit od membrany napf. pomoci roztoku s extrémnim pH. Oproti tomu integralni
membranové proteiny drzi v membrané velice pevnou vazbou a nemohou byt takto

uvolnény (Alberts et. al., 2002).

2.2 Membranovy transport

Jednoduchou difuzi jsou transportovany pouze nepolarni molekuly a voda (viz Obr. 4).
Pro ostatni latky, jako jsou ionty, cukry, aminokyseliny nebo nukleotidy, jsou tieba spe-
cialni transportni membranové proteiny. Membranovy transport generuje elektroche-
micky gradient udrzovanim rozdilné iontové koncentrace na vnitini a vn&jsi strané lipi-
dové dvojvrstvy. Vznikly elektrochemicky gradient se nasledné vyuziva na dalsi trans-
portni procesy, jako je napiiklad ptenos elektrického signalu v excitabilnich buiikach,

nebo na tvorbu ATP enzymem ATP synthasa. Membranovy transport umoZziuje pienos



témet jakékoliv molekuly pfes bunéénou membranu, pficemz rychlost tohoto pfenosu
zavisi na velikosti molekuly a jejich hydrofobnich vlastnostech. Malé nepolarni moleku-
ly, jako je kyslik nebo oxid uhli¢ity, projdou pfes membranu velmi snadno. Nicméné,
membrana je téméf nepropustna pro nabité ionty, piestoze je jejich velikost zanedbatel-
né¢ mald. Z tohoto divodu si bunika vytvari specidlni transportni membranové proteiny,
které umoznuji a urychluji transport pfes membranu. Déje se tak na zaklad€ rozdilné
iontové koncentrace na vnitini a vnéjsi stran¢ lipidové dvojvrstvy. Transportni membra-
nové proteiny rozd¢lujeme na dvé zakladni skupiny — pienaseCové proteiny (pumpy)

a iontové kanaly (Alberts et. al., 2002).

2.2.1 Pasivni transport

Pasivni transport, oznacovan také jako usnadnéna difiize, je umoznén rozdilnou koncen-
traci iontll na opacnych strandch membrany. Rozdilnd iontovd koncentrace tvoii tzv.
koncentraéni gradient, ktery tidi a urcuje smér pasivnimu transportu. Diky koncentrac-
nimu gradientu jiz neni potieba dodavat energii pro transport z jinych zdroja. Pasivni
transport vyuzivaji vSechny iontové kanaly, ale i velké mnozstvi pifenasecovych protei-
nd (viz Obr. 4). Pasivni transport je omezen na pienos jednoduchych, elektroneutral-

nich molekul (Alberts et. al., 2002).

Transportované molekuly

Pfenasecové ‘ )

=<

- i W . ‘®

Ion/tovy kanal | proteiny 1 n ., k&
Lipidova : Koncentracni
dvojvrstva : graﬁent

Y |
Jednoducha <
difuze i |
PASIVNi TRANSPORT AKTIVNi TRANSPORT

Obr. 4: Schéma pasivniho a aktivniho transportu (pfevzato a upraveno podle Alberts et. al.,
2008, str. 654).



2.2.2 Aktivni transport

Hlavni dominantou aktivniho transportu je pienos nabitych molekul. Diky nabitym
molekulam dochdzi ke generovani tzv. membranového potencidlu, ktery spolu
s iontovym/koncentraénim gradientem vytvari elektrochemicky gradient. Transport mo-
lekul proti jejich elektrochemickému gradientu vyzaduje dodani energie z vné&jSiho
zdroje (viz Obr. 4). Ktomu se vyuziva metabolicka energie z hydrolyzy ATP nebo
z iontového gradientu. Aktivni transport je provadén s vyuzitim nékterych prenaseco-
vych proteind, které se Casto oznacuji jako pumpy. Bunky vykondavaji aktivni transport
nasledujicimi tfemi zplisoby: spfazenym transportem, pomoci pump pohénénych hydro-
Iyzou ATP, pomoci pump pohanénych svétlem. VSechny tyto moznosti jsou zobrazeny
na Obr. 5.

o PUMPA POHANENA SVETLO
HYDROLYZOU ATP
]

A

Elektrochemicky
gradient

v

SPRAZENY TRANSPORT PUMPA POHANENA SVETLEM

Obr. 5: Zpusoby aktivniho transportu - aktivné transportované molekuly maji Zlutou barvu,
zdroj energie pro dany transport je znazornén Cervené (pfevzato a upraveno podle Alberts et. al.,
2008, str. 656).



Ptenos jednotlivych molekul je pak umoznén pomoci tii riznych mechanizmi ozna-
covanych jako uniport, symport a antiport (Obr. 6). Rozdil mezi témito mechanismy je
v po¢tu molekul, které jsou pfes membranu pienaseny a také ve sméru pienosu. Pfi uni-
portu jde o jednoduchy transport jedné molekuly pfes membranu. V piipadé¢ symportu
a antiportu hovotime jiz o tzv. spfazeném transportu. Symport je zavisly transport dvou
riznych molekul ve stejném sméru (z jedné strany membrany na druhou). Oproti tomu
antiport transportuje dvé molekuly v opacném sméru. Spiazeny transport vyuziva jako
hybnou silu energii ulozenou v podobé elektrochemického gradientu jedné z molekul

(typicky iontu).

Aktivni transport mizeme také rozdélit na primarni a sekundarni. V piipad¢ primar-
niho aktivniho transportu se piendsi pouze jedna castice. Také je zapotiebi volna ener-
gie napt. ve formé¢ ATP. Obecné¢ tedy mizeme fici, ze pumpy pohanéné hydrolyzou
ATP zprosttedkovavaji primarni transport. Sekundarni aktivni transport se tyka piede-
v§im sptfazeného transportu. Zajist'uji ho pumpy fizené ionty, tudiz energie nepochézi ze
Stépeni makroergické vazby ATP, ale z rozdilu elektrochemického gradientu (Alberts
et. al., 2002).

Transportované molekuly Kotransportované ionty

Lipidova
dvojvrstva

UNIPORT | SYMPORT ANTIPORT

]

SpraZeny transport

Obr. 6: Mechanismy pfenosu molekul pfes membranu (Pfevzato a upraveno podle Alberts
et. al., 2008, str. 656).
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2.2.3 Transportni membranové proteiny

Biologické membrany obsahuji n¢kolik druhl transportnich proteinil, pficemz kazdy
druh se specializuje na transport specifické tfidy molekul. Tyto proteiny umoziuji pra-
chod molekul pfes membranu bez nutnosti pfimého kontaktu s hydrofobni ¢asti lipidové

dvojvrstvy.

Prvnim typem transportnich membranovych proteinti jsou pienasecové proteiny ne-
boli pumpy. Tyto proteiny obsahuji jedno, ale i vice vazebnych mist pro pfenasenou
molekulu. Do tohoto mista se molekula navaze a nasledné pfenaseCovy protein prodéla
konformacéni zménu, aby danou latku pienesl. Transport je reversibilni proces, jehoz
princip je podobny reakci enzym-substrat, S tim rozdilem, Ze oproti enzymatické reakci

transportovand molekula neni kovalentné modifikovana.

Druhou skupinou jsou iontové kanaly. Tyto transportni membranové proteiny formu-
ji hydrofilni pory, které prochazi skrz celou lipidovou dvojvrstvu. V piipadé, ze jsou
pory oteviené, mohou jimi prochazet molekuly daného druhu (nejéastéji to jsou anorga-
nické ionty shodného naboje a velikosti). Transport pomoci iontovych kanal je mno-
hem rychlejsi neZ pomoci pienase¢ovych proteind, ale je méné specificky nez ten zpro-

sttedkovany proteiny (Alberts et. al., 2002).
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2.3 ATPasy

ATPasy jsou enzymy katalyzujici preménu ATP na ADP a fosfat za vzniku energie.
Specifickou skupinou ATPas jsou transmembranové ATPasy vyuzivajici vzniklou ener-
gii pro ptenos molekul pfes membranu. Hlavnimi typy téchto enzymt jsou ATPasy F-
typu, ATPasy P-typu a ABC transportéry. K ATPasam P-typu patii enzym Na'/K'-
ATPasa, ktery je klicovy pro tuto praci, proto bude tato skupina podrobné popsana

v samostatné podkapitole.

Prvni zminénou skupinou jsou ATPasy F-typu, oznaCované také jako ATP syntasy.
Jedna se o multipodjednotkové komplexy s enzymatickymi vlastnostmi. Vyskytuji se
Vv plasmatické membrané bakterii, tylakoidni membrané chloroplastli a ve vnitini mito-
chondrialni membrané (zde se oznacuji jako V komplex). Oproti ostatnim ATPasam
funguji ATPasy F-typu reverzné, a proto jejich iontovy gradient fidi syntézu ATP
z ADP a fosfatu. lontovy gradient je generovan béhem transportu elektronii v pribéhu
oxidativni fosforylace aerobnich bakterii a mitochondrii, nebo béhem fotosyntézy

v chloroplastech.

Druhou skupinou pienaSeCovych proteinti vyuZzivajicich energii z hydrolyzy ATP
jsou ABC transportéry. Nazev proteinti je odvozeny z anglického ,,ATP-Binding Cas-
settes®. Tato skupina je, co do poctu typu nejvetsi a také nejrozmanitéjsi. ABC transpor-
téry jsou dulezitym cilem klinického vyzkumu, protoze zahrnuji proteiny zodpovédné
za cystickou fibrozu, nebo ptirozenou rezistenci rakovinnych bunék vici lé¢ivim (Al-

berts et. al., 2002).

2.3.1 ATPasy P-typu

Rodina ATPas P-typu ¢ita okolo 300 ¢lent s podobnym mechanismem iontového trans-
portu (Kaplan, 2002). ATPasy P-typu jsou zivotné dileZité pro vSechny eukaryotni i pro
vétSinu prokaryotnich bunék. Jsou zodpovédné za transport iontll pfes membrany, tvor-
bu elektrochemického gradientu a zajiSt'uji 1 asymetrickou distribuci lipida napti¢ mem-
branami. Tyto esencialni pumpy spottebovavaji znacnou ¢ast energie buiiky - celkové se
jedna o 1/3 veskeré energie, nicméné v mozku se hodnoty pohybuji od 40 do 70 % cel-

kové energie (Bublitz et. al., 2016).

Klasifikace ATPas P-typu je zalozena na substratové specifité enzymu. D¢lime je do
5 tfid (P — Pv), Z nichz nejlépe prostudovana je tfida Py;. Do této skupiny patii zivoc¢isna

Ca®*-ATPasa a Na'/K*-ATPasa, ale naptiklad 1 H*-ATPasa, lokalizovana v buiikach
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rostlin a hub (Bublitz et. al., 2010). Tato rodina ovSem nezahrnuje pouze sodné, drasel-
né nebo protonové pumpy, ale také pumpy transportujici t€zké kovy a lipidy (Axelsen
a Palmgren, 2001).

Pouze u dvou enzymi z této skupiny byl popsan funkéni celek slozeny z vice nez
jedné podjednotky. Jedna se o enzymy H'/K'-ATPasa a Na'/K*-ATPasa, pficemz oba
tyto enzymy jsou tvoreny podjednotkami o a B. Jednim z moznych vysvétleni je, ze
transport draselnych iont vyzaduje specifickou stabilizaci, kterou umozniuje praveé pod-

jednotka B (Kaplan, 2002).
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2.4 Na'/K'-ATPasa

Na'/K'-ATPasa (sodno-draselna pumpa, NKA) je membrinové vazany protein
s katalytickymi vlastnostmi, skladajici se ze dvou podjednotek (Obr. 7). Jedna se tedy
0 heterodimer, tvofeny komplexem podjednotek a a B, s nimiZ je asociovan protein
z FXYD rodiny (Casto oznacovan jako podjednotka y) (Morth et. al., 2007). Jednotlivé
podjednotky budou detailné popsany v nasledujicich podkapitolach.

Pumpa je zodpovédnéd za udrzovani elektrochemického gradientu napti¢ plasmatic-
kou membranou, coz je nezbytné pro regulaci objemu bunky, udrzovani klidového po-

tencialu nebo pro sekundarni aktivni transportni systémy (Capendeguy et. al., 2006).

Obr. 7: Celkova struktura Na'/K*-ATPasy vytvorena na zdkladné krystalové struktury s PDB 1D
2ZXE (Shinoda, 2009) pomoci programu PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics Systém,
2013).
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2.4.1 Transportni cyklus Na'/K*-ATPasy

Béhem transportniho cyklu vaze pumpa tfi cytoplasmatické Na* ionty a uvoliiuje je na
extracelularni strané membrany, nasledné vaze dva extracelularni K™ ionty a transportu-
je do cytoplasmy. Cely proces je umoznén diky energii ziskané hydrolyzou ATP (Ca-
pendeguy et. al., 2006). Transport iontii umoznuji konforma¢ni zmény enzymu mezi
dvéma stavy, Casto oznaCovany jako E; a E; (Morth et. al., 2007). Transportni cyklus
sodno-draselné pumpy je detailné popsan v Obr. 8. Toto schéma se oznacuje jako Post-

Alberstv diagram.

®
2K*

E;-3Na*-ATP E,-ATP E,-2K*-ATP

Obr. 8: Post-Alberstiv diagram ilustrujici reakéni cyklus NKA. Prvni fazi cyklu je vazba intrace-
lularnich sodnych iontl na protein, coz katalyzuje fosforylaci samotného enzymu pomoci jiz
navazaného ATP. Toto uspofadani se nazyva E; a protein pii ném vykazuje vysokou afinitu
praveé pro sodné ionty a ATP. Fosforylaci se stav méni na E;P, nasledné¢ ADP opousti protein,
diky ¢emuz mohou byt okludovany sodné ionty. Tti sodné ionty jsou vypustény na extracelular-
ni strané. Po vazbé draselnych ionti na vnéj§im povrchu proteinu se konformace méni na E,P.
Dale dochazi k defosforylaci proteinu, uvolni se fosfat na vnitini strané proteinu a dojde
k okluzi draselnych ionti. Konformace se zméni na E;K,. Uvolnéni draselnych iontl do intrace-
lularniho prostoru je katalyzovan ATP, které se navaze do mista s velmi nizkou afinitou. Enzym
se z konformaéniho stavu E, vraci zpét do E;, kde ma nizkou afinitu pro draselné ionty. Diky
tomu jsou draselné ionty uvolnény na intracelularni strané a protein je pfipraven zacit novy cyk-
lus (Kaplan, 2002). Obrazky konformaci s vazanymi sodnymi nebo draselnymi ionty byla vy-
tvofena na zakladé krystalovych struktur s PDB ID 4HPQ (Nyblom et. al., 2013) a 2ZXE
(Shinoda, 2009).
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2.4.2 Podjednotka a

Podjednotka a Na'/K*-ATPasy se sklada piiblizné z 1000 aminokyselinovych zbytk,
coz odpovida molekulové hmotnosti 110 kDa (Morth et. al., 2007). Struktura podjed-
notky a je zobrazena na Obr. 9. Podjednotka o obsahuje katalytické misto pro ATP,
vazebna mista pro sodné i draselné ionty a také vazebné misto pro ouabain — specificky
inhibitor sodno-draselné pumpy (Capendeguy et. al., 2006). Tato podjednotka je tvoie-
na 10 transmembranovymi segmenty oznacovanymi M1 — M10 (Morth et. al., 2007)
a ttemi cytoplasmatickymi doménami, pojmenovanymi podle své funkce. Prvni je do-
ména A (z anglického ,,anchor nebo ,actuator) ukotvujici enzym, dalsi doména
P (z anglického ,,phosphorylation*) podléha fosforylaci a doména N (podle ,,nucleotide-
binding*) umoznuje vazbu ATP (Toyoshima et. al., 2011). Strukturu této podjednotky

prezentujeme na Obr. 9.

Podjednotka o se v lidském téle vyskytuje ve Ctyfech ruznych isoformach (Lingrel
et. al., 2007). Isoforma a4 (kddovana genem ATP1Al) se vyskytuje ve vSech tkanich,
kde je prevladajici isoformou. Také se jako, jedina isoforma, vyskytuje ve vnéjsi ledvi-
nové dieni. Isoforma ay (kddovéna genem ATP1A2) je dominantni isoformou pii¢né
pruhované svaloviny, nicméné mize se vyskytovat i v mozku (astrocyty), srdci, o¢nich
bulvach a adiposni tkani. Dalsi isoformou vyskytujici se také v mozku, ale pouze
Vv neuronech, je az kodovana genem ATP1A3 (Morth et. al., 2008). Posledni isoformou
je o4 (kodovana genem ATP1A4), ktera je exprimovana vyhradné ve varlatech (Woo

et. al., 2000).
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Obr. 9: Struktura podjednotky o ziskana pomoci programu PyMOL (The PyMOL Molecular
Graphics Systém, 2013) na zéklad¢ struktury s PDB ID 2ZXE (Shinoda, 2009). Transmembra-
nova cast proteinu je zobrazena Sed¢, modie je zobrazena A doména, P doména je zluta a N
doména je rizova.

2.4.3 Podjednotka p

Podjednotka B ma velikost okolo 55 kDa (cca 370 aminokyselin) a u ¢lovéka byly
popsany jeji 3 isoformy (Geering, 2008). Sklada se z N-terminalni cytoplasmatické do-
mény, obsahujici pfiblizné tficet aminokyselin, jednoho transmembranového helixu,
lokalizovaného ve zlabku mezi M7 a M10 smyckou podjednotky a a velké ektodomény,
pokryvajici témét cely extracelularni povrch podjednotky a (Toyoshima et. al., 2011).

Samostatna struktura podjednotky B je pak znazornéna na Obr. 10.

Podjednotka B je glykoprotein, fungujici jako molekularni chaperon. Tato podjed-
notka vyznamné ovliviiuje strukturu, ale i funkci NKA. Napomaha také sbaleni a inte-
graci podjednotky a do plasmatické membrany (Geering, 2001; Geering 2008). Pomoci
elektronové mikroskopie bylo zjisténo, ze podjednotka B pokryva extracelularni smycky

17



mezi helixy M5 a M6 a mezi M7 a M8 podjednotky a, pfi¢emz nad nimi tvoii uzavér,

coz naznacuje ucast podjednotky B v transportu draselnych iontti (Morth et. al., 2007).

Obr. 10: Struktura podjednotky B ziskana pomoci programu PyMOL (The PyMOL Molecular
Graphics Systém, 2013) na zakladé struktury s PDB ID 2ZXE (Shinoda, 2009).
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2.4.4 FXYD proteiny

Ve vétsing pripadi je a p komplex asociovan s tkanoveé specifickym proteinem z FXYD
rodiny. Lidské télo obsahuje celkem 7 riznych proteind z této rodiny a konkrétné pro-
tein FXYD2 byva v literatuie ¢asto oznacovan jako podjednotka y. Jedna se o proteiny
tvofené piiblizn¢ 30 aminokyselinami, vétSinou se strukturou a-helixu (viz Obr. 11). Na
zéklad¢ struktury ziskané pomoci nuklearni magnetické rezonance (NMR) bylo zjisténo,
7e extracelularni ¢ast téchto proteinti obsahuje konzervovanou sekvenci aminokyselin
fenylalanin — libovolna aminokyselina — tyrosin — kyselina asparagova (FXYD) (Morth
et. al., 2007). V ptipadé¢ NKA jsou nejlépe prostudované proteiny FXYDI, FXYD2
a FXYD4 (Geering, 2008).

Jelikoz jsou tyto proteiny tkanove specifické, je pravdépodobné, Ze reguluji aktivitu
sodno-draselné pumpy podle specifickych potieb danych bunék. Nasvéd¢uji tomu roz-
sahlé¢ interakce S ostatnimi podjednotkami (Geering, 2008), jako je asociace
s katalytickou podjednotkou a V misté transmembranového helixu M9 (Morth et. al.,
2007). Interakce probiha také v oblasti klicky mezi helixy M7 a M8, kde je pfipojena
i podjednotka B (Zouzoulas a Blostein, 2006).

Obr. 11: Struktura FXYD2 proteinu ziskana pomoci programu PyMOL (The PyMOL Molecular
Graphics Systém, 2013) na zakladé modifikace struktury s PDB ID 2ZXE (Shinoda, 2009).
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2.4.5 Onemocnéni souvisejici s Na'/K*-ATPasou

Jednim z vyznamnych sméri vyzkumu Na'/K*-ATPasy je studium neurologickych po-
ruch spojenych s mutacemi v genu ATP1A3 kodujici az isoformu. Tyto mutace jsou ¢as-
to spojovany se tfemi neurologickymi poruchami — Parkinsonova nemoc s ¢asnym na-
stupem (Rapid-Onset Dystonia Parkinsonism, RPD, DYT12), détska hemiplegie (Alter-
nating Hemiplegia of Childhood, AHC) a syndrom CAPOS (nazev odvozen od projevi
tohoto syndromu — Cerebellar ataxia, Areflexia, Pes cavus, Optic atrophy, Sensorineural

hearing loss).

V piipadé RDP se jedna o autosomalné-dominantni pohybovou poruchu s rozdilnou
expresi a snizenou penetraci genu ATP1A3. Projevy této nemoci jsou charakterizovany
dystonii, doprovazenou typickymi symptomy Parkinsonova onemocnéni jako je ties,
ztrata mimiky, obtizna artikulace nebo svalova ztuhlost. Nastup symptomu je nahly
a trva v rozmezi nékolika hodin az tydnli. Nemoc je ¢asto spusténa fyzickym nebo emo-
I de novo mutace, které zptisobuji naruseni stability a funkce NKA (de Carvalho Aguiar
et. al., 2004).

Dalsim onemocnénim je AHC, coz je pomérné vzacna neurologicka porucha. Typic-
kymi ptiznaky jsou hemiplegické epizody, doprovazené abnormalnimi pohyby oci, hy-
potonii a nechténymi pohyby. Tyto hemiplegické epizody mohou trvat n¢kolik minut,
cem veku ditéte. VEtSina pacientd trpi sporadickou formou tohoto onemocnéni, jez lze
jen velmi tézko diagnostikovat rutinnimi laboratornimi testy nebo neurologickymi vy-
Setfenimi (Sasaki et. al., 2014).

Posledni jmenovanym je syndrom CAPOS. Jde o velice vzacnou neurologickou po-
ruchu, ktera byla zatim popsana pouze u tfi rodin. Jedna se o autosomalné¢ dominantni
nebo mitochondridlné dédicné onemocnéni. Typickymi syndromy odvozujicimi nazev
jsou porucha koordinace pohybii, ztrata sluchu, ztrata reflexi, vyklenuté nohy, ubytek

nervové tkané o¢niho nervu a dalsi (Demos et. al., 2014).

AHC a RDP jsou zptuisobené mutacemi ve stejném genu. Nabizi se tedy porovnani
téchto dvou onemocnéni. Rosewich et. al. (2012) ve svém vyzkumu porovnali genotypy
a fenotypy pacienti trpicich AHC s pacienty trpicimi onemocnénim RDP. Nékolik

symptomu té€chto chorob se piekryvalo (napt. nahly nastup dystonickych epizod spusté-
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nych emociondlnim stresem nebo projevy dysfunkce mozkového kmenu). Oproti tomu
epizodické hemiplegie a kvadruplegie jsou typické pouze pro AHC (Rosewich et. al.,
2012). V piipadé RDP jsou mutace zpusobujici onemocnéni rozptyleny po celém pro-
teinu, zatimco mutace zpusobujici AHC se soustied’uji do jednoho konkrétniho regionu.
Samotné bodové mutace zpsobujici RDP se 1isi od mutaci zptsobujicich AHC, nicmé-

n¢ byla objevena jedina spole¢na mutace, a to D923N (Heinzen et. al., 2014).
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2.5 Vybrané metody molekularni biotechnologie

2.5.1 Klonovaci vektory

Jako klonovaci vektory se nejcastéji pouzivaji plasmidy. Plasmid je dvouietézcova ex-
trachromosomalni, cirkularni molekula DNA schopna sebe-replikace. Velikost plasmidu
je vrozmezi 1 — 500 kb, coz odpovida 0,1 — 5 % celkového mnozstvi DNA v buiice.
Plasmidy se pfirozen¢ vyskytuji v cytoplasmé prakticky vsech bakterii. Geny obsazené
Vv plasmidu nejsou esencialni pro pieziti organismu, ale udéluji mu jistou vyhodu pii

vystaveni riznym podminkam.

Plasmid, jako autonomni sebe-replikujici element, ma velky potencial pro tvorbu
vektoru obsahujici klonovanou DNA. OvSem pfirozené se vyskytujici plasmidy postra-
daji nékolik dulezitych znakl pozadovanych pro vysoce kvalitni klonovaci vektory.
Naptiklad postradaji unikatni rozpoznavaci mista pro restrik¢ni endonukleazy (multi-
klonovaci misto, MCS). Pfirozené plasmidy dale neobsahuji selekéni markery, kterych
se vyuziva pii identifikaci konstruktu v hostitelské buiice. Obecné takovy konstrukt ob-

sahuje klonovaci vektor spolu s vlozenou DNA (Glick et. al., 2010).

Klonovaci vektor obecné musi obsahovat geny potiebné k vlastni replikaci, klonova-
ci misto (MCS) a geny rezistence pro budouci selekci nebo dalsi regula¢ni geny. Pii
tvorbé konstruktu je cirkularni vektor nejprve enzymaticky rozstépen restrikéni endo-
nukleazou a do tohoto mista je vlozena DNA kodujici geny, které chceme exprimovat.
Ke spojeni vektoru dojde opét enzymaticky, a to pomoci DNA-ligazy za vzniku hybrid-

niho plasmidu, slouziciho jako klonovaci vektor.

Vétsina plasmidovych vektord, vyuzivanych pro klonovani, je omezena velikosti
vlozené DNA (maximalné 10 kb insertovaného DNA). Nicménég, pro tvorbu napft. ge-
novych knihoven, je ¢asto potieba vlozit mnohem vétsi mnozstvi genetické informace.
Pro tyto ucely byly vyvinuty vysokokapacitni klonovaci systémy, jako jsou umélé
chromosomy. Piehled nékterych z téchto systému je zobrazen v Tab. 2 (Glick et. al.,
2010).
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Tab. 2: Insertni kapacity bézn¢ pouzivanych vektort pro klonovani (Pfevzato a upraveno podle
Glick et. al., 2010).

Vektorovy systém Hostitelska buiika Insertni kapacita
(kb)
Bakteriofag A ME. coli 10-20
Kosmid E. coli 35-45
Bakterialni artificialni chromosom E. coli 50 - 300
Kvasinkovy artificialni chromosom Kvasinka 100 — 2000
Lidsky artificialni chromosom Kultura lidskych bunék >2000

2.5.2 Heterologni exprese proteini

Prvnim krokem heterologni expresi proteind je transformace, neboli zavedeni cizorodé
DNA do hostitelské buiky. Ptirozeny transformacni proces zahrnuje navazani dvou-
vlaknové molekuly DNA na komponenty bunééné stény, vstup DNA do periplasmy,
ptenos jednoho vlakna do cytoplazmy (druhé je degradovano) a integraci linearniho
DNA do chromosomu. Pokud je zavadéna DNA ve formé plasmidu je nutné nejprve
syntetizovat komplementarni vlakno v cytoplasmé. Transformace obecné neni pfilis

efektivni proces, jelikoz transformovana je obvykle pouze jedna buiika z tisice.

Pro heterologni expresi membranovych proteint se ¢asto vyuzivaji kvasinky. Jedna
se 0 jednobunééné eukaryotnimi organismy, pattici do fiSe hub. Kvasinky sdileji vétSinu
molekularnich, genetickych i biochemickych znakl s vyssimi eukaryoty, a proto jsou
vhodné pro heterologni produkci proteind. Navic mé exprese v kvasinkéach stejné vyho-
dy jako exprese Vv jednodussich prokaryotnich organismech (rychly rast bunék a nizké
finan¢ni naklady). Nejtypictéjsi kvasinkou pouzivanou pro heterologni expresi je Sac-

charomyces cerevisiae (Glick et. al., 2010).

Po transformaci je nutné identifikovat bunky, které obsahuji plasmid s klonovanou
DNA. Princip selekce budeme ilustrovat pomoci nasledujiciho ptikladu. Uvazujme se-
lekci bakterii obsahujicich plasmid pBR322, do které¢ho byla vloZena DNA. V tomto
piipadé je selekce umoznéna diky piitomnosti gen@i antibiotické rezistence (gen Amp"),
umisténych ptimo na plasmidu. Po transformaci jsou buiiky inkubovany na médiu bez
antibiotik, aby mohlo dojit k expresi genti pro antibiotickou rezistenci. Nasledn¢ jsou
buniky pfemistény na médium obsahujici antibiotikum ampicilin. Bunky obsahujici

plasmid pBR322 (s vlozenou DNA, ale i bez ni) mohou na tomto médiu rist, protoze
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obsahuji neporuseny gen Amp' z pBR322 vektoru. Netransformované buiiky jsou citlivé

na ampicilin, proto nejsou schopny ristu na tomto médiu a umiraji (Glick et. al., 2010).

Selek¢ni strategie pro expresi v kvasinkach je zaloZzena na auxotrofnich selekénich
markerech nebo antibiotickych selek¢nich markerech. Nejcastéjsi vyuzivanou metodou
je transformace a selekce pomoci auxotrofnich markert, jako jsou TRP1 (Tschumper
a Carbon, 1980), HIS3 (Struhl a Davis, 1980), LEU2, URA3 (Rose et. al., 1984). Ex-
presni plasmidy jsou parovany s dostupnymi kmeny S. cerevisiae, které jsou auxotrofni
pro danou slozku kultivaéniho média (napf. tryptofan, histidin, leucin a uracil). Takto
dostaneme mutantni kmeny kvasinek s vyfazenymi auxotrofnimi geny. Nevyhodou
auxotrofni selekce mize byt pozadavek na kontinualni udrzovani selek¢éniho tlaku po-

moci minimalniho média bez obsahu pftislusnych zivin (Guthrie, 1991).

Druhou moznosti je selekce pomoci antibiotik, coZ je podobny proces jako u bakterii.
Tato selekce nabizi dobrou alternativu predev§im pro organismy, které nejsou auxotrof-
ni. Navic mohou byt organismy péstovany na rustovych médiich bohatych na ziviny.
Tato antibiotika ¢asto ovliviyji zejména funkci ribozomtl, proto se studie exprese pro-
teint provadéji v tekutych médiich s dostatkem Zivin a bez piitomnosti antibiotik (Ro-

binson, 2011).

Dalsim krokem heterologni exprese proteint je pienos vybrané kultury do vétSiho
objemu, kde maji buriky optimalni podminky pro rust (slozeni kultivaéniho média, aera-
ce, zdroj uhliku, energie a zivin). V této fazi kultivace protein jesté neni exprimovan
piilis siln¢ a je tedy nutné spusténi exprese proteinu, ktery je casto pod kontrolou indu-

cibilniho promotoru.

2.5.3 Inducibilni promotory
Promotor je nekodujici sekvence genu, na kterou se vaze RNA polymeraza a iniciuje se
transkripce. Inducibilni promotory maji v molekularni biotechnologii velky vyznam,
protoze dovoluji ur€it ¢as a Uroven genové exprese. Ke své funkcei potiebuji nizkomole-
kularni latku zvanou induktor. Inducibilni promotory se vyuzivaji zejména v ptipade,
kdy je nutna pfisna regulace exprese, protoze nadexprimované proteiny by mohly byt
pro hostitelsky organismus toxické (Robinson, 2011).

Ptikladem inducibilnich promotort jsou MET25 (gen negativné regulovan methioni-
nem), CUP1 (gen aktivovan méd’natymi ionty) nebo GAL1, GAL4, GAL7 a GAL10 (ge-

ny aktivovany galaktosou a inhibovany glukosou) (Romanos et. al., 1992). Mezi nej-
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nich a regula¢nich genl kodujici enzymy zodpoveédné za vyuziti galaktosy (Johnston,
1987). Produkty GAL gent napi. transportuji galaktosu do bufiky nebo pfeménuji intra-
celularni galaktosu na glukosa-1-fosfat. Galaktosové inducibilni promotory Pgaii
a PgaL1-10 JSOU Casto pouzivany pro produkci membranovych protein vzhledem k jejich

efektivnimu regula¢nimu mechanismu (Lohr et. al., 1995).

2.5.4 Purifikace membranovych proteini

Purifikace membranovych proteint je stézejni pro jejich kompletni strukturni charakte-
rizaci a porozuméni jejich biologickym funkcim. Pfi purifikaci membranovych proteinti
je kladen daraz na zachovani jejich aktivity (napi. schopnost proteint katalyzovat reak-
ce, zajistit proudéni iontl nebo vézat specifické ligandy, stejné jako by tomu bylo
Vv in vivo prostiedi).

Prvnim krokem purifikace membranovych proteint je rozbiti bun¢k, napt. pomoci
kulickového homogenizatoru. Bunécny lyzat je ndsledné podroben sérii centrifugaci,
jejichz vysledkem jsou izolované bunécné membrany. Béhem manipulace s buiikami se
mohou uvoliovat proteasy, které¢ by mohly narusit strukturu a aktivitu proteinu. Proto se
k bunikam ptidavaji slouceniny zabrafnujici proteolyze membranovych proteint. Pikla-
dem téchto sloucenin mohou byt ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) a aminopo-
lykarboxylova kyselina (EGTA), které inhibuji kation-dependentni proteasy nebo fe-
nylmethylsulfonyl fluorid (PMSF), inhibujici serionové proteasy. Postup piipravy
membranovych frakci se zna¢né 1isi pro periferni a integralni membranové proteiny.
Obecné je obtiznéjsi izolace integralnich membranovych proteint, jelikoz jsou pevné
ukotveny v bunééné membrané. Tyto proteiny je nutné z membrany izolovat pomoci
detergentll, pfiCemz Vybér detergentu je klicovy z hlediska zachovani aktivity pfipravo-
vaného enzymu. Pfili§ silny detergent rozrusi nejen membranu, ale i purifikovany pro-
tein a naopak pfili§ slaby detergent ma nizkou Géinnost a vysledny vytézek proteinu je
nizky (Deutscher, 1990).

Obecné detergenty miizeme rozdélit do 2 skupin — iontogenni a neiontogenni. Pfi-
¢emz iontogenni detergenty mohou byt aniontové (SDS, cholat), kationtové (akryltrime-
thylamonné soli) nebo zwiteriontogenni (CHAPS). Tyto detergenty jsou obecné velmi

ucinné pii purifikaci integralnich membranovych proteinti a pfedchazeji vzniku agrega-
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th. Tontogenni detergenty maji také vysokou (>1 mM) kritickou micelarni koncentraci
(CMC), tudiz mohou byt snadno odstranény ze vzorku napft. dialyzou.

Druhou skupinou jsou neiontogenni detergenty, zahrnujici oktylglukosidy, polyoxye-
thylenové derivaty nebo digitonin (komer¢nimi nazvy Triton X-100, Lubrol PX a Twe-
en). Oproti iontogennim detergentim zpusobuji slabou disociaci proteinovych kom-
plexd, ale vétsina proteint V jejich ptitomnosti vykazuje vyssi stabilitu. Neiontogenni
detergenty maji také nizkou CMC (<1 mM) as jejich odstranéni ze vzorki je kompliko-
vané (Deutscher, 1990). Obecné je mozné kombinovat rizné detergenty za Géelem zvy-
Seni vytézku a stability piipravovaného proteinu (Cremo et. al., 1981).

Kwvili zachovani aktivity membranovych proteinti se Casto vyuzivaji specifické lipidy
(nejcastéji fosfolipidy), které se ptirozené nachazeji v bunéénych membranach. Lipidy
také chrani protein pfi pfili§ vysoké koncentraci detergenti. NejcastéjSimi ptidavnymi
lipidy jsou soéjovy azolektin, lipidovy extrakt z mozku hovéziho dobytka nebo fos-
fatidylcholin (Deutscher, 1990).

Pro specifické odd¢leni nadexprimovanych proteini od téch abundantnich se ¢asto
pouziva metoda afinitni chromatografie. Principem této metody je interakce ligandu
imobilizovanym na koloné¢ s proteinem, ktery chceme purifikovat. Existuji 3 typy téchto
ligandti — specificky ligand (inhibitor enzymu, hormon, neurotransmiter), obecny ligand
(lektin) nebo protilatka. Nevyhodou této metody je vznik proteinovych agregatii nebo
nespecifické vazby na kolonu. Tyto nevyhody mohou byt odstranény volbou vhodného
detergentu a pufru (Deutscher, 1990). Interakce ligandového paru je nasledné naruSena
zménou podminek (pH, iontova sila, koncentrace soli, ...) v elu¢niho kroku. Podminky
eluce ale mohou byt pro samotny protein drastické, a proto je za eluci Casto zatazena
dialyza, kterd umoZzni zmirnit negativni vliv téchto podminek. Pokud ma navic ziskany
protein nizkou koncentraci, je mozné ji zvysit pomoci specialnich centrifugacnich filtr

a nasledn¢ jej standardné analyzovat.
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2.6 Stanoveni Cistoty a mnoZstvi proteinii

Praxe Casto vyzaduje rychlé a piesné urceni koncentrace a Cistoty pifipravovaného pro-
teinu. K tomuto tcelu je mozné pouzit rozmanitou $kalu metod, jako jsou napiiklad
imuno-detekce specifického proteinu (Western blot), elektroforetické metody a metody
uréeni koncentrace proteinu. Jednotlivé metody blize popiSeme v nasledujicich podkapi-

tolach.

2.6.1 Elektroforéza

Elektroforéza, neboli migrace iontli ve stejnosmérném elektrickém poli, se velmi Casto
pouziva pro analytické déleni biologickych latek. Nabité ¢astice rozpusténé
v elektrolytu se v elektrickém poli pohybuji konstantni rychlosti, ktera je pfimo tmérna
velikosti a naboji (anionty migruji k anodg, kationty ke katod¢). VVzorek se pohybuje na
pevném podkladu (nosici), ktery by mél byt hydrofilni, nerozpustny ve vodé a mél by
mit co nejméné adsorp¢nich schopnosti. Velmi Casto se vyuzivaji gelové nosice, jako je
agarosovy gel nebo polyakrylamidovy gel, vyjimeéné i gel skrobovy. Gelova elektrofo-
réza patii mezi nejpraktictéjsi a nejvykonnéj$i metody pouzivané pro déleni makromo-

lekul.

Casto vyuzivanou modifikaci elektroforézy je polyakrylamidova elektroforéza za
denaturujicich podminek (SDS-PAGE). Tato metoda pracuje s proteiny denaturovanymi
pomoci detergentu dodecylsiran sodného (SDS).  Vzniklé komplexy proteinu
s detergentem mayji prakticky stejny povrchovy (zaporny) naboj, tim padem se v zonové
elektroforetickém uspofadani déli pouze podle molekulovych hmotnosti (Luhova et. al.,

2012).

2.6.2 Western blot

Metoda Western blot se vyuziva k specifické detekci proteinu ve vzorku. Sklada se ze
tfi zakladnich ¢asti — elektroforetické separace proteinti, pfenosu separovanych proteinti
na membranu a detekce proteinti. Nejdiive se provede gelova elektroforéza (obvykle
SDS-PAGE), kdy se jednotlivé proteiny rozdéli na frakce. Nasledné jsou proteiny pie-
neseny na membranu pisobenim elektrického proudu v blotovacim zatizeni. Pfitomnost
proteinu je na membrané detekovana pomoci primarni protilatky. Primarni protilatka se
navaze na protein a v dalSim kroku je detekovéna sekundarni protildtkou. Pfitomnost
sekundarni protilatky je detekovana fluorescencné nebo chemiluminiscenéné, podle

toho jakou znacku sekundarni protilatka nese. Velikost signalu mize byt vyhodnocova-
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na srovnanim s nanesenym proteinovym markerem, coz je komeréné dostupnd smés

proteinti o znamé velikosti (labguide.cz).

2.6.3 Metody urceni koncentrace celkovych proteini

Mezi metody ur¢eni koncentrace proteint patii naptiklad Lowryho metoda, Bicinchoni-
nova metoda, spektroskopicka detekce pomoci absorbance pii vinové délce 280 nm,
Bradfordova metoda a dalsi. Metoda Bradfordové je nejpouzivanéjsi metodou stanoveni
koncentrace proteini diky své rychlosti a jednoduchosti. Principem metody je vazba
barviva Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-250 na molekulu proteinu. Barva samotného
¢inidla je hnéda a po reakci s proteinem se méni na intenzivné modrou. Citlivost metody
je obvykle 1 mg/ml v zavislosti na pfitomnosti bazickych aminokyselin (zejména argi-
ninu) nebo aromatickych aminokyselin. Tyto aminokyseliny jsou z velké ¢asti zodpo-
védné za zménu barvy, kterd je spektrofotometricky monitorovéna na vinové délce 595
nm. Nevyhodou muize byt destruktivnost metody (vzorek je pro dalsi analyzu nepouzi-

telny) a pfipadna interference latek, zejména detergentti (nanoed.tul.cz).

2.6.4 Urceni ATPasové aktivity

Béhem reakéniho cyklu ATPas dochézi k Stépeni ATP na ADP a P;. Produkty reakce lze
vyuzit pro sledovani aktivity této skupiny proteint. V pfipadé Na'/K*-ATPasy lze urdit
aktivitu enzymu dvéma riznymi metodami. Prvni metoda je zalozena na spfaZeni na-

sledujicich n€kolika enzymatickych reakci (Norby, 1988):
NKA

ATP + H,0 <> P, + ADP
PK

ADP + PEP < ATP + Py

LDH
Py + NADH +H* «— La + NAD*

Kde NKA je Na'/K*-ATPasa, P; je anorganicky fosfat, PEP je fosfoenolpyruvat, PK
je pyruvat kinasa, Py je pyruvat, La je laktat a LDH je laktat dehydrogenasa.

Oproti tomu, druhd metoda detekuje kolorimetricky pifimo P; a je Casto nazyvana
jako metoda Baginského. Tato metoda sleduje zménu absorbance na vinové délce
710 nm, ktera je piimo imérnd modrému zbarveni, které vznika reakci molybdenanu
amonného s fosfatem v kyselém prostfedi. Metoda je velmi citlivd, jednoduchd a je

mozné ji snadno automatizovat (Baginsky et. al., 1964).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Chemikalie
3.1.1 Kmen kvasinek

Pro expresi proteinu jsme pouzili kmen kvasinek Gal4APep4 (Lenoir et. al., 2002), kte-
ry jsme ziskali diky spolupraci s Univerzitou v Aarhusu (Dansko) na zakladé bilateralni

smlouvy.

3.1.2 Kultiva¢ni média

10x ASD médium (2 1, sterilni) — 100 g Siran amonny (Lachema), 15,52 g KH,PO, (La-
chema), 2,56 g K;HPO, (Lachema), 10 g MgS04.7H20 (Lachema), 2 g NaCl (Lach-
Ner), 2 ml 0,5% roztoku H3BO3; (Lachema), 2 ml 0,1% roztoku Kl (Lachema), 2 ml
0,4% roztoku MnSQO, (Roth), 1,2 ml 0,7% roztoku ZnSO, (Lachema), 0,8 ml 0,1% roz-
toku CuSQO,4.5H,0 (Lachema), 0,8 ml 0,5% roztoku FeCls (Roth), 0,8 ml 0,5% Na,MO,
(Roth)

10x aminokyselinovy roztok (1 1, sterilni) — 180 mg/l adenin (Sigma-Aldrich), 80 mg/I

kyselina p-aminobenzoova (Sigma-Aldrich) a nasledujici slozky vSechny o koncentraci
760 mg/l: alanin (Roth), arginin (Roth), kyselina aspardgova (Fluka), cystein (Roth),
kyselina glutamova (Sigma-Aldrich), glycin (Sigma-Aldrich), histidin (Sigma-Aldrich),
myo-inositol (Sigma-Aldrich), lysin (Roth), metionin (Fluka), fenylalanin (Fluka), pro-
lin (Sigma-Aldrich), serin (Roth), treonin (Roth), tryptofan (Sigma-Aldrich), tyrosin
(Alfa Aescar) a valin (Roth); pH 6,5

100x koncentrovany zasobni roztok leucinu a uracilu - 7,6 g/l leucinu (Roth) a 7,6 g/l

uracilu (Sigma-Aldrich)

Vitaminovy roztok (V-200) — 4 mg/l biotin (Roth), 400 mg/l pantotenat vapenaty
(Roth), 0,4 mg/l kyselina listova (Roth), 2000 mg/l myo-inositol (Sigma-Aldrich),

80 mg/l niacin (Roth), 40 mg/l kyselina p-aminobenzoova (Sigma-Aldrich), 80 mg/l
pyridoxin (Roth), 40 mg/l riboflavin (Lachner) a 80 mg/l tiamin (Lachner)

Expresni médium (minimalni médium, 2 1) — 60 ml glycerol (Lachner), 10 g glukosa
(Penta), 200 ml 10xAA mix, 200 ml 10x ASD, 2 ml 10% chlorid vapenaty (Lachner),
10 ml VV-200, 2 ml ampicilin (Biotika)
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Indukéni médium (2 1) — 60 ml 100% glycerol (Lachner), 200 ml 10x AA mix, 200 ml
10x ASD, 2 ml 10% chloridu vapenatého, 1 140% galaktosy (Roth), 10 ml V-200

YPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose) médium (1 1) — 15 g kvasinkovy extrakt (Serva)

a 15 g pepton (Serva)

10x YP (Yeast Extract-Peptone, 1 I) — 100 g kvasinkovy extrakt a 100 g pepton

3.1.3 Roztoky a pufry

Elektroforéza

3x AB (Akrylamid-Bis, 100 ml) — 480 g/l akrylamid (Bio-Rad), 15 g/l Bis-akrylamid
(Bio-Rad) (49,5% T a 3% C)

3x GB (gelovy pufr, 100 ml) — 3 M Trizma Base (Tris, Sigma-Aldrich), 0,3% SDS
(Serva); pH 8,45

10x vzorkovy pufr (100 ml) — 70% glycerol (Lachner), 150 mM Tris-HCI, 12% SDS,
0,05% bromfenolové modte (Roth); pH 6,8

10x Spodni pufr (11) —1 M Tris-HCI; pH 8,9

10x Horni pufr (500 ml) — 1 M Tris, 1 M Tricin (Bio-Rad), 1% SDS (Serva); pH 8,25

Zasobni roztok na 10% gel (100 ml) — 20 ml AB, 33,3 ml 3xGB, 10 ml 100% glycerol,
36,7 ml voda

Zasobni roztok na 4% gel (100 ml) — 4 ml AB, 12,5 ml 3xGB, 33,5 ml voda

100% glycerol

10% persulfat amonny (APS, Bio-Rad)
Tetramethylethylendiamin (TEMED, Bio-Rad)
100% isobutanol (Sigma-Aldrich)

Separaéni gel (na 2 skla) — 10 ml 10% zasobniho roztoku, 50 ul APS, 5 ul TEMED

Zaosttovaci gel (na 2 skla) — 5 ml 4% zasobniho roztoku, 40 ul APS, 4 ul TEMED

Odbarvovaci roztok pro SDS gely — 10% kyselina octova (Lachner)
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Barvici roztok pro SDS gely — 45% metanol (Lachner), 10% kyselina octovéd a 1 mg/ml
Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad)

Western blot

10x Pienosovy pufr (nitrocelulosova membrana, 1 1) — 18,9 g Tris, 90,1 g glycerol

10x TBS (nitrocelulosovd membrana, 500 ml) — 7,5 g Tris , 44 g NaCl (Lachner);
pH 7,4

TBS-T (nitrocelulosovd membrana, 1 1) — 1 1 TBS, 1 ml Tween 20 (Sigma-Aldrich)

Blokovaci roztok (nitrocelulosova membrana) — 5% suSené mléko (Nutri-Star) v TBS

0,1% roztok Ponceau S (Sigma-Aldrich) v 5% kyseliné octové na barveni pienesenych

proteini

Pienosovy pufr (PVDF membrana, 1 1) — 3,03 g Tris (Sigma-Aldrich), 14,4 g glycin,
100 ml metanol

Blokovaci roztok (PVDF membrana) — 5% susené mléko (Nutri-Star) v TBST

TBS-T (PVDF membrana, 11) —1,2114 g Tris-HCI 5,844 g NaCl, 1 ml 100% Tween 20
(Sigma-Aldrich)

100% metanol

Protiladtky — Primarni protilatka proti a3 isoformé byla Sodium Potasssium ATPase
Alpha 3 Antibody, polyklonalni IgG z kralika od Novus Biologicals.

Primarni protilatka proti Bl isoformé byla Anti-ATP1B1 ploklonélni IgG z kralika od
Merck Millipore.

Jako sekundarni protilatky pro obé primarni protilatky byla pouzita Goat Anti-Rabbit
IgG (H+L) Horseradish Peroxidase Conjugate od Bio-Rad.

Detekce sekundarni protilatky — detekce byla provedena pomoci sestavy Immobilon

Western Chemiluminiscent HRP Substrate (Merck-Millipore).
Transformace kvasinek

50% PEG4000 (100 ml) — 50 g polyethylenglykol 4000 (Sigma-Aldrich), 50 g voda
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10x Lithium acetat (LiAc) — 1 M LiAc (Sigma-Aldrich); pH 7,5 (upraveno pomoci ky-

seliny octové)

10x Tris/EDTA (TE) pufr - 100 mM Tris-HCI (Sigma-Aldrich), 10 mM kyselina ethy-
lendiamintetraoctova (EDTA, Fluka); pH 7,5

Roztok A — 0,5 ml 10x TE pufr, 0,5 ml 10x LiAc 4 ml MQ voda
Roztok B — 0,5 ml 10x TE pufr, 0,5 ml 10x LiAc, 4 ml 50% PEG4000
Piiprava kvasinkovych membran a purifikace proteinu z membran
Urea (Fluka)

KCI (Sigma-Aldrich)

100x Inhibitory proteas LPC — 1 mg/ml leupeptin (Sigma-Aldrich), 1 mg/ml pepstatin A

(Sigma-Aldrich), 1 mg/ml chymostatin (Sigma-Aldrich)

Lyza¢ni pufr (1 1) — 1,4 M sorbitol (Sigma-Aldrich), 10 mM MOPS/Tris (Sigma-
Aldrich), 1 mM EDTA a inhibitory proteas (1 MM PMFS, 1x LPC); pH 7,2

Membranovy pufr (1 1) — 10 mM MOPS/Tris, 1 mM EDTA, 25% glycerol a inhibitory

proteas; pH 7,2

Solubilizaéni pufr (1 1) — 250 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, 10% glycerol, 5 mM imi-
dazol (Sigma-Aldrich) a inhibitory proteas; pH 7,4

Promyvaci pufr (1 1) — 100 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, 10% glycerol, 10 mM imi-

dazol, 200 pg/ml detergent, 50 ug/ml lipidy, 10 ug/ml cholesterol (Sigma-Aldrich)
a inbitory proteas; pH 7,4

Eluéni pufr (1 1) — 100 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, 10% glycerol, 150 mM imidazol,
200 pg/ml detergent, 50 ug/ml lipidy, 10 pg/ml cholesterol (Sigma-Aldrich) a inbitory

proteas; pH 7,4

Dialyzac¢ni pufr (2 1) — 100 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, 10% glycerol; pH 7,4

100x zasobni roztok lipidi s detergentem — 20 mg/ml roztok detergentu a 10 mg/ml

roztoku lipida v chloroformu

Detergenty — n-dodecyl-p-D-maltopyranosid (DM, Antrace), n-dodecyl-a-D-maltosid
(aDDM, Antrace), n-dodecyl-p-D-maltosid (BDDM, Antrace), SDS, laurylmaltoseneo-
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pentylglykol (LMNG, Antrace) a oktaethylglykolmonododecylether (Ci,Es, Sigma-
Aldrich)

Lipidy — 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfo-L-serin (DOPS, Avanti), fosfatidylserin (PS,
Avanti) z prasec¢iho mozku a fosfatidylcholin (PC, Avanti)

Centrifugaéni filtry — Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units (Merck Millipore), Mo-
lecular Weight Cut-off (MWCO) 30 kDa

Dialyza¢ni membrana — Dialysis tubing cellulose membrane, MWCO 14 kDa (Sigma-
Aldrich)

Uréeni koncentrace Bradfordovou metodou

Barvivo Bradfordové — Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad), koncentrat

byl nafedén 4x pomoci vody, aby vznikl pracovni roztok

Proteinovy standard — 1mg/ml BSA ve 150 mM NaCl (Protein Standard, Sigma-
Aldrich)

3.2 Pouzité pristroje
e Kulickovy homogenizator BEAD-BEATER (Biospec Products, USA)

e Spektrometr pro mikrotitra¢ni desticky Synergy Mx (BIOTEK, USA)
e Ultracentrifuga Himac CP90OWX (Hitachi, Japan)
e Inkubator ISS-4075BR (Jeio Tech, Korea)

e Piistroj na vizualizaci Western blot a SDS PAGE gelt Amersham Imager 600
(GE Health Care Bio Products AB, Svédsko)
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3.3 Metody

3.3.1

3.3.2

Transformace kvasinek

Prvnim krokem bylo napéstovani kvasinek (kmen Gal4APep4) ve sterilnim mé-

diu, obsahujici v§echny potiebné ziviny (YPD médiu) do ODyso = 0,9.

Tato kultura byla sklizena centrifugaci (3000 g, 3 minuty) a pelet byl rozpustén
ve 40 ml sterilni vody. Centrifugace byla opakovana a vznikly pelet byl rozpus-
tén v 1 ml sterilni vody. Roztok byl opét centrifugovan (2500 g, 2 minuty), ale
pelet byl rozpustén v 1 ml roztoku A. Tato centrifugace byla zopakovéna a pelet
byl rozpustén v 250 ul roztoku A. Tento roztok kvasinek byl kompetentni

k transformaci.

Ke kvasinkam bylo pfidano 30 ul pfedem zdenaturované jedno-vlakenné DNA
Z buné€k spermii lososa (single stranded salmon sperm DNA, Invitrogene, kon-
centrace 10 pg/ul) a promichano pomoci vortexu. Tento roztok byl rozdélen na

mensi ¢asti po 55 pl.
K takto rozdélenym kvasinkam byla ptidina DNA pro transformaci (vektor).

Nasledné byl ke kvasinkam pfidan roztoku B (300 ul) a smés byla inkubovana
30 minut pii 30°C.

Vlozeni vektoru do bunék kvasinek byl proveden pomoci tepelného soku — in-

kubace ve vodni l4zni pfi teploté 42 °C po dobu 15 minut.

Po tepelném Soku byly kvasinky centrifugovany (2500 g, 2 minuty) a rozpustény
ve 100 pl sterilni vody. Tento roztok byl rozetfen na kultiva¢ni misky obsahujici

minimalni médium a antibiotikum ampicilin pro zamezeni infekce.
Misky s kvasinkami byly inkubovany pti 30 °C po dobu pfiblizné 72 hodin.
Péstovani kvasinek Saccharomyces cerevisiae pro produkci

membranovych proteini

K piipravé proteinu byl pouzit expresni vektor, zkonstruovany na zakladné vek-

toru pEMBLyex4 (viz Obr. 12).
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e Nejprve bylo nao¢kovano 5 ml minimalniho média s leucinem nebo s uracilem
kvasinkami z kultiva¢nich misek. Tyto kultury byly inkubovany 48 hodin pii
teploté 30°C.

e Nasledné bylo odebrano 100 pl z obou kultur a pfeneseno do 5 ml minimalniho
média pouze S uracilem pro selekci bunék kvasinek, obsahujicich pouze velké
mnozstvi kopii plasmidu. Tyto kultury byly inkubovany 48 hodin pfi teploté
30°C.

e Po této selekci bylo 50 ml minimalniho média (s uracilem nebo s leucinem) na-
oc¢kovano 500 pl kultury minimalniho média z predchoziho kroku. Tato kultura

byla inkubovéna 48 hodin pii 30°C.

e Pro expresi proteinu bylo nao¢kovano 2 1 expresniho média (ODg4so = 0,05) po-
moci 50 ml kultury. Tyto kultury byly inkubovany za stalého michani pfi teploté
30 °C po dobu 24 hodin.

e Indukce exprese proteinu byla provedena pii ODg4sg = 1 pomoci 200 ml induk¢-
niho média (2% galactosa). Dale byl pfidan roztok 10x YP tak, Ze vysledna kon-

centrace roztoku byla 1x.
e Nasledovala inkubace 36 hodin pfi teploté 15 °C za stalého michani.

e Kultura byla sklizena pomoci centrifugaci (2500 g, 5 minut) a dle potfeby ucho-

vana pro dal$i pouZiti.

NaeI 12439 \ ?
g QfﬁpR promot rAmpRN\
- 1 origin
pBR322 origin

lac promoter \

) Apal 2836
PspOMI 2836
Stul 2896
URA3 | T
pEMBLyex4

13523 bp |

EcoRI 9366 —

Af1II 9044 7

Ipha3
%n? origin alpha

BglII €806

Obr. 12: Vektor pEMBLvex4 pro expresi lidského komplexu a3fB; v kvasinkach. Tento vektor
obsahuje multiklonovaci misto, lac promotor a geny LEU2, URA3, AmpF.
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3.3.3

3.34

Priprava membran z kvasinkové kultury

Zmrazené nebo Cerstveé sklizené kvasinky byly smiseny se 10 ml lyza¢niho pufru

obsahujici inhibitory proteas.

Homogenizace byla provedena v 6 cyklech, kde se stiidala 1 minuta homogeni-
zovani pomoci sklenénych kulicek a ptistroje Bead Beater s 1 minutou inkubace

na ledé.

Takto rozbité kvasinky byly inkubovany s 2 M ureou a 100 mM KCI po dobu
25 minut pii 4 °C. Nasledné byl roztok centrifugovan (1 000 g, 10 minut) pfi
4°C. Pelet obsahujici nerozbité kvasinky byl odstranén a supernatant byl podro-

ben dalsi centrifugaci (20 000 g, 20 minut) pti 4°C.

Pelet z pfedchoziho kroku byl odstranén a supenatant byl rozdélen do ultracen-

trifugacnich kyvet a centrifugovan (160 000 g, 90 minut) pti 4°C.

Supernatant byl odstranén a pelet byl rozpuStén v membranovém pufru. Vznikly
roztok byl n€kolikrat homogenizovan pomoci sklenéného homogenizatoru Potte-

rova typu a vysledny roztok membran byl uskladnén pfi teploté -80°C.

Solubilizace kvasinkovych membran
Pfipravené membrany byly rozmraZeny na ledu a nasledné byl pfidan roztok de-
tergentu s lipidy tak, Ze vysledna koncentrace membran byla 2 mg/ml a koncen-

trace detergentu byla 4 mg/ml (pomér membrany:detergent byl 1:2).

Tento roztok byl za stalého michani inkubovén pii 4°C po dobu 2 hodin nebo

pfes noc.

Nerozpustné soucasti roztoku byly odstranény centrifugaci (164 000g, 30 mi-
nut). Pelet by odstranén a supernatant byl smisen s kolonovym materidlem pro
afinitni chromatografii v poméru 100 pl 50% kolonového materidlu na 10 mg

membran.

Roztok kolonového materidlu se solubilizovanymi membranami byl pfenesen do
prazdné kolony. Prebytecny roztok byl odstranén a nasledné byl kolonovy mate-
rial opakované (5x) promyt promyvacim pufrem o stejném objemu jako byl ob-

jem kolony.
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e Nasledn¢ byl pfidan elucni pufr, ktery byl ponechan 40 minut interagovat
s kolonovym materialem pti 4°C. Roztok byl jiméan z kolony a naplnén do dialy-
zacnich stiivek. Protein byl dialyzovan v dialyza¢nim pufru pfi teploté 4°C ptes

noc.

e Vysledny protein byl zakoncetrovan pomoci centrifugacnich filtri s propustnosti

molekul o velikosti 30 kDa.

Poznamka: Na zakladé predbéznych vysledkd jsme proces piipravy ¢istého proteinu

Z membran optimalizovali.
3.3.5 Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE) Tris-
Tricin
e Prvnim krokem byla pfiprava gelt pomoci stojanu s utésnénymi skly.
e Pomoci pipety byl nanesen separacni gel (10%), ktery byl ptevrstven 100% iso-

butanolem pro vyrovnani hranice mezi zaostfovacim a separatnim gelem. Gel

tuhnul cca 45 minut.

e Nasledné byla odstranéna piebyte¢na voda a isobutanol. Poté byl nanesen zaost-

fovaci gel (4%), ktery tuhnul minimalné 30 minut.

e Pripravené gely ve sklech byly umistény do elektroforetické cely. Mezi skla byl
pfidan horni pufr (koncentrace 1x) a do okolniho prostoru cely byl nalit spodni

pufr (koncentrace 1x).

e Citlivé denaturované (10 minut pfi pokojové teploté) vzorky proteinti se Vzorko-

vym pufrem byly aplikovany na gel.

Poznamka: Denaturace membranovych proteini pomoci standardniho protokolu, tj. in-
kubace vzorkl se vzorkovym pufrem pii 70°C po dobu 30 minut, vede ke vzniku agre-

gatl, které znehodnocuji vysledky elektroforézy.

e Cela byla uzaviena krytem a pfipojena ke zdroji stejnosmérného proudu. Sepa-

race probihala 70 — 100 minut pfi napéti 120 — 130 V.

e Po dosazeni spodni hrany skel ¢elem gelu byla separace zastavena, gel byl vy-

jmut z prostoru mezi skly a barven 30 minut pomoci barviciho roztoku.
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3.3.6

Obarveny gel byl néasledné ptes noc odbarven pomoci odbarvovaciho roztoku.

Odbarveny gel byl dale vyhodnocen pomoci piistroje Imersham Imager 600.

Western blotting s nitrocelulosovou membranou

Po elektroforéze byla sestavena blotovaci sestava v poradi spodni elektroda, blo-
tovaci papir, membrana, gel, blotovaci papir a horni elektroda. Blotovaci papiry

i membrana byly pfedem namoceny v pienosovém pufru.
Blotovani bylo provedeno pii proudu 172 mA po dobu 1 hodiny.

Nasledn¢ byla membrana obarvena roztokem Ponceau S, aby byl potvrzen pie-
nos proteinll z gelu na membranu. Piebyte¢né barvivo bylo odstranéno pomoci
deionizované vody. Nésledné¢ byla membrana analyzovdna pomoci pfistroje

Imersham Imager 600.

Proteiny obarvené na membrané byly odbarveny inkubaci v TBST po dobu

5 minut.

Membrana byla blokovana pomoci blokovaciho roztoku (1 hodina, pokojova

teplota).

Blokovaci roztok byl z membrany odstranén pomoci TBS (inkubace 10 minut).

Tento promyvaci krok byl jedenkrat zopakovan.

Membrana byla inkubovana s primarni protilatkou (anti-oz fedéni 1:1000, anti-f;

fedéni 1:500) po dobu 24 hodin pfi teploté 4 °C.

Primarni protilatka byla odstranéna pomoci série promyvani: 5x10 minut inku-

bace v TBST a zavérecné promyti TBS po dobu 10 minut.

Nasledovala inkubace se sekundéarni protilatkou (anti-rabbit fedéni 1:5000) po

dobu 2 hodin pfi pokojové teploté.

Sekundarni protilatka byla odstranénd pomoci série promyvani analogicky

k odstranéni primarni protilatky (5x10 minut v TBST a 1x10 minut v TBS).

Sekundarni protilatka byla detekovana pomoci komer¢ni sestavy obsahujici
chemiluminiscenéni substrat pro kienovou peroxidasu. Chemiluminiscence byla

detekovéana pomoci pfistroje pro vizualizaci.
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3.3.7

Western blotting s PYDF membranou

Princip obou metod imunodetekce proteind je velmi podobna, 1isi se zejména sloze-

nim pufrl, které je uvedeno v predchozi podkapitole. V ptipadé¢ PVDF membrany je

nutna aktivace membrany pomoci 100% metanolu pied pfenosem proteind z gelu.

PVDF membréna neumoziuje kontrolu pienosu proteinit pomoci barveni Ponceau

S. Nyni uvedeme kroky, které se neshoduji s ptedchozim postupem.

3.3.8

Po inkubaci s primarni protilatkou nasledovalo dvojnasobné promyti v TBST

s 3% BSA pfi pokojové teploté¢ po dobu 5 minut.

Inkubace se sekundarni protilatkou byla provedena analogicky k postupu pro

nitrocelulézovou membranu.

Sekundarni protilatka byla promyta pomoci TBST + 3% BSA pfi pokojové tep-
loté po dobu 5 minut. Promyvaci krok byl opakovan pro zlepseni detekovaného
signalu. Sekundarni protilatka byla vizualizovana stejné jako v pfedchozim pro-

tokolu.

Ur¢eni koncentrace metodou Bradfordové

Do 96 jamkové mikrotitraéni desticky byl rozdélen roztok standardu (1 mg/ml
BSA) v poradi 0, 1, 2, 3, 4, 5 ul proteinu. K proteinu byla ptidana voda tak, aby
celkovy objem v kazdé jamce byl 10 pl.

Jako pozadi byl pouzit vzorek obsahujici pouze 10 pl vody.

Samotné vzorky o nezndmé koncentraci byly pfipraveny smisenim 2 pl proteinu

a 8 ul vody.
Nasledné bylo do kazdé jamky pfidano 200 ul ¢inidla Bradfordové.

Zbarveni vzorkl na desti¢ce bylo analyzovano pomoci spektrofotometru pro mi-

krotitra¢ni desticky. Byla detekovana absorbance na vlnové délce 595 nm.

Vzorky standardu byly vyuzity ke konstrukci kalibra¢ni piimky, s jejiz pomoci

byla ur¢ena koncentrace zkoumanych proteint.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Experimentalni ¢ast predkladané bakalatské prace ma za cil purifikovat komplex oz B1
Na'/K*-ATPasy z bun&k kvasinek Saccharomyces cerevisiae a optimalizovat tento po-
stup. Vysledky experimentalni ¢asti bakalaiské prace budeme prezentovat zejména jako
obrazky elektroforetickych gel a Western bloti, které budeme soucasné diskutovat.

Gely a bloty zachycuji jednotlivé kroky ptipravy komplexu oz B Na'/K*-ATPasy.

Prvnim krokem ptipravy Na'/K'-ATPasy je kultivace, proto byl proveden test do-
stupnych kultiva¢nich médii. Na zaklad¢ slozeni komerc¢nich kultiva¢nich médii jsme
pripravili médium bez uracilu (obsahujici leucin) a médium bez leucinu (ale obsahujici
uracil), které mohou slouzit jako selekéni markery. Sledovanim absorbance kvasinko-

vych kultur jsme ziskali riistové kiivky pro dana média (viz Obr. 13).

—=— SD/Leu
o— SD/URA

Absorbance (A. U.)

40
¢as (h)

Obr. 13: Graf rastovych kiivek kultur kvasinek péstovanych v komer¢nich kultiva¢nich médiich
bez uracilu (SD\URA), nebo bez leucinu (SD\Leu). Vytvofeno pomoci programu Origin.
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Pti srovnani rastovych kiivek pro obé média usuzujeme, ze pro kultivaci kmene kva-
sinek Gal4APep4 je vhodné médium bez uracilu, ale obsahujici leucin. VSechny nasle-

dujici kultivace byly provedeny v tomto médium.

Dalsim dilezitym bodem pro uspé$nou heterologni expresi membranovych proteinti
je vybér vhodného detergentu. V rdmci optimalizaci celého procesu jsme testovali
6 riznych detergentd. Jednalo se o n-dodecyl-a-D-maltosid (a-DDM), n-dodecyl-p-D-
maltosid (B-DDM), n-dodecyl-p-D-maltopyranosid (DM), dodecylsiran sodny (SDS),
laurylmaltoseneopentylglycol (LMNG) a octoethylenglykolmonododecylether (Ci;Esg).
Testovana byla také rizna doba solubilizace proteinu s detergentem (2 hodiny nebo so-

lubilizace pfes noc). Prvni vysledky jsou zobrazeny na Obr. 14 a 15.
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Obr. 14: Vysledky elektroforézy vzorka s rozdilnou dobou solubilizace pomoci kompletni sady
detergentt. Pozice, kde se nachazeji jednotlivé podjednotky (o a ) jsou Cervené vyznaceny
v obrazku gelu. Legenda: 1 — a3 WT + B, WT, a-DDM, 2 h solubilizace, 4°C, 2 — az WT + f3;
WT, B-DDM, 2 h solubilizace, 4°C, 3 — a3 WT + ; WT, DM, 2 h solubilizace, 4°C, 4 — a3 WT
+ B; WT, SDS, 2 h solubilizace, 4°C, 5 — a3 WT + B; WT, LMNG, 2 h solubilizace, 4°C, 6 — o3
WT + B WT, Cy,Es, 2 h solubilizace, 4°C, M — marker, 7 — az WT + ; WT, a-DDM, solubili-
zace pres noc, 4°C, 8 — a3 WT + B; WT, B-DDM, solubilizace pies noc, 4°C, 9 — ag WT + [3;
WT, DM, solubilizace pies noc, 4°C, 10 — ag WT + By WT, SDS, solubilizace pies noc, 4°C, 11
—agWT + B; WT, LMNG, solubilizace pies noc, 4°C, 12 — a3 WT + By WT, Cy,Es, solubilizace
pfes noc, 4°C, 13 — pozitivni kontrola (NKA z prasec¢ich ledvin 1 mg/ml)
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Obr. 15: Vysledky elektroforézy vzorka s rozdilnou dobou solubilizace pomoci kompletni sady
detergentti. Pozice, kde se nachazeji jednotlivé podjednotky (o a ) jsou Cervené vyznaceny
v obrazku gelu. Legenda: M — marker, 1 — a3 WT + B, WT, a-DDM, 2 h solubilizace, 4°C, 2 —
oz WT + B; WT, B-DDM, 2 h solubilizace, 4°C, 3 — az WT + ; WT, DM, 2 h solubilizace, 4°C,
4 — a3 WT + By WT, SDS, 2 h solubilizace, 4°C, 5 — a3 WT + ; WT, LMNG, 2 h solubilizace,
4°C, 6 —azg WT + By WT, Cy,Eg, 2 h solubilizace, 4°C, 7 — a3 WT + B; WT, a-DDM, solubiliza-
ce pres noc, 4°C, 8 — a3 WT + B; WT, B-DDM, solubilizace pies noc, 4°C, 9 — az WT + p; WT,
DM, solubilizace pies noc, 4°C, 10 — as WT + B; WT, SDS, solubilizace pies noc, 4°C, 11 — a3
WT + B, WT, LMNG, solubilizace pies noc, 4°C, 12 — a3 WT + B, WT, Cy;Es, solubilizace pres
noc, 4°C

Obrazky gelti uvedené jako Obr. 14 a 15 neposkytuji dostate¢né mnozstvi informaci
0 jednotlivych podjednotkach, a proto bylo nutné provést specifickou detekci proteinti

pomoci Western blotu.

Nejprve jsme provedli vybér vhodné blotovaci membrany — nitrocelulosova a PVDF
(polyvinyldenfluorid) membrana. Vysledky pro obé tyto membrany byly srovnatelné,
jak je mozné porovnat na Obr. 16, 17 (anti o3) a také 18, 19 (anti B1). Z tohoto dtivodu
jsme dale pracovali pouze s nitrocelulosovou membranou, jelikoz je jeji pouziti nevyza-
duje praci s toxickym metanolem. Jako primarni protilatky byly pouZzity protilatky proti
ag isoformé a proti B; isoformé. Ob¢ tyto protilatky byly detekovany sekundarni proti-
latkou ziskanou z kozy, kterd byla znac¢ena kienovou peroxidasou. Sekundarni protilatka
byla detekovana chemiluminiscenéni metodou pomoci sestavy (Immobilon Western

Chemiluminescent HRP Substrate, Merck Millipore).
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Obr. 16, 17: Vysledky Western blottingu vzorkt s rozdilnou dobou solubilizace pomoci kom-
pletni sady detergenti. Podjednotka a je ¢ervené vyznacena V obrazku gelu. Legenda: 1 — pozi-
tivni kontrola (NKA z prasec¢ich ledvin 1 mg/ml). 2 — o3 WT + B, WT, Cy,Es, solubilizace pies
noc, 4 °C, 3 - a3 WT + By WT, LMNG, solubilizace ptes noc, 4 °C, 4 - a3 WT + ; WT, SDS,
solubilizace ptes noc, 4 °C, 5 - ag WT + B; WT, DM, solubilizace pies noc, 4 °C, 6 - ag WT + B,
WT, B-DDM, solubilizace pies noc, 4 °C, 7 - ag WT + ; WT. a-DDM, solubilizace pies noc, 4
°C, M — marker, 8 — a3 WT + B; WT, Cy,Eg, 2 h solubilizace, 4 °C, 9 - a3 WT + B; WT, LMNG,
2 h solubilizace, 4 °C, 10 - a3 WT + B; WT, SDS, 2 h solubilizace, 4 °C, 11 - a3 WT + B; WT,
DM, 2 h solubilizace, 4 °C, 12 - a3 WT + p; WT, B-DDM, 2 h solubilizace, 4 °C, 13 - a3 WT +
B1 WT, a-DDM, 2 h solubilizace, 4 °C

Z Obr. 16 a 17 je zfejmé, ze kompletni o podjednotka je exprimovana jako jeden
protein o celkové hmotnosti okolo 110 kDa, coz odpovida dosud publikovanym vysled-
kam (Haviv et. al., 2007; Haviv et. al., 2012, Cohen et. al., 2005; Swarts a Koenderink,
2016). Na obrazcich pti specifické detekci isoformy o3 je, mimo jiné, mozné pozorovat
velmi dobré vysledky pro detergent SDS. Naopak, jako nevhodna se v tomto piipadé
jevi solubilizace ptes noc s detergentem DM, ktery jinak vykazoval pomé&rné uspokojivé

vysledky.

43



12345 6M 7 8 910111213 1 23456M 7 8910111213

kDa
kDa

180

130 180 -
100 0
oL . 30,
a 5 '
s L el e
35 ez B
—le
® 25
1 w15

18 19

Obr. 18, 19: Vysledky Western blottingu vzorki s rozdilnou dobou solubilizace pomoci kom-
pletni sady detergentli. Podjednotka B je Cervené vyznafena V obrazku gelu. Legenda: 1 — o3
WT + B; WT, a-DDM, 2 h solubilizace, 4°C, 2 — a3 WT + B, WT, B-DDM, 2 h solubilizace,
4°C, 3— 03 WT + B; WT, DM, 2 h solubilizace, 4°C, 4 — a3 WT + B; WT, SDS, 2 h solubilizace,
4°C,5— a3 WT + By WT, LMNG, 2 h solubilizace, 4°C, 6 — a3 WT + ; WT, C1,Eg, 2 h solubi-
lizace, 4°C, 7 — ag WT + B; WT, a-DDM, solubilizace pies noc, 4°C, 8 — ag WT + B, WT, -
DDM, solubilizace ptes noc, 4°C, 9 — a3 WT + B; WT, DM, solubilizace ptes noc, 4°C, 10 — o3
WT + B, WT, SDS, solubilizace ptes noc, 4°C, 11 — ag WT + B; WT, LMNG, solubilizace ptes
noc, 4°C, 12 — a3 WT + By WT, Cy,Eg, solubilizace ptes noc, 4°C, 13 — pozitivni kontrola (NKA
z prasecich ledvin 1 mg/ml)

Délka doby solubilizace vykazovala vyrazné rozdily pro jednotlivé vzorky inkubo-
vané s vybranymi detergenty. U vzorkl inkubovanych pouze dvé hodiny byly deteko-
vany vyraznéjsi pasy na blotovaci membrang, nez vzorky inkubované s detergentem
pfes noc (pfedev§im Obr. 18 a 19). Podle tohoto zjisténi jsme postupovali

Vv nésledujicich ptipravach enzymu.

V ptipadé¢ detekce podjednotky P opét nejvyraznéjsi padsy miZeme pozorovat pro
detergent SDS (spolu s dvou hodinovou solubilizaci). Jako nevhodna se ukazala solubi-
lizace s detergentem CioEg. Vtomto piipadé také nedoslo k interakci protilatky
s detergentem DM na PVDF membrané. Pti detekci podjednotky B si miZeme vSim-
nout, ze se nejedna o jeden pas nybrz n€kolik past v rozmezi 37 — 55 kDa. Tento jev
dokazuje, Ze se podafilo zachytit podjednotku B Vv riznych stupnich glykosylace
(Bublitz et. al., 2016). Obdobné vysledky miizeme najit i v dalsi literatufe zaméfené na
alternativni zpusoby piipravy NKA (Haviv et. al., 2007; Haviv et. al., 2012). Podobny
vysledek publikoval také Koenderink a Swarts 2016 pro pfipravu enzymu pomoci eX-
presniho systému baculovirus-hmyzi buiika. Pokud je ale enzym uméle deglykosylo-
van, je mozné pozorovat pouze jediny pas. Podobny vysledek je mozné pozorovat u

enzymu izolovaného z prasecich ledvin (Cohen et. al., 2005), kde je pfitomen jeden

44



Siroky pas o hmotnosti v rozmezi 55 — 70 kDa. Je tedy ziejmé, Ze  podjednotka je silné

ovlivnéna mnozstvim a druhem postransla¢nich modifikaci.

Dalsi cast experimentalni prace zahrnovala purifikaci proteini z bunék kvasinek.
V pribéhu celého procesu (0d homogenizace membran az po zakoncentrovani Cistého
proteinu) jsme prubézné odebirali vzorky pro finalni analyzu. Takto jsme sledovali kaz-
dy krok purifikace proteinu a mohli jsme snadno navrhnout potfebné optimalizace.
Piestoze bylo provedeno rozsahlé testovani detergentd s uspokojivymi zavéry, rozhodli
jsme se provést detailni studii celého procesu piipravy enzymu pro vybrané detergenty.
Na zavér byla vzdy provedena elektroforéza za denaturujicich podminek a Western

blotting pro specifickou detekci podjednotky o a podjednotky f.

Na Obr. 20 muZzeme pozorovat vysledky pfipravy enzymu pomoci prvnich dvou de-
tergentll — a-DDM a B-DDM. Nejlépe viditelné pasy jsou vidét pro zakoncentrované
proteiny. Pomoci nasledné specifické detekce jsme dokdzali ptitomnost obou podjedno-

tek.
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Obr. 20: Vysledky elektroforézy vzorkt s 2 hodinovou solubilizaci pomoci detergentd a-DDM
a B-DDM. Jednotlivé podjednotky (o a B) jsou éervené vyznaceny v obrazku gelu. Legenda: 1 —
vzorek po solubilizaci (a-DDM), 2 — pruchod kolonou (a-DDM), 3 — promyti (a-DDM), 4 —
eluce pted dialyzou (a-DDM), 5 — eluce po dialyze (a-DDM), 6 — koncentrovany ¢isty protein
(a-DDM), M — marker, 7 — vzorek po solubilizaci (3-DDM), 8 — odstranéni nerozpustnych ¢asti
(B-DDM), 9 — prichod kolonou (B-DDM), 10 — promyti (B-DDM), 11 — eluce pted dialyzou (-
DDM), 12 — eluce po dialyze (-DDM), 13 — koncentrovany cCisty protein (3-DDM)
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Obr. 21, 22: Vysledky Western blottingu vzorki s 2 hodinovou solubilizaci pomoci detergentti
a-DDM a B-DDM. Podjednotky a a B3 je ¢ervené vyznaceny v obrazku gelu. Legenda: 1 — vzo-
rek po solubilizaci (a« DDM), 2 — vzorek po odstranéni nerozpustného materialu (o DDM), 3 —
prichod kolonou (oo DDM), 4 — promyti (o DDM), 5 — eluce pied dialyzou (« DDM), 6 — eluce
po dialyze (o DDM), 7 — koncentrovany ¢isty protein (o DDM), M — marker, 8 — vzorek po
solubilizaci (B DDM), 9 — vzorek po odstranéni nerozpustného materiadlu ( DDM), 10 — pra-
chod kolonou (B DDM), 11 — promyti (§ DDM), 12 — eluce pied dialyzou (f DDM), 13 — eluce
po dialyze (p DDM), 14 — koncentrovany ¢isty protein (f DDM)

Na Obr. 21 pro specifickou detekci podjednotky o se jako vhodny detergent jevi a-
DDM. Pasy na gelu jsou vyraznéj$i a dochazi i k viditelnému pro¢istovani vzorku bé-
hem purifikace. V ptipad¢ podjednotky B (Obr. 22) se jevi jako vhodny detergent -
DDM. Obecné jsou pasy detekované pomoci protilatky proti p podjednotce vyraznéjsi,
ato z divodu umisténi histidinové kotvy pravé na tuto podjednotku. Struktura podjed-
notky o neumoziuje ptidani této znacky bez zna¢ného naruseni ptirozené struktury pro-

teinu a ovlivnéni jeho funkce.
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Obr. 23: Vysledky elektroforézy vzorku s 2 hodinovou solubilizaci pomoci detergentt DM
a SDS. Jednotlivé podjednotky (a. a B) jsou Cervené vyznaceny v obrazku gelu. Legenda: 1 —
protein po solubilizaci (DM), 2 — protein po odstranéni nerozpustného materialu (DM), 3 — pru-
chod kolonou (DM), 4 — promyti (DM), 5 — eluce pted dialyzou (DM), 6 — eluce po dialyze
(DM), 7 — koncentrovany ¢isty protein (DM), M — marker, 8 — protein po solubilizaci (SDS), 9
— prtoein po odstranéni nerozpustného materialu (SDS), 10 — prichod kolonou (SDS), 11 —
promyti (SDS), 12 — eluce pied dialyzou (SDS), 13 — eluce po dialyze (SDS), 14 — koncentro-
vany Cisty protein (SDS)

Nasledovala analyza dal$i dvojice detergentdt — DM a SDS. Podle Obr. 23 se jako
vhodny detergent jevi DM, ktery vykazuje vyraznéj$i pasy predev§im pro podjednotku
a. Oproti tomu, ve vzorku solubilizovaném s detergentem SDS, je vidét vétsi mnozstvi

necistot (vzorky 8 a 9 v Obr. 23) uvolnénych detergentem.
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Obr. 24, 25: Vysledky Western blottingu vzorkt s 2 hodinovou solubilizaci pomoci detergentt
DM a SDS. Podjednotky a a B je Cervené vyznaceny v obrazku gelu. Legenda (Obr. 24): 1 —
protein po solubilizaci (DM), 2 — protein po odstranéni nerozpustného materialu (DM), 3 — pri-
chod kolonou (DM), 4 — promyti (DM), 5 — eluce pted dialyzou (DM), 6 — eluce po dialyze
(DM), 7 — koncentrovany ¢isty protein (DM), M — marker, 8 — protein po solubilizaci (SDS), 9
— protein po odstranéni nerozpustného materialu (SDS), 10 — prichod kolonou (SDS), 11 —
promyti (SDS), 12 — eluce pied dialyzou (SDS), 13 — eluce po dialyze (SDS), 14 — koncentro-
vany Cisty protein (SDS) Legenda (Obr. 25): 1 — koncentrovany Eisty protein (SDS), 2 — eluce
po dialyze (SDS), 3 — eluce pted dialyzou (SDS), 4 - promyti (SDS), 5 — pruchod kolonou
(SDS), 6 — protein po odstranéni nerozpustného materialu (SDS), 7 — protein po solubilizaci
(SDS), M — marker, 8 — koncentrovany Cisty protein (DM), 9 — eluce po dialyze (DM), 10 —
eluce pied dialyzou (DM), 11 — promyti (DM), 12 — prichod kolonou (DM), 13 — protein po
odstranéni nerozpustného materialu (DM), 14 — protein po solubilizaci (DM)

Na Obr. 24 je zobrazena specificka detekce podjednotky a pro detergent DM, kde
nevidime zadnou interakci. Podobny vysledek jsme ziskali pro detergent SDS s tim, ze
pfitomnost proteinu miZzeme pozorovat na zacatku, nasledné pak dochazi k jeho rozsah-
lym ztratam. Ztrata podjednotky o je pravdépodobné zpiisobena purifikaénim protoko-

lem zalozenym na afinitni chromatografii. Proto tento protokol vyzaduje optimalizaci.

V ptipad€ detekce podjednotky B mizeme vidét lepsi vysledek pro detergent DM,
ovSem i zde dochazi k vyraznym ztratam proteinu. Pro detergent SDS nebyla pozorova-

na Zadnd interakce, pfestoZze ma tento detergent obvykle velmi dobré vysledky.

Jako posledni bylo provedeno porovnani detergentt LMNG a CioEs, které se
v pfedchozich experimentech jevily jako nejméné vhodné. Na Obr. 26 mizeme pozoro-
vat postupné procisténi vzorku. Pasy maji velmi nizkou intenzitu, proto tento gel bude-

me prezentovat formou obrazku v negativu.
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Obr. 26: Vysledky elektroforézy vzorkd s 2 hodinovou solubilizaci pomoci detergenti LMNG
a CypEg. Jednotlivé podjednotky (o a ) jsou Cervené vyznaceny v obrazku gelu. Legenda: 1 —
vzorek po solubilizaci (LMNG), 2 — vzorek po odstranéni nerozpustného materialu (LMNG), 3
— prichod kolonou (LMNG), 4 — promyti (LMNG), 5 — eluce pied dialyzou (LMNG), 6 — eluce
po dialyze (LMNGQG), 7 — koncentrovany ¢isty protein (LMNG), M- marker, 8 — vzorek po solu-
bilizaci (Cy;Eg), 9 - vzorek po odstranéni nerozpustného materialu (Cy,Eg), 10 — pruchod kolo-
nou (CyyEg), 11 — promyti (CyEg), 12 — eluce pied dialyzou (Ci2Eg), 13 — eluce po dialyze
(Cy2Esg), 14 — koncentrovany Cisty protein (C2Eg)
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Obr: 27, 28: Vysledky Western blottingu vzorkl s 2 hodinovou solubilizaci pomoci detergenti
LMNG a Cy;Eg. Podjednotky a a B je ¢ervené vyznaCeny v obrazku gelu. Legenda: 1 — vzorek
po solubilizaci (LMNG), 2 — vzorek po odstranéni nerozpustného materialu (LMNG), 3 — pri-
chod kolonou (LMNG), 4 — promyti (LMNG), 5 — eluce pied dialyzou (LMNG), 6 — eluce po
dialyze (LMNG), 7 — koncentrovany Cisty protein (LMNG), M- marker, 8 — vzorek po solubili-
zaci (CyzEg), 9 - vzorek po odstranéni nerozpustného materialu (Cy,Eg), 10 — prichod kolonou
(C12Eg), 11 — promyti (C1,Eg), 12 — eluce pied dialyzou (Ci,Eg), 13 — eluce po dialyze (CyoEg),
14 — koncentrovany Cisty protein (C2Eg)

Pii detekci podjednotky o (Obr. 27) je mozné v ptipad¢é obou detergentti pozorovat
postupné procisténi vzorku. Dale si mizeme vSimnout detekce proteinu o velikosti
70 kDa, kde se jedna pravdépodobné o zkraceny produkt exprese podjednotky o (Viz

Obr. 27). Pomérné pickvapivym vysledkem je vyrazna ztrata proteinu pii promyvani
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kolony (vzorek 10 na Obr. 28) pii detekci podjednotky B, ktera obvykle byva stabilné

imobilizovana pfi afinitni chromatografii.

Podle dosazenych vysledkli ziskanych pomoci protokolu vyuZivajiciho afinitni
chromatografii mizeme oznacit za vhodné detergenty o-DDM a B-DDM. Dalsimi
vhodnymi detergenty jsou DM a SDS. SDS je velmi efektivni pii ziskavani podjednotky
a, ale je malo citlivy k podjednotce 3. DM piekvapivé vykazuje opacnou efektivitu so-
lubilizace nez SDS. Zbyvajici dva detergenty (LMNG a C12Esg) poskytuji neuspokojivé

vysledky, a proto bychom jejich pouziti k tomuto ucelu nedoporucili.

Jak jiz bylo zminéno dfive, purifikaéni protokol zahrnujici afinitni chromatografii
zpusobuje ve vétsin€ piipadt znacné ztraty podjednotky as, ktera je pro tuto praci klico-
va. Pro dalsi pfipravu proteinti jsme se proto rozhodli vyuzit protokol piivodné urceny
pro ptipravu NKA z praseéich ledvin (Bublitz et. al., 2016). Jednotlivé kroky procesu
jsme monitorovali pomoci analogického pfiistupu. Tento protokol je technologicky
i Casové méné¢ narofny, nicméné neposkytuje srovnatelny stupen piecisténi jako

Vv ptipadé pouziti afinitni chromatografie.
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Obr. 29: Vysledky elektroforézy vzorkd s 2 hodinovou solubilizaci pomoci detergentti SDS,
DM, B-DDM a a-DDM. Jednotlivé podjednotky (o a B) jsou Cervené vyznaceny V obrazku gelu.
Legenda: 1 — koncentrovany Cisty protein (SDS), 2 — isty protein (SDS), 3 — protein po solubi-
lizaci (SDS), 4 — pozitivni kontrola (NKA z prasecich ledvin 1 mg/ml), 5 — koncentrovany Cisty
protein (DM), 6 — &isty protein (DM), 7 — protein po solubilizaci (DM), M — marker, 8 — kon-
centrovany Cisty protein (B-DDM), 9 — Cisty protein (B-DDM), 10 — protein po solubilizaci (-
DDM), 11 — pozitivni kontrola (NKA z prase¢ich ledvin 1 mg/ml), 12 — koncentrovany isty
protein (a-DDM), 13 — Cisty protein (a-DDM), 14 — protein po solubilizaci (a-DDM)
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Obr. 30: Vysledky elektroforézy vzorku s 2 hodinovou solubilizaci pomoci detergentt LMNG
a CyoEg. Jednotlivé podjednotky (o a B) jsou Cervené vyznaceny v obrazku gelu. Legenda: M —
marker, 1 — pozitivni kontrola (NKA z prase¢ich ledvin 1 mg/ml), 2 - koncentrovany ¢isty pro-
tein (Cy.Es), 3 — Cisty protein (Cy2Eg), 4 — protein po solubilizaci (C1,Esg), 5 — pozitivni kontrola
(NKA z veptovych ledvin 1 mg/ml), 6 — koncentrovany ¢isty protein (LMNG), 7 — €isty protein
(LMNG), 8 — protein po solubilizaci (LMNG)

V souladu s ptedchozimi vysledky, koncentrace proteind na Obr. 29 a 30 identifikuji
a-DDM jako nejvice vhodny detergent a Cq,Eg jako detergent nejméné vhodny pro pii-
pravu NKA.
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Obr. 31, 32: Vysledky Western blottingu vzorkt s 2 hodinovou solubilizaci pomoci detergentd.
Podjednotka o je éervené vyznaceny v obrazku gelu. Legenda: 1 — koncentrovany Cisty protein
(SDS), 2 — ¢isty protein (SDS), 3 — protein po solubilizaci (SDS), 4 — pozitivni kontrola (NKA
z prasecich ledvin 1 mg/ml), 5 — koncentrovany ¢isty protein (DM), 6 — Cisty protein (DM), 7 —
protein po solubilizaci (DM), M — marker, 8 — koncentrovany ¢isty protein (B-DDM), 9 — Cisty
protein (B-DDM), 10 — protein po solubilizaci (B-DDM), 11 — pozitivni kontrola (NKA
z praseéich ledvin 1 mg/ml), 12 — koncentrovany ¢isty protein (a-DDM), 13 — ¢isty protein (a-
DDM), 14 — protein po solubilizaci (a-DDM), 15 — protein po solubilizaci (LMNG), 16 — Cisty
protein (LMNG), 17 — koncentrovany ¢isty protein (LMNG), 18 — pozitivni kontrola (NKA
z prasecich ledvin 1 mg/ml), 19 — protein po solubilizaci (Cy;Es), 20 — ¢isty protein (Cy2Eg), 21 —
koncentrovany &isty protein (CpEg), 22 a 23 pozitivni kontrola (NKA z prasecich ledvin 1
mg/ml) , M — marker

Jako nejvhodnéjsi detergenty pro piipravu podjednotky a se v zavérecnych vysledcich
ukazaly detergenty SDS a a-DDM (vzorky 1 a 12 na Obr. 31). Také byla potvrzena ne-
vhodnost detergentu C1,Eg a LMNG (vzorky 17 a 21) na Obr. 32.
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Obr. 33, 34: Vysledky Western blottingu vzorki s 2 hodinovou solubilizaci pomoci celkové
sady detergenti. Podjednotka P je ¢ervené vyznaceny v obrazku gelu. Legenda: 1 — koncentro-
vany Cisty protein (SDS), 2 — ¢isty protein (SDS), 3 — protein po solubilizaci (SDS), 4 — pozitiv-
ni kontrola (NKA z prasecich ledvin 1 mg/ml), 5 — koncentrovany Cisty protein (DM), 6 — Cisty
protein (DM), 7 — protein po solubilizaci (DM), M — marker, 8 — koncentrovany isty protein
(B-DDM), 9 — ¢isty protein (B-DDM), 10 — protein po solubilizaci (B-DDM), 11 — pozitivni
kontrola (NKA z prasecich ledvin 1 mg/ml), 12 — koncentrovany ¢isty protein (a-DDM), 13 —
Cisty protein (a-DDM), 14 — protein po solubilizaci (a-DDM), 15 — protein po solubilizaci
(LMNG), 16 — ¢isty protein (LMNG), 17 — koncentrovany ¢isty protein (LMNG), 18 — pozitivni
kontrola (NKA z prasec¢ich ledvin 1 mg/ml), 19 — protein po solubilizaci (Cy;Eg), 20 — Cisty
protein (Ci2Eg), 21 — koncentrovany ¢Cisty protein (CioEg), 22 — pozitivni kontrola (NKA
z prasecich ledvin 1 mg/ml), M — marker

Detekce podjednotky B (Obr. 33) vykazovala podobné vysledky jako v pfedchozim
ptipadé. Detergenty SDS a a-DDM se ukazali jako velmi podobné (vzorky 3 a 14).

A opét se ukazalo, ze ani pro purifikaci podjednotky B neni vhodné pouzit detergent
LMNG a ptedevsim Cy,Eg (Obr. 34).

Na zavér byly porovnavany vysledné proteiny ziskané pomoci kompletni sady deter-
gentll. Pro kontrolu byly aplikovany vzdy dva vzorky detergentu s vyjimkou LMNG

a Cy2Eg, které se v pribéhu experimentl ukazaly jako nejslabsi.
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Obr. 35: Vysledky elektroforézy vzorkt s 2 hodinovou solubilizaci pomoci celkové sady deter-
gentt. Jednotlivé podjednotky (o a ) jsou Cervené vyznaceny v obrazku gelu. Legenda: 1 —
koncentrovany ¢isty protein (o« DDM), 2 — koncentrovany ¢isty protein (o DDM), 3 — koncen-
trovany Cisty protein (B DDM), 4 — koncentrovany Cisty protein (3 DDM), 5 — Koncentrovany
Cisty protein (DM), 6 — koncentrovany c¢isty protein (DM), 7 — koncentrovany Cisty protein
(SDS), 8 — koncentrovany &isty protein (SDS), 9 — koncentrovany ¢isty protein (LMNG), 10 —
koncentrovany ¢isty protein (Cy,Esg), 11 — pozitivni kontrola (NKA z prasecich ledvin 1 mg/ml)

Jiz pti porovnani vysledkil elektroforézy na Obr. 35 si miizeme v§imnout vyssi kon-
centrace proteinu solubilizovanym s detergentem a-DDM (vzorek 2) a nejnizsi koncen-

trace proteinu solubilizovanym s detergentem Cy,Eg (vzorek 10).
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Obr. 36, 37: Vysledky Western blottingu vzorkt s 2 hodinovou solubilizaci pomoci celkové
sady detergentti. Podjednotky o a B je Cervené vyznaceny v obrazku gelu. Legenda: 1 — koncen-
trovany Cisty protein (a-DDM), 2 — koncentrovany &isty protein (B-DDM), 3 — koncentrovany
¢isty protein (DM), 4 — pozitivni kontrola (NKA z prase¢ich ledvin 1 mg/ml), 5 — koncentrova-
ny ¢isty protein (SDS), 6 — koncentrovany Cisty protein (LMNG), 7 — koncentrovany Cisty pro-
tein (C1,Eg), 8 — pozitivni kontrola (NKA z praseéich ledvin 1 mg/ml)

- .

Pti specifické detekci pomoci protilatek se jako nejvhodnéjsi detergent ukazuje a-
DDM pro podjednotku a (vzorek 1 na Obr. 36). Negativni vysledky pro detergenty
LMNG a C12ES8 jsou v souladu s piedchozimi experimenty (vzorky 6 a 7 na Obr. 37).
Pii detekci podjednotky B (Obr. 37) mlizeme pozorovat prokazatelné lepsi vysledky.
Jako vhodné se v tomto piipadé ukazuji v§echny maltosidy (a-DDM, p-DDM a DM),
ale i SDS. V porovnani s nimi slabsi koncentraci vysledného proteinu vykazuje vzorek

solubilizovany v LMNG a Cj,Es.
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5 ZAVER

Cilem této bakalafské prace byla exprese lidského oz B1 komplexu Na'/K'-ATPasy
v kvasinkach Saccharomyces cerevisiae. Experimentalni ¢ast byla zaméfena predevsim
na optimalizaci exprese toho membranového proteinu. Jednalo se o vybér vhodného
detergentu, doby solubilizace a zpiisob purifikace rekombinantniho proteinu.

Bylo provedeno rozsahlé testovani sady celkem Sesti detergentt. Jednalo se o n-
dodecyl-a-D-maltosid (a-DDM), n-dodecyl-pB-D-maltosid (B-DDM), n-dodecyl-p-D-
maltopyranosid (DM), dodecylsiran sodny (SDS), laurylmaltoseneopentylglycol
(LMNG) a octoethylenglykolmonododecylether (Ci2Eg). Vzorky membran byly inku-
bovany s detergenty a ke smési byly ptidany také fosfolipidy (fosfatidylserin) a choles-
terolem pro simulaci prostiedi bunééné membrany. Jako nejvhodnéjsi pro solubiliaci
celkového komplexu a3 B1 se ukazal detergent a-DDM. Dobrych vysledki jsme dosahli
také pti pouziti SDS. Obecné je mozné pouzit i kombinace detergentii pro ptipravu pro-
teinu. Prvni detergent muze byt pouzit pro solubilizaci samotnych membran, ale pro
citlivéjsi zachazeni s proteinem muize byt v eluénim pufru ptitomen detergent s nizsi
ucinnosti. Podobny postup navrhovali ve svych publikacich jiz (Cohen et. al., 2005;
Haviv et. al., 2007), nicméné¢ tento protokol uchovava vysledny protein pitimo
Vv eluénim pufru o vysoké koncetraci imidazolu. Tim ov§em dochazi k poSkozeni protei-
nu, ktery b&hem separace agreguje. Z téchto ditvoda jsme ptidali do naseho protokolu
dialyzaéni krok. Jako nevhodny se ukazal detergent C12Eg, kdy jeho schopnost solubili-
zace byla velmi nizka a mnozstvi ziskaného proteinu zanedbatelné. Déle jsme v pribéhu
testovani vyhodnotili jako vhodnéjsi dobu solubilizace 2 hodiny, namisto solubilizace
ptes noc. Vzhledem kvelmi nizkym koncentracim pftipravenych proteini (pod 1
mg/ml), mize byt odhadovana koncentrace zatizena velkou chybou, a proto zde tyto
hodnoty neuvadime.

V pribéhu purifikace se také jako nevyhovujici ukézala metoda afinitni chromato-
grafie. Umisténi afinitni kotvy na tomto misté bylo na zaklad¢ doporuceni P. A. Peder-
sena, ktery detailn¢ studoval piipravu prase¢iho komplexu ay B1 V kvasinkach (Pedersen
et. al., 1996). Podjednotka o neni vhodna k umisténi afinitni kotvy z divodu vyznam-
ného naruSeni struktury proteinu. Purifikace celého komplexu byla v nasem piipadé
zavisla na separaci pomoci histidinové kotvy, umisténé pouze na N-konci podjednotky
B. Z tohoto diivodu ovSem dochdzelo ke zna¢nym ztratam podjednotky a. Proto jsme

zvolili postup, vyuzivajici diferencialni centrifugaci, pouzivany pfi piimé izolaci NKA
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z prasecich ledvin (Bublitz et.al., 2016). Diky tomuto postupu jsme dosahli prokazatel-
né lepsich vysledkt pfi purifikaci obou podjednotek.

Komplex az B1 byl vkvasinkach Gspé$né exprimovan, jak dokumentuji vysledky
Western blotii, uvedenych Vv této praci. Takto piipraveny protein neni soucasti agregata,
jak prokazala separace pomoci SDS-PAGE a také vysledky ziskané pomoci HPLC (tyto
vysledky piesahuji ramec prace, a proto zde nejsou uvedeny). Bohuzel, ziskany protein
nevykazuje detekovatelnou ATPasovou aktivitu, coz miize byt zplisobeno rozdilnymi

posttranslaénimi modifikacemi proteinu nebo nevhodnou simulaci umélé membrany.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

a-DDM
B-DDM
AHC

Amp'

ATP1A1
ATP1A2
ATP1A3
ATP1A4

CioEs

CAPOS

CBB
CMC
CUP1
DM
EGTA
ER
GAL1
GAL4
GAL7
GAL10
GPI

HIS3

n-dodecyl-a-D-maltosid

n-dodecyl-B-D-maltosid

Alternating Hemiplegia of Childhood (Dé&tskd hemiplegie)
Gen rezistence k Ampicilinu

Gen kodujici isoformu 1 podjednotky oo NKA

Gen kédujici isoformu 2 podjednotky o NKA

Gen kédujici isoformu 3 podjednotky a NKA

Gen kodujici isoformu 4 podjednotky o NKA
Octoethylenglykolmonododecylether

Syndrom se symptomy odvozujici nazev - Cerebellar ataxia, Areflexia, Pes

cavus, Optic atrophy, Sensorineural hearing loss
Coomasie Briliant blue, barvivo

Kriticka micelarni koncentrace

Gen aktivovany méd’natymi ionty
n-dodecyl-B-D-maltopyranosid
Aminopolykarboxylova kyselina

Endoplasmatické retikulum

Gen aktivovany galaktosou a potlacovany glukosou
Gen aktivovany galaktosou a potlacovany glukosou
Gen aktivovany galaktosou a potlacovany glukosou
Gen aktivovany galaktosou a potlacovany glukosou
Glykosylfosfatidylinositol

Auxotrofni marker pro histidin
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HPLC

CHAPS
kb
LEUZ2
LMNG
MCS
MET25
NKA

pBR322

L INE]
PeaL-10
PKC
PMSF

RPD

SDS
TRP1
URA3

WT

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (high-performance liquid chroma-

tography)

3-(3-cholamidopropyl) diethy-ammonio-1 propanesulfonate
1000 part bazi

Selek¢ni gen pro leucinovou auxotrofii
Laurylmaltoseneopentylglycol

Multiklonovaci misto (z anglického ,,multicloning site*)
Gen negativné regulovan metioninem

Sodno-draselna pumpa, Na*/K*-ATPasa

Typ expresniho vektoru pro expresi v bakteriich
Galaktosovy inducibilni promotor

Galaktosovy inducibilni promotor

Protein kinasa C

Fenylmethylsulfonyl fluorid

Rapid Onset Dystonia Parkinsonism (Parkinsonova nemoc s ¢asnym

nastupem)

Dodecylsiran sodny

Auxotrofni marker pro tryptofan
Auxotrofni marker pro uracil

Wild type, ptirozena forma proteinu
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APENDIX

Sekvence genu pro expresi az isoformy NKA (tato sekvence byla optimalizovana pro

expresi v kvasinkach):

ATGGGTGACAAGAAAGACGATAAGGATAGTCCAAAGAAGA
ACAAGGGTAAAGAAAGAAGAGATTTAGATGATTTGAAGAAAGAAG
TTGCTATGACTGAACATAAGATGTCCGTCGAAGAAGTATGTAGAA
AGTACAACACCGATTGCGTTCAAGGTTTAACTCACAGTAAGGCTC
AAGAAATTTTAGCAAGAGACGGTCCTAACGCTTTGACACCACCTC
CAACTACACCAGAATGGGTTAAGTTCTGTAGACAATTGTTCGGTG
GTTTCTCCATTTTGTTATGGATAGGTGCAATCTTATGCTTCTTGG
CCTATGGTATACAAGCTGGTACTGAAGATGACCCAAGTGGTGATA
ACTTGTACTTGGGTATAGTTTTAGCTGCAGTTGTCATAATCACAG
GTTGTTTCTCTTACTACCAAGAGGCTAAGTCTTCAAAGATCATGG
AATCATTCAAGAACATGGTTCCTCAACAAGCCTTGGTCATTAGAG
AAGGTGAAAAAATGCAAGTTAACGCTGAAGAAGTAGTTGTCGGTG
ATTTAGTCGAAATTAAGGGTGGTGATAGAGTACCAGCCGACTTGA
GAATCATTTCTGCTCATGGTTGTAAGGTTGATAACTCCAGTTTGA
CTGGTGAATCCGAACCTCAAACCAGAAGTCCAGATTGTACTCACG
ACAACCCTTTGGAAACTAGAAACATCACATTTTTCTCTACCAACT
GCGTTGAAGGTACAGCTAGAGGTGTAGTTGTCGCAACTGGTGATA
GAACAGTCATGGGTAGAATTGCCACCTTAGCTTCAGGTTTGGAAG
TAGGTAAAACTCCAATTGCAATCGAAATCGAACATTTCATACAAT
TGATAACCGGTGTCGCCGTATTCTTGGGTGTCTCTTTCTTTATAT
TGTCATTGATCTTGGGTTACACTTGGTTGGAAGCTGTAATCTTTT
TGATCGGTATCATCGTTGCTAATGTCCCAGAAGGTTTGTTAGCAA
CTGTTACAGTCTGTTTAACCTTGACTGCCAAAAGAATGGCTAGAA
AGAACTGCTTGGTAAAGAACTTGGAAGCAGTTGAAACATTAGGTT
CTACATCAACCATTTGTTCAGATAAGACTGGTACATTGACCCAAA
ATAGAATGACCGTTGCACATATGTGGTTTGATAACCAAATTCACG
AAGCCGATACCACTGAAGACCAATCTGGTACTTCATTCGATAAAT
CTTCACATACATGGGTTGCATTATCTCACATAGCCGGTTTGTGTA
ATAGAGCTGTCTTTAAGGGTGGTCAAGATAACATCCCTGTCTTAA
AAAGAGATGTAGCAGGTGACGCCTCCGAAAGTGCTTTGTTGAAGT
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GCATAGAATTGTCCAGTGGTTCAGTAAAGTTGATGAGAGAAAGAA
ATAAGAAGGTTGCAGAAATCCCATTCAACTCTACAAACAAGTACC
AATTGTCAATACATGAAACCGAAGATCCTAACGACAACAGATACT
TGTTGGTTATGAAAGGTGCTCCAGAAAGAATTTTAGATAGATGTT
CTACTATCTTGTTGCAAGGCAAGGAACAACCATTGGACGAAGAAA
TGAAAGAAGCATTTCAAAATGCCTACTTAGAATTGGGTGGTTTAG
GTGAAAGAGTTTTGGGTTTTTGCCATTATTACTTACCTGAAGAAC
AATTCCCAAAAGGTTTTGCATTCGATTGTGATGACGTCAATTTTA
CAACCGACAACTTATGCTTCGTAGGTTTGATGTCTATGATTGATC
CTCCAAGAGCCGCTGTACCTGACGCAGTTGGCAAGTGTAGATCAG
CCGGTATAAAAGTAATCATGGTTACAGGTGATCACCCAATTACCG
CTAAAGCAATAGCCAAGGGTGTTGGTATTATATCCGAGGGTAATG
AAACAGTCGAAGATATCGCAGCCAGATTGAATATTCCTGTCAGTC
AAGTAAACCCAAGAGACGCTAAGGCATGTGTTATCCATGGTACTG
ATTTGAAGGACTTCACATCTGAACAAATCGATGAAATCTTGCAAA
ACCACACAGAAATAGTATTCGCTAGAACCTCACCTCAACAAAAGT
TGATCATCGTTGAAGGTTGCCAAAGACAAGGTGCTATTGTAGCAG
TTACTGGTGATGGTGTTAATGACTCCCCAGCTTTGAAAAAGGCAG
ATATAGGTGTTGCCATGGGTATCGCTGGTTCCGATGTCAGTAAAC
AAGCTGCAGACATGATATTGTTAGATGACAACTTTGCTTCTATCG
TTACAGGTGTCGAAGAAGGTAGATTGATCTTCGATAACTTGAAAA
AGTCCATCGCTTACACTTTGACAAGTAACATCCCTGAAATAACTC
CATTTTTGTTGTTCATCATGGCAAACATTCCTTTACCATTGGGTA
CCATAACTATCTTGTGTATCGATTTGGGTACAGACATGGTTCCTG
CAATATCTTTGGCCTACGAAGCCGCTGAATCAGATATAATGAAGA
GACAACCTAGAAACCCAAGAACTGACAAGTTGGTTAACGAAAGAT
TGATATCCATGGCCTATGGTCAAATTGGTATGATCCAAGCTTTGG
GTGGTTTCTTTTCTTACTTCGTTATCTTGGCTGAAAACGGTTTCT
TACCTGGTAACTTAGTAGGTATCAGATTAAATTGGGATGACAGAA
CTGTTAACGATTTGGAAGACTCTTATGGTCAACAATGGACATACG
AACAAAGAAAGGTAGTTGAATTTACATGTCATACCGCTTTCTTTG
TTTCTATTGTCGTAGTTCAATGGGCAGATTTGATCATCTGCAAGA
CCAGAAGAAATTCAGTTTTCCAACAGGGTATGAAGAACAAGATCT
TGATCTTCGGTTTGTTCGAAGAAACAGCTTTAGCAGCCTTTTTGT
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CTTATTGTCCTGGTATGGATGTTGCATTAAGAATGTACCCTTTGA
AACCATCCTGGTGGTTTTGCGCCTTCCCTTACTCATTTTTGATCT
TCGTTTACGATTTTGATATTGGATCATTCAGTAATAGAAATCAGAA
AGTTGATCTTGAGAAGAAATCCAGGTGGTTGGGTCGAAAAAGAAA
CTTATTACTGAGCGGCCGC

Sekvence genu pro expresi 1 isoformy NKA (tato sekvence byla optimalizovana pro

expresi v kvasinkach):

GAATTCATGGCAAGAGGTAAGGCAAAGGAAGAAGGTAGTTGGAAGA
AGTTTATCTGGAATAGTGAAAAGAAGGAATTTTTAGGTAGAACAG
GTGGTTCCTGGTTCAAGATATTGTTGTTTTATGTAATATTCTACG
GTTGTTTGGCAGGTATCTTCATCGGTACTATCCAAGTTATGTTGT
TGACAATCAGTGAATTTAAGCCAACCTACCAAGATAGAGTCGCTC
CACCTGGTTTGACTCAAATCCCTCAAATCCAAAAGACAGAAATCT
CTTTCAGACCAAACGACCCTAAGTCATATGAAGCTTACGTCTTGA
ACATAGTAAGATTTTTAGAAAAGTACAAGGATTCCGCACAAAGAG
ATGACATGATTTTCGAAGACTGCGGTGATGTCCCAAGTGAACCTA
AAGAACGTGGTGACTTCAACCATGAAAGAGGTGAAAGAAAGGTTT
GTAGATTCAAGTTGGAATGGTTGGGTAATTGCTCTGGTTTGAACG
ATGAAACTTATGGTTACAAGGAAGGCAAGCCATGTATCATCATCA
AGTTGAACAGAGTATTAGGTTTTAAACCAAAGCCACCTAAAAACG
AATCATTGGAAACCTATCCTGTTATGAAGTACAATCCAAACGTTT
TACCTGTCCAATGCACAGGTAAAAGAGATGAAGACAAGGATAAAG
TTGGTAACGTTGAATACTTCGGTTTGGGTAACTCTCCAGGTTTCC
CTTTGCAATACTACCCATACTACGGCAAGTTGTTGCAACCAAAGT
ACTTGCAACCTTTGTTGGCCGTTCAATTCACTAACTTGACAATGG
ATACCGAAATCAGAATAGAGTGTAAGGCTTACGGTGAAAACATAG
GTTACTCTGAAAAGGACAGATTCCAAGGTAGATTCGATGTTAAGA
TCGAAGTCAAGTCATGAGCGGCCGC
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