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Abstrakt

Cytoskelet a s nim spojené proteiny, tzv. molekularni motory, jsou soucasti bunécného
aparatu vSech eukaryotickych bun¢k. Molekularni motory, mezi néz patii kinesin-1, maji
schopnost se na cytoskelet doCasné véazat a prenaset po ném v ramci bunky vacky
s ndkladem (napf. organelou). Pfi tomto pohybu $tépi molekuly kinesinu-1 pro kazdy
krok vramci chemomechanického cyklu molekulu ATP. Ukazuje se, ze pribch
chemomechanického cyklu molekularnich motort mutze byt ovlivnén pfitomnosti
inertnich makromolekul, ale jak tyto molekuly ovliviiuji kinesin, neni zcela znamo.

Pomoci fluorescenéni mikroskopie s totdlnim vnitfnim odrazem byly in vitro
zobrazovany  jednotlivé molekuly kinesinu-1, byl sniman jejich pohyb
po rekonstituovanych mikrotubulech a méfena jejich priimérna rychlost. Experimenty
probihaly pfi riznych koncentracich inertnich makromolekul,
polyethylenglykolu, o molarnich hmotnostech 6 kg/mol, 1000 kg/mol a jejich kombinaci.
Z rychlosti pohybu kinesint byla zjisténa jejich biochemicka aktivita (hydrolyza molekul
ATP) pfti riznych koncentracich polyethylenglykolu.

Ve shod¢ s predchozimi vyzkumy se ukézalo, Ze makromolekuly velikostné
podobné rozmériim motorové domény kinesinll vyznamné snizuji biochemickou aktivitu
motort pii zvySujici se koncentraci makromolekul, a to zfejmé sterickymi efekty. Naproti
tomu makromolekuly vyrazné piesahujici rozméry motorové domény na kinesiny nemaji
zasadni vliv ani pfi koncentracich zpusobujicich velmi vysokou viskozitu roztoku.
Pti kombinaci obou pouzitych typi polyethylenglykolu se znacné posilil stericky efekt
branéni pohybu motorové domény oproti podminkam, kdy byl v roztoku pfitomen pouze
jeden z obou typt. Tato prace ukazuje, jak mohou inertni makromolekuly ovliviiovat

enzymovou aktivitu molekularnich motord.

Kli¢ova slova: molekularni motory, kinesin-1, shlukovani makromolekul, stericka

exkluze, cytoskelet, polyethylenglykol



Abstract

The cytoskeleton and its associated proteins, the so-called molecular motors, belong
to the cellular apparatus of every eukaryotic cell. Molecular motors, including kinesin-1,
have the ability to temporarily bind to the cytoskeleton and transport cargo vesicles
(e.g. organelles) along it. During such movement, kinesin-1 molecules hydrolyse one
ATP molecule for each step of their chemomechanical cycle. It turns out, that
the chemomechanical cycle may be affected by the presence of inert macromolecules.
The influence of these macromolecules on the chemomechanical cycle of kinesin-1 is,
however, not entirely known.

Using total internal reflection fluorescence microscopy, single molecules
of kinesin-1 were tracked in vitro. Their movement along reconstituted microtubules
was recorded and the average velocity was measured. The performed experiments were
carried out with variety of concentrations of soluted macromolecules — polyethylene
glycol. For experiments, polyethylene glycols of molecular weight 6 kg/mol, 1000 kg/mol
and combination of both were used. From average velocities, biochemical activity
of kinesin-1 molecules at various concentrations of polyethylene glycol was obtained.

In accordance with prior studies, macromolecules similar in size to the motor
domain of kinesin significantly diminish biochemical aktivity of motors upon increase
of macromolecule concentration, probably due to steric exclusion effects. On the other
hand, macromolecules that go beyond the motor domain in their size do not vastly affect
kinesins, even at concentrations causing high viscosities. Combining both used
polyethylene glycols strongly enhanced the steric effect of hindering kinesin motor
domain in its movement compared to experiments with only one type of polytethylene
glycol. This work shows how inert macromolecules can affect enzymatic activity

of molecular motors.

Key words: molecular motors, kinesin-1, macromolecular crowding, steric exclusion,
cytoskeleton, polyethylene glycol
[IN CZECH]
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Seznam zkratek a symbol(

A —jednotka délky (Angstrom)

a — parametr jednotkového fadu

ADP — adenosindifosfat

ATP — adenosintrifosfat

b — parametr jednotkového fadu

Da — jednotka hmotnosti (Dalton)

DMSO - dimethyl sulfoxid

DTT — dithiotreitol

E, — aktivaéni energie (J'mol ')

EGTA — ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraoctova kyselina (z angl.
ethylene glycol-bis(B-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid)

FPS — pocet snimkti pofizenych za sekundu (z angl. Frames per Second)
GDP — guanosindifosfat

GFP — zeleny fluorescencni protein (z angl. Green Fluorescent Protein)
GTP — guanosintrifosfat

HEPES — 4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina

IRM — interferen¢ni reflexni mikroskopie

k — Boltzmannova konstanta (1,38 - 1072 J- K1)

ks — rychlostni konstanta chemické reakce

Kwm — Michaelisova konstanta (mol-dm™)

M — jednotka molarni koncentrace (mol-dm )

MAPs — proteiny asociované s mikrotubuly (z angl. Microtubule Associated Proteins)
My, — moléarni hmotnost (kg/mol, ptip. Da)

PBS — fosfatovy pufr (z angl. Phosphate Buffered Saline)

PEG - polyethylenglykol

PEG 1000 — polyethylenglykol o molarni hmotnosti 1000 kg/mol

PEG 6 — polyethylenglykol o molarni hmotnosti 6 kg/mol

pH — vodikovy exponent

PIPES — 1,4-piperazindiethansulfonova kyselina (z angl. 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid)

R — univerzalni plynova konstanta (8,314 J-K ! mol ™)

Rer— efektivni polomér ¢astice (m)



Rpn — hydrodynamicka polomér makromolekuly (m)
ROI — oblast zajmu (z angl. Region of Interest)

rp — hydrodynamicky polomér sledované ¢astice (m)
s — draha (m)

t—c¢as (s)

T — termodynamicka teplota (K)

TIRF — fluorescence s totdlnim vnitinim odrazem (z angl. Total Internal Reflection
Fluorescence)

TRIS — Tris(hydroxymethyl)aminomethan

v —rychlost (m's 1)

vo — pocatecni rychlost chemické reakce (s!)

vMax —maximaélni rychlost chemické reakce (s™')
w/w — hmotnostni zlomek

w/v — hmotnostné-objemovy zlomek

1o — dynamicka viskozita rozpoustédla (N-s-m?)

net — efektivni viskozita (N-s'm?)

¢ — korelacni délka (m)



Uvod

Studium cytoskeletu probihd jiz né¢kolik dekad. Cytoskelet eukaryotickych bun¢k ma
mimo jiné funkci transportniho systému v ramci buniky. Spolu s tim probiha i studium
proteind, které se na cytoskelet doCasn¢ vazou a pohybuji podél jeho slozek,
tzv. molekularnich motorti. NejsnadnéjSim zptisobem studia slozek cytoskeletu a s nimi
spojenych molekularnich motort je jejich pozorovani mikroskopickymi technikami; s tim
je ovSem spojena i fada podminek, které¢ jsou oproti podminkdm vnitiniho prostiedi
bunky znacné zjednodusené.

Znamym molekularnim motorem je kinesin-1. Kinesiny jsou schopné pfepravovat
podél trati vymezené proteinovymi vldkny, mikrotubuly, vacek s ndkladem urenym
k doruceni do jinych ¢asti buiikky. Toho je obzvlasté zapotiebi napt. v buiikdch nervové
soustavy, kde nervové vybézky, axony, mohou dosahovat délky i nékolika metrt.
V soucasnosti probihd vyzkum onemocnéni nervové soustavy ve spojitostech
s poruchami intercelularniho transportu.

Pohyb kinesinu-1 je uskuteciiovdn diky hydrolyze ATP. Tato biochemicka
aktivita kinesinu je regulovana chemickou vazbou regula¢nich molekul na mikrotubuly.
Obsah bunky je z velké ¢asti vyplnén dal$imi, vici kinesinu Casto inertnimi molekulami,
zdanlivé nehrajicimi v regulaci molekularnich motorti zadnou vyznamné;jsi roli. V ramci
této prace bude zjist'ovan vliv internich molekul na pohyb, a tedy 1 hydrolytickou aktivitu
motord.

Jako modelova molekula byl pro tuto praci vybran polyethylenglykol (PEG)
o dvou molarnich hmotnostech a vzdjemné kombinace obou téchto typt. Cilem prace je
ov¢tit a prozkoumat vliv PEGu na pohyb a s tim spojenou biochemickou aktivitu kinesinti

v podminkach in vitro.



1 Literarni prehled

1.1 Cytoskelet
Cytoskelet je souborné oznaceni pro rizné typy vldknity proteinovych utvarti obsazenych

ve vsech eukaryotnich bunikéach. V prokaryotech lze pozorovat analogické struktury
jiného biochemického slozeni [1, 2].

K eukaryotnimu cytoskeletu patii aktinovd filamenta (mikrofilamenta),
intermediarni filamenta (stfedni filamenta) a mikrotubuly. Tato vlakna dohromady tvoii
soustavu podobnou kolejim nebo opérnym soustavam v architektute, davaji buice tvar a
pevnost, jsou transportnim systémem a dopravni komunikaci mezi vzdalenymi ¢astmi

buiky [1].

1.1.1 Aktinova filamenta (mikrofilamenta)
Mikrofilamenta, téZ aktinova filamenta, maji z cytoskeletarnich vldken na prifezu

nejmensi prumér — 6 nm [2]. Jedna se o polymery globularniho proteinu aktinu [3]. Pfi
mitoze zivocisnych bunék mikrofilamenta formuji kontraktilni prstenec. Ve svalovych
buiikach jsou stabilni mikrofilamenta spolu s motorovym proteinem myosinem jednémi

ze zakladnich proteint svalovych vlaken (az 25 % svalovych bilkovin [4, 5]).

1.1.2 Intermediarni filamenta (stfedni filamenta)
Intermedidrni filamenta byla pojmenovana podle velikosti jejich prafezu (10 nm), ktera

spadala mezi velikosti prufezi aktinovych a mikrotubularnich filament [6]. Podili se
mimo jiné na tvorb¢ struktur v podobé pokozky a jejich derivatd (chlupy, vlasy, nehty,
rohy, pefi ad.). S intermediarnimi filamenty se nepoji aktivita Zadnych molekularnich

motoru.

1.1.3  Mikrotubuly
Pojem mikrotubulus byl zaveden r. 1963 Davidem Slautterbackem v ndvaznosti

na pozorovani drobnych tubularnich ttvarti v knidoblastech nezmari (Hydra oligactis,
H. littoralis) [7]. Jedna se o proteinova vldkna tvaru dutého vélce o priméru 25 nm
tvofené heterodimery a- a B-tubulinu [5]. Od ostatnich slozek cytoskeletu je 1ze odlisit
chemicky nebo mikroskopicky.

Mikrotubuly se vyskytuji ve vSech eukaryotickych buiikach. Jsou nezbytné pro
dé€leni bunky, transport latek a tvorbu pohybovych organel bunék.
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1.1.3.1 Stavba mikrotubul
Mikrotubuly jsou duté vlaknité proteiny tvofené heterodimernimi jednotkami a- a -

tubulinu. Molekuly tubulini jsou volné rozpusténé v cytoplazmé eukaryotickych bunék.
Tubuliny se spojuji za sebou ve sméru hlava-ocas nekovalentnimi interakcemi a tvoii tak
stavebni vlakna mikrotubulu, protofilamenta [8]. Interaguji mezi sebou také laterdlné.
Tim je zajisténa soudrznost protofilament v mikrotubulu.

Struktura mikrotubulu je ilustrovéna na obrazku 1.1.

Tvorba mikrotubulu

1Tubulinové heterodimery 2 Protofilamenta
- €
@ °® - 000eCeCeCe0e +
i
ce &
3

Kinesin

Obr. 1.1 Struktura mikrotubulu [9], upraveno. 1) Z monomer(l a- a B-tubulinu se tvofri
heterodimery. 2) Heterodimerni stavebni jednotky se spojuji do vlakna — protofilamenta — s (+)-
a (-)-koncem. 3) Protofilamenta se lateralné spojuji do podoby dutého valce. Po povrchu vélce

se mohou pohybovat molekularni motory (dale v textu).
Délka heterodimeru o/B-tubulinu je ptiblizn€¢ 8 nm [7]. Samotny o-tubulin

nedisponuje hydrolasovou aktivitou a nedokaze tak §tépit navazané GTP, jeho GTP

je proto nevyménitelné. Otevieni GTP-vazebného mista na a-tubulinu pro vazbu GTP je
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d¢j zprostiedkovany B-tubulinem. Hydrolyza a vyména GTP probiha na B-tubulinu,
nejcastéji v ramci polymerace [10].

Na tvorbé mikrotubulii se podili i tfeti typ tubulinu, y-tubulin, ktery se vaze na
(—)-konec tubulinového vldkna a napomaha nukleaci a organizaci mikrotubuli [10].
Nachazi se specificky v centrosomu. Podle jednoho z modeld zde tvoii nukleacni ocka
o pruméru 25 nm, kterd pifedznamenavaji zékladnu tfinacti protofilament vznikajiciho
mikrotubulu. Blokuji dynamiku tubulu zjeho (—)-konce, ktery je ockem drzen
a stabilizovan.

Heterodimerni charakter stavebnich jednotek mikrotubult vede k celkové polarité
vyslednych vlaken. Konec vldkna zakonceny a-tubulinem se oznacuje jako (—)-konec,
opacna strana vlakna, kterd je ohrani¢ena B-tubulinem s navazanym GTP, jako (+)-konec
vldkna [11]. VrSek (+)-konce se nazyva GTP-Cepicka. Je pro mikrotubulus vyznamnym
stabilizacnim prvkem. Zde je diky GTPasov¢ aktivité B-tubulinu mozné $tépeni a celkova
vyména molekul GTP. Vyména molekul GTP tedy probihd pravé z konce mikrotubulu,
nikoli z jeho stfedu. Rust vlakna in vivo probiha na jeho (+)-konci, kde se po hydrolyze
GTP a pfipojeni dal§itho stavebniho dimeru stavd zbytek nukleotidu — GDP —
nevyménitelnym. MoZnost viymény GTP pravé na (+)-konci tubulu je kromé strukturnich
divodli podpoiena také kontaktem vazebného mista pro GTP na posledni stavebni
podjednotce mikrotubulu se solventem. V solventu jsou nukleotidy rozpustény a volné
dostupné. Pti experimentech in vitro ptirtistaji mikrotubuly z obou koncti, na (—)-konci

ale pomaleji nez na (+)-konci [12].

1.1.3.2  Formovdni mikrotubuld
V Zivoc¢isnych bunkach vyristaji mikrotubuly zpravidla zcentra organizujiciho

mikrotubuly, kde je zakotven (—)-konec tubulu. Toto centrum se casto nachazi
v centrosomu, organele lokalizované v sousedstvi jadra (pfipad buné€k v interfazi
bunééného cyklu). Pfi mitdze je centrosom zduplikovany, mikrotubuly pak vyristaji
z obou organizacnich center a formuji délici vieténko.

V centrosomu piitomny y-tubulin vytvaii nukleani ocka pro rast mikrotubuld.
Z heterodimerta o/B-tubulinu se nasledné podle protofilamentového modelu sestavuje
vlakno — protofilamentum. Rist za¢ina a-tubulinem. Dominujici struktura mikrotubulu
v eukaryotech pak vznikd podélnym pfilozenim tfindcti protofilament k sobé. Pomoci

elektronové krystalografie bylo ukézéno, Ze tubuliny a nasledné¢ filamenta se pii tvorbé
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mikrotubulu spojuji do B-listu, jak je zndzornéno na obrazku 1.2. Spojenim listu vznika
duty valec.

V ptipadé, Ze je tvofen tfinacti protofilamenty, jsou filamenta po celé své délce
rovna a nedochazi k jejich helikalni deformaci podél tubulu [7]. V piipadé jiného poctu
stavebnich filament je nevyhnutelné, aby se od pomyslné horni podstavy valce podél
plasté protofilamenta mirn¢ helikdln¢ stacela. V misté spoje krajii piivodniho B-listu
vznikd na valci podélny Sev, ktery se vyznacuje laterdlnim prechodem mezi a- a f-
tubulinem. Mimo Sev jsou po obvodu valce protofilamenta v lateralnim kontaktu pies
tubuliny stejného typu, tedy a-o nebo B-p. Sev se na mikrotubulu nevyskytuje, pokud je

valec tvofen Sestnacti protofilamenty.

© 1997 Current Opinion in Cell Bialogy

Obr 1.2 Stavba tubulinového valce [7]. a) B-list tvofeny jednotkami a- a B-tubulinu.
b) Mikrotubulus tvoreny deseti protofilamenty. c) Mikrotubulus tvofeny ¢trnacti protofilamenty.
Je patrny podélny Sev, ktery narusuje celkovou symetrii tubulu. d) Mikrotubulus tvoreny

Sestnacti protofilamenty. Nema Sev, je proto helikdlné symetricky.

V nékterych rostlindch, zivocisich a protistech byly objeveny mikrotubuly slozené
z jiného poctu protofilament nez ze tfinacti, jak je tomu vétSinou u Eloveéka, obvykle
v rozmezi deseti az dvaceti protofilament. Napt. v had’atku (Caenorhabditis elegans)
byly nalezeny mikrotubuly tvofené jedenacti protofilamenty [13]. Pfi experimentech
s aktivaci lidskych krevnich desti¢ek se ve vzorcich objevovaly mikrotubuly slozené ze
Ctrnécti nebo patnacti protofilament [14]. Ze zminéného plyne, Ze ptipadny rozdil ve

struktufe mikrotubulti nemusi byt v rozporu se zivotaschopnosti organismu. Piipustnych
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moznosti vzajemného usporadani filament je tedy vice, a to pfiblizné od 20° do 40°;

vysledna geometrie se pak odviji od poctu protofilament [15].

1.1.3.3 Struktura tubulind
Monomer tubulinu pfipomina svym tvarem elipsoid a jeho piiblizné rozméry jsou

46 x 40 x 65 A [15]. Proteiny o- a B-tubulinu jsou navzijem vysoce homologni (asi
ze 40 %). [16]. Jejich velikost je ptiblizn¢ 50 kDa a oba jsou tvofené pfiblizn¢ 450
aminokyselinami [7, 16].

Na tubulinu Ize rozlisit tfi domény: 1) N-terminalni doménu, kterd vaze nukleotid,
i1) prostfedni doménu, iii) helikdlni doménu C-termindlni oblasti. C-termindlni doména
nese zaporny naboj [17, 18]. Prostoroveé vybocuje jak od té¢la tubulinu, tak z mikrotubulu,
a je Castym cilem posttransla¢nich modifikaci proteinu [19]. Slouzi také k regulaci vazby
proteind asociovanych s mikrotubuly (MAPs, z angl. Microtubule Associated Proteins),
reguluje mechanické déje a dynamiku mikrotubult [20]. Tubuliny jsou rozmanité ve
svych isotypech a rozlisuji se pravé na zaklad¢ rozdilnosti chemickych struktur na C-
terminalnich aminokyselinach.

Oba typy molekul tubulinu vazou jednu molekulu GTP. Vazebné misto GTP na
a-tubulinu se nazyva N-misto, na B-tubulinu E-misto. Kromé a-, - a y- tubulinu jsou
znamy jesté dal$i podrodiny tubulini ozna¢ované jako 8-, e- a {-tubulin. Vyskytuji se
u eukaryot, v mnoha druzich vSak nalezeny nebyly [21]. Jejich funkce je ¢asto neznama,
byla ale pozorovéana souvislost s centriolami, mikrotubuldrnimi triplety a s funkeci cilii
[22, 23]. Nékdy se hovofi 1 o tubulinech typu n, 0, 1, a k [24]. Dohromady tvoii vSechny
tyto typy tubulinovou nadrodinu.

Struktura B-tubulinu je na obrazku 1.3 (str.15).
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Obr. 1.3 Struktura B-tubulinu ziskana elektronovou krystalografii s Taxolem® [15],
upraveno. Helixy jsou znaceny jako H a arabska Cislice, B-listy jako S a arabska Cislice, pismena
Ta M oznacuji smycky. Ve své obsahuje B-tubulin M-smycku, kterda je nepostradatelna
pro udrZovani laterdlnich kontaktl mezi protofilamenty [15]. Smycky T1 az T7 se ucastni vazby
nukleotidu (GTP). Z nich smycka T7 presahuje k sousednimu tubulinovému dimeru a vaze

se na jeho nukleotid.

Mezi protofilamenty jsou na vnéj$Sim i vnitinim povrchu mikrotubulu zlabky,
ve kterych se nachazeji otvory o priiméru 10 A [15]. Na vné&j$im povrchu mikrotubulti
vycnivaji z B-tubulinu helixy C-terminalni domény H11 a H12 (Obr. 1.4, str.16) spolu
se smyckou mezi helixem H10 a B-listem S9. Z téchto struktur vznikd na povrchu
protofilament mélky hiebenovity vzor. Vnitini povrch mikrotubuli je mnohem vice
zbrazdén diky ptitomnosti dlouhych smycek vycnivajicich do dutiny mikrotubulu.
Jednase o smycky mezi helixy alisty HI1-S2, H2-S3 a S9-S10. Rozhrani dvou
heterodimert tubulinu lze charakterizovat velkou plochou kontaktu obou stavebnich
jednotek, vysokou komplementaritou strukturnich elementti na sty¢nych plochach a
vyskytem jak poléarnich, tak hydrofobnich komponent.

Lateralni kontakty tubulint se oproti jinym kontaktim v mikrotubulu vyznacuji
elektrostatickymi interakcemi [15]. DalSimi interakcemi je piesah M-smycky (jedna se
0 S7-H9 smycku oznaCovanou jako mikrotubuldrni smycka) jednoho protofilamenta

ke smyckam C-terminalni domény sousedniho protofilamenta.
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Vnitrni strana Vneéjsi strana
mikrotubulu _ mikrotubulu

Obr 1.4 Struktura a/B-tubulinového dimeru [25], upraveno. Rozlieni 3,7 A, struktura fe$ena
elektronovou krystalografii, vizualizace uskute¢néna pomoci Advanced Visual Systems. Shora je
a-tubulin, dole B-tubulin. Pismenem B a arabskou dislici jsou oznaceny B-listy, pismenem H a-
helixy. Na pravé strané B-tubulinu jsou zobrazeny helixy H11 a H12 zodpovédné za zbrazdéni
vnéjsiho povrchu mikrotubulll. Vlevo na B-tubulinu je patrnd vazba dalsi molekuly, jedu

ze skupiny taxanu. Vaze se v oblasti smycky B8-H9.
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1.1.3.4 Taxol a jeho ucinek na mikrotubuly
Taxol® je obchodni ndzev pro chemickou latku paklitaxel (Obr. 1.5). Patii do skupiny

latek schopnych vazat se na mikrotubuly, taxany. Jedna se o diterpeny ptirodniho ptivodu.

OH

o
OH-._

CHs
C L

Obr. 1.5 Chemicka struktura Taxolu® [28]. Mezi mitotickymi jedy patfi mezi nejpouzivanéjsi

pfi vyzkumu vyuZzivajicim stabilizované mikrotubuly.

Je znamo vice typl paklitaxelu, pficemz paklitaxel 9 se vaze prednostné na
mikrotubularni vldkno narozdil od paklitaxelu 1, ktery dava ptednost volnému
tubulinovému dimeru [26]. Pravé paklitaxel 9 je uzivan pii 1é€bé rakoviny a je prodavan
jako Taxol 1 k vyzkumnym tc¢elim [27]. K efektu piisobeni Taxolu pii koncentraci vyssi
nez 10 nmol-dm > patii i zvySena tvorba mikrotubuld, které jsou po svém vzniku Taxolem
stabilizované [28]. V piipad¢ toxického plisobeni Taxolu na organismy se tedy nejedna o
inhibici ristu mikrotubulti, ale o blokaci jejich dynamické nestability a zastaveni
bunééného cyklu.

Taxol stabilizuje mikrotubuly zesilenim laterdlnich interakci B-tubulind na (+)-
konci mikrotubulu. V ramci dynamiky (+)-konce mtze dojit k hydrolyze GTP na GDP,
coz vede ke konformacnim zméndm helixu H3 (viz Obr. 1.3, str.15) zpiisobenych
zménami na M-smy¢ce [15]. Navazanim Taxolu zfejmé dochazi k takovym allosterickym
zménam, které dokazi zastavit hydrolyzu GTP. Obecné je na mikrotubulu stabilnéjsi (—)-
konec, a to diky pfitomnosti aminokyselinovych zbytkli v oblasti smycek S9 a S10
vyskytujicich se v blizkosti M-smycky. Pravé na analogickou oblast k této oblasti se
na (+)-konci mikrotubulu Taxol védze — na N-doménu -tubulinu. Vazba je

pravdépodobné kombinaci hydrofobnich interakei a kovalentnich vazeb [29, 30, 31].
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1.2 Molekularni motory a cytoskeletarni transport
Proteiny s enzymovou aktivitou, které vyuzivaji energii ziskanou ze St€peni chemické

vazby (hydrolyza ATP) pro konformacni zmény vedouci k orientovanému pohybu,
se oznaCuji jako molekularni (molekulové) motory [32]. Oporou jejich pohybu jsou
vlakna cytoskeletu. Mivaji ¢asto schopnost vazat na sebe naklad a ptenaset ho po buiice.
Ptikladem je pfenos mitochondrii pomoci kinesinli v axonech. Bez pomoci molekularnich
motorti by zvlast€¢ rozmérnéjsi bunky brzy selhaly v zivotaschopnosti, nebot’ doprava
organel a latek potfebnych na daném misté¢ prostou diftizi by trvala pfili§ dlouho.
Transport pomoci proteinli navic skytd butkdm moznosti jeho citlivé regulace. Motory
jsou voln¢ dostupné v cytosolu a mohou se vazat na cytoskeletarni vlakna podle
aktualnich potieb bunky, nebo byt na vldknech trvale fixované, jak je tomu napiiklad
v piipad¢ myosinu a aktinu ve svalovych buiikéch.

Mezi molekularni motory patii kinesiny, dyneiny, dynaminy a myosiny [5].
Kinesiny se podileji na axonomalnim transportu. Pohybuji se orientované
po mikrotubulech. VétSina kinesinii se pohybuje orientované k (+)-konci mikrotubulti.
Dyneiny jsou taktéz motory pohybujici se po mikrotubulech, ale v opacném sméru, tedy
smérem k (—)-konci mikrotubuld. Dynein miZe byt cytosolovy nebo axonomalni,
v druhém pftipadé tvoii mechanicky zaklad pro pohyb fasinek a bic¢ikd. Dynamin je na
rozdil od vySe zminénych motord s ATPasovou aktivitou GTPasa. Podili se

na endocytdze.

1.2.1 Kinesin
Protein kinesin s ATPasovou aktivitou byl popsan v roce 1985 [33]. Byl objeven jako

transportni protein v axonech olihn€ Loligo pealeii. Analyzou lidského genomu bylo
nalezeno 45 lidskych kinesint tvoficich kinesinovou nadrodinu [34].

Kinesiny jsou ATPasy schopné pfenaset ndklad po mikrotubulu. Typickymi prvky
kazdého kinesinu jsou doména pro vazbu a hydrolyzu ATP a doména pro vazbu
prenaseného nédkladu. Nejcastéji se pohybuji od (—)- k (+)-konci tubult. Jsou znamy
1 kinesiny, které se pohybuji k (—)-konci mikrotubulu, pfikladem je rodina kinesinii-14
[35]. Kinesiny mohou zastavat i dalsi funkce, jsou znadmy kinesiny s regulacnim vlivem
na stabilitu mikrotubulii. Stabilizaci déliciho vieténka funguji kinesiny-8 a kinesiny-5
jako polymerasy [36, 27]. Tim se kinesiny spoluti¢astni regulace mitosy. Naproti tomu

kinesiny-13 maji depolymeriza¢ni funkei [37].
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Kinesiny lze klasifikovat podle chemického umisténi jejich motorové domény na:
1) N-typy, motorova doména obsahuje NH>- skupinu; patii sem kinesin-1,
1) M-typy, motorova doména je piiblizn¢ uprostied celé struktury,

1i1) C-typy, motorova doména obsahuje COOH- skupinu [38, 34].

1.2.1.1 Struktura a pohyb kinesinu
Kinesin-1 je tetramerni protein o celkové velikosti asi 100 nm, 320 kDa [34, 38, 39, 40].

Jeho dva tézké tetézce zajist'uji pohyb a dva lehké vazou naklad. Cely kinesin je tvofen
ttemi doménami: N-termindlni doména (hlava), a-helikdni stonek a C-termindlni ocas.

Na obrazku 1.6 je schematicky znazornén kinesin typu N.

naklad ocas

krky

b hlava
mikrotubulus Q

Obr. 1.6 Schéma kinesinu s nakladem [41], upraveno. Globule motorové domény (hlavy)

stonek

se vazou na vnéjsi povrch mikrotubulu a pres spojky (, krky“) na né navazuje stonek s ocasem

(C-termindini doména), ke kterému se mize pfipojit naklad.

Hlava kinesinu ma vidlickovity tvar diky dvéma globularnim doménam o
velikosti asi 45 kDa, které zajist'uji hydrolyzu ATP a jsou v okoli N-konce v kontaktu
s povrchem mikrotubulu [42]. Dohromady se nazyvaji motorova doména. Globule jsou
spojeny fetézci a-helixd, tzv. krkem, tvofenym asi padesati aminokyselinami, ptes své C-
terminalni aminokyseliny [38, 40]. Na krk navazuje o-helikalni stopka vedouci
k tzv. ocasu, kde se nachazi C-termindlni oblast celého proteinu. Globule motorové
domény kinesinu pfipominaji nohy, krk télo, na které se pfes vaznou doménu pfipojuje

naklad neseny kinesinem [37].
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Krk kinesinu je tvofen patnacti aminokyselinami, které po hydrolyze navazaného
ATP podstupuji konformacni zmény [27, 43]. Vzniklé pnuti se S$ifi i na struktury
motorové domény a umoziiuje jim zahdjit proces kraceni po mikrotubulu [44]. Obé Casti
motorové domény se pohybuji jedna po druhé, nékdy se ,,chlize* kinesinu oznacuje také
jako ruckovani. Pfesunem jedné z globuli pfed druhou (jeden krok) znamend jeden
chemomechanicky cyklus.

Rychlost pohybu kinesinli bez nakladu se pohybuje kolem 800 nm/s [45].
Obecn¢ je pohyb kinesinli po mikrotubulech regulovan. Ze znamych moznosti regulace
jsou to napf. posttransla¢ni modifikace tubulinu, MAPs a rovnovazné procesy v buiice.

Chemomechanicky cyklus kinesinu (Obr. 1.7) se skladd z jednotlivych kroku

motorové domény [46]. Kazdym krokem kinesin urazi vzdéalenost 8 nm [47].

e,

Nk

Obr. 1.7 Chemomechanicky cyklus kinesinu [44]. Kinesin se procesivhé pohybuje

po mikrotubulu od (-)-konce k (+)-konci. 1) Kinesin je ve stavu ¢ekani na ATP. 2) Po navazani ATP
dochazi ke konformacni zméné motorové domény a moznosti otoceni jedné globuldrni domény
kolem krku. 3) Cast motorové domény vézajici ADP nachdazi pomoci difuzniho pohybu nové
vazebné misto na mikrotubulu. Je uvolnéno ADP a dochdzi k hydrolyze ATP. Efekt pfipadného

sterického branéni pohybu je ocekavdn mezi stavy 2 a 3.
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1.2.1.2 Motorova doména kinesinu
Pomoci rentgenové krystalografie se podafilo trojrozmérné zobrazit strukturu kinesinu

v atomovém rozliSeni [48]. Jedna se o a/p proteinovou strukturu o rozmérech 70 x 45 x
45 A. Na obrazku 1.8 je rekonstrukce motorové domény lidského kinesinu. Strukturné
doména vykazuje zna¢nou podobnost s motorovou doménou myosinu, chemickym

sloZzenim se vSak ob¢ struktury lisi.

b P

Obr. 1.8 Zobrazeni struktury motorové domény kinesinu pomoci programu MOLSCRIPT [48,
49]. Fialové jsou zobrazeny a-helixy, zelené B-listy. Struktury kouli na tycinkach vlevo nahore
predstavuji ADP. Stfed domény je tvoren osmi vlakny B-listu (B s Cislici), z vétsi ¢asti se jedna
o paralelni usporadani. Vlakna jsou obklopena a-helixy (a s Cislici). Nékteré struktury vykazuji
neobvyklou délku v rdmci molekuly, konkrétné vliakna B4 a B6, ktera jsou soucasti zakladniho B-
listu molekuly, kopiruji celou délku molekuly. Na povrchu domény se nachazi velké mnozstvi

smycek. Celkovy tvar motorové domény pripomina hrot Sipu.

Motorovéa doména kinesind se sklada asi ze 340 aminokyselin, coZ je asi polovi¢ni
velikost v porovndni s myozinovou motorovou doménou (kolem 850 aminokyselin) [48].
Dyneinova doména dosahuje s pfiblizné 1000 aminokyselinami jesté vétSich rozméri.

Energie k pohybu molekuldrniho motoru po cytoskeletu se ziskava ze Stépeni

chemickych vazeb makroergnich sloucenin. V ptipadé kinesinu se jedna o hydrolyzu
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ATP na ADP a fosfat. Rovnovazné déje mezi kinesinem (E) a jeho substratem (ATP)
popisuje rovnice (1.1) [50]. Kazdy mezikrok dé€je je charakterizovan ptislusnou rychlostni
konstantou (k).
H,0
E + ATP k;i E«ATP i& E«ADP«Pi ﬁl—- E + ADP + Pi

-1 -2

(1.1)

Nejprve vznikd vazba mezi kinesinem a molekulou substratu, tedy ATP (oznaceno
teCkou) (k1). V ptritomnosti vody miize dojit k hydrolyze ATP na ADP a fosfat (k).
Produkty reakce nasledné z kinesinu uvolni (k3).

Z krystalové struktury motorové domény (Obr. 1.8, str. 21) je vidét, ze ADP je
navazano na povrchu motorové domény, tedy v oblasti, kterd je v kontaktu s prostfedim,
ve kterém se motor pohybuje a které obsahuje voln¢ dostupné ATP. Disociace ADP
z kinesinu je krokem limitujicim rychlost chemomechanického cyklu [51].

Ke kinesinu se ATP vaze nekovalentné interakcemi aminokyselin kinesinu
s adeninem [48]. Svrchu motorové domény na adenin pisobi methylenovou skupinou
arginin 16, hydrofobnimi silami prolin 17 a shora na néj ptsobi histidin 93. Voda se na
adenin koordina¢né vaze ptes prolin 7 a threonin 94.

Pfesnd lokace aminokyselinovych zbytkli, které interaguji s povrchem
mikrotubulu, nebyla pomoci biochemickych studii zjiSténa [48]. Na zaklad¢ strukturni
podobnosti kinesinu s myosinem se odhaduje, Ze se na mikrotubuly bude vézat ¢ast
vlaken B4 a BS (viz Obr. 1.8, str. 21) spolu se smyckami L8 a L12. Jednd se o
aminokyseliny 138—-173 a 272-280 motorové domény, které Casto maji hydrofobni
vlastnosti.

Podobné ani struktury, které jsou zodpovédné za pohyb kinesinu, nejsou presné
zndmy. Na zdkladé podobnosti s myosinem se odhaduje, Ze C-termindlni oblast
kinesinové motorové domény miiZe byt mistem distribuce a zesileni konformac¢nich zmén
vychézejicich z hydrolyzy ATP [52]. Tyto zmény se ve svém pocatku odehravaji
v rozmezi nanometrii a méng, je proto zapotiebi prevést je do vétsSich rozmért. V blizkosti
mista, které vaze ATP, je umisténa splet’ strukturnich jednotek a propojeni az k mistu,
které je povazovano za misto vazby na mikrotubuly. Hovofi se o konformac¢nich zménach
postihujicich tyto struktury, zejména helixy o4, a5, které jsou v kontaktu s a6, ktery
zahrnuje C-termindlni oblast celé domény [48].
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1.2.1.3 Kinetika pohybu kinesinu-1
Pro kinetiku hydrolasové aktivity kinesinu Ize vyuzit model Michaelis-Mentenové [44]:

o = Umax * [ATP]
™ Ky + [ATP]

(1.2)

kde v, je pocateéni reakéni rychlost (s 1), vmax je maximalni reakéni rychlost (s™),
[ATP] je koncentrace ATP (mol-dm™3), Kum je Michaelisova konstanta (mol-dm ).
Experimentalné byly zjistény hodnoty parametra [44]:
vmax = 103,402 s},
Km=311+2 pumol- dm™.

1.2.2  Vyznam studia molekuldrnich motord
Cytoskeletarni  transport je pfedmétem vyzkumu pifi  studiu  predevsim

neurodegenerativnich chorob. Nékolik chorob je pro ptiklad uvedeno.

Ve spojitosti s Alzheimerovou chorobou je studovan protein tau a jeho agregace
na mikrotubulech, dale pak kinesin-1 [53, 54, 55]. Protein tau a mikrotubuly jsou
zkoumany také v souvislosti s Pickovou chorobou [56].

Postradaji-li fasinky a bi¢iky dynein, projevuje se toto jako onemocnéni zvané
Kartageneriiv syndrom. Vede k muzské sterilité, situs inversus a Castym respiracnim
infekcim [5].

Zkouma se retinitis pigmentosa a poruchy transportu zapfiCinéné absenci
kinesinu-2 v defektnich tkanich [55].

Amyotroficka lateralni skler6za s sebou nese poruchy kinesinti a dyneind [57].

1.3 Shlukovani inertnich makromolekul
Vnitini prostiedi buiiky je vyplnéno vnitrobunéénymi strukturami. Kromé¢ organel se

v cytoplazmé vyskytuji ribozomy, mnozstvi proteind, rtizné inertni 1 reaktivni molekuly
a ionty rozliénych rozméra. Pohyb molekuladrnich motor bunéénym prostredim tedy neni
jednoduchym pohybem v kapaling, jak by se ze zjednodusSujicich schémat mohlo zdat.
Vnitrobunééné prostiedi se také znacné 1i8i od podminek pifi experimentech in vitro,
pii kterych jsou zkoumany jak cytoskelet, tak 1 molekuldrni motory a vlastnosti jejich

pohybu.
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Shlukovani inertnich makromolekul miize mit vyznam pro nekovalentni interakce
v buiice u tak zésadnich procest, jako je syntéza proteinti ¢i nukleovych kyselin,
prenaseni signalnich Castic nebo metabolismus [58, 59, 60, 61, 62]. Svoji pfitomnosti
mohou inertni makromolekuly ménit rychlostni konstanty biochemickych déja [63].
model difizniho pohybu motorové domény kinesinli po mikrotubulu [44]. Tento model
ma za cil vysvétlit mechaniku kraceni kinesinu pomoci difizniho pohybu motoroveé
domény. Ta podle n¢j nachdzi dalsi vazebné misto na mikrotubulu difiznim pohybem
[64, 65]. Navazani domény praveé na dal§i vazebné misto na mikrotubulu je vzhledem
k prostorovému uspotfadani mikrotubulu a kinesinu daleko pravdépodobnéjsi nez
navazani domény jinam [44].

Modelovou molekulou ¢asto vyuzivanou ke studiu vlivu inertnich makromolekul
¢i viskozity na okolni molekuly je polyethylenglykol [66].

Ptidavek makromolekul do roztoku se projevi rustem viskozity roztoku.
V ptipadé, ze sledujeme efekt viskozity na ¢astici mikroskopickych rozmért (v tomto
pfipadé na kinesin, resp. jeho motorovou doménu), se mize efekt ptfidani rGznych
makromolekul vyrazn€ liSit podle velikosti pfidané castice. RozliSuje se pak
makroskopicka viskozita (tj. viskozita roztoku jako celku) a efektivni viskozita, ktera
charakterizuje efekt pfitomnosti ¢astic na sledované délkové Skéle (v tomto piipadé¢ se
jedna o priméry molekul PEGu). Efektivni viskozita (17e¢, N-s-m2) je definovana podle
rovnice (1.3) [67]:

Ro\®
e
Nef = MNo€XP lb (—) l

(1.3)
kde:
1o je dynamicka viskozita rozpoustédla (N-s-m2),
¢ je korela¢ni délka (vzdalenost mezi dvéma body flexibility polymeru) (m),
a, b jsou parametry jednotkového tadu,
Rt je efektivni polomér (m).
Efektivni polomér se ziskéd z hydrodynamickych poloméra sledované Castice (zde
kinesinu-1), 7, (m), a makromolekul pfidavanych do roztoku, Rn (m):

R =Ry” + 12
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Mezi viskozitou a aktivacni energii potiebnou k difuzi globuli motorové domény existuje
Arrheniovsky vztah [68]:
Met = MoeXp(AE,R™'T™H)
(1.4)

kde:

AE. je rozdil aktivacnich energii rozpoustédla a roztoku s makromolekulami

(J'mol ™),

R je univerzalni plynova konstanta (8,314 J-K™'-mol ")

T je termodynamicka teplota (K).

Aktivacni energii pro zahajeni difizniho pohybu motorové domény kinesin
ziskava z hydrolyzy ATP. Cést energie je disipovana, Gast je spotfebovana pro odtazeni
globule motorové domény od mikrotubulu a asi 20 % energie je vyuZito k napnuti krku
motorové domény vedouci ke konformacnim zménam celé motorové domény [69]. Podle
teoretickych odhadi se jedna o energii rovnou 4k7, pti¢emzZ k je Boltzmannova konstanta
(1,38 - 1072 J-K') a T je termodynamicka teplota (K) [69]. Diky difiznimu charakteru
pohybu motorové domény (dle difuzniho modelu) se na pohybu domény podili 1 tepelné
jevy prispivajici k pohybu aktivovanému hydrolyzou ATP [44]. ZvySeni efektivni
viskozity se projevi na potiebé dodani vyssi energie kvuli tfeni, sterickému branéni
motoru, piipadné vyznamnéj$i disipaci pfi zvedani globuldrnich domén motorové
domény.

Z jiz provedenych experimentl bylo zjiSténo, Ze se kinesiny zastavi pii efektivni
viskozité 5 mN-s-m 2 [44]. Pokud byly do roztoku pfidaviny makromolekuly s fadové
veétsim primeérem, nez jaky je primér motorové domény kinesinli, nebyl zaznamenan
efekt na rychlost pohybu kinesinti ani p¥i makroskopické viskozité 100 mN-s-m 2.

Teoretickymi vypocty bylo ukézdno, ze zména efektivni viskozity v rdmci
jednotek mé pouze zanedbatelny vliv na néklad pfenaSeny kinesinem a na tfeni mezi
nakladem a prostiedim (zména v fadu pN) [44]. Celkova zména pohybu kinesinl ale
zanedbatelna neni, pficinu vlivu makromolekul na kinesiny proto hleddme v mechanismu
kréaceni.

Pfitomnost makromolekul méni vlastnosti roztoku hned v ne€kolika ohledech:

prostor pro volnou difuzi kinesinll je znacné omezen, viskozita se zvySuje, méni se
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osmoticky tlak, v disledku shromazd’ovani mensich molekul ve zbylém prostoru mtze
dokonce dochazet k ne¢ekanym chemickym interakcim mezi ¢asticemi [70].

Pti experimentech s pfidanim makromolekul do roztoku nékteré molekuly
kinesinu vykazuji diftzni pohyb. Pfi difiznim pohybu se jiz nejedna o pohyb vylucné
k (+)-konci tubulu, mizeme sledovat i pohyb kinesinu k (—)-konci. Pohyb se podoba
Brownovu pohybu. Tento jev byl pozorovéan pravé po pfidani 5% (w/w) 40kDa PEGu,
v ramci experimentli, pii kterych kinesiny prenasely velky naklad [71, 72]. Takovy
pohyb naznacuje, ze sledovany kinesin se na mikrotubuly vazal nespecificky [71].
Po ptidani 5% 40kDa PEGu se zdvojnasobil ¢as setrvani kinesinu na mikrotubulu, ale
rychlost pohybu se nezménila [71].

Diive provedené experimenty prokazaly vliv nékterych inertnich molekul
v roztoku na rychlost pohybu kinesinti [44]. Pfedchozi vyzkum ukazal, Ze pii zvySovani
koncentrace PEGu 6 se rychlost kinesinti snizovala, zatimco vétsi PEG nemél na rychlost
kinesinti vyznamny efekt. Vysledky jsou zobrazeny v grafu (Obr. 1.9). V navaznosti na
tyto experimenty byly v rdmci této prace provedeny experimenty zameétujici se pouze na
molekuly polyethylenglykolu o molarni hmotnosti 6 kg/mol (dale: PEG 6) a 1000 kg/mol
(déle: PEG 1000) a jejich kombinace.
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Obr. 1.9 Rychlost kinesinii v zavislosti na viskozité roztoku [44], upraveno.
Ptridavek PEGu (M., = 6 kg/mol) zpUsobuje zpomaleni kinesint témér k nulové rychlosti.

PEG (M., = 1000 kg/mol) ani pfi vysoké viskozité takovy efekt zdaleka nepUsobi.
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V okoli motorové domény kinesinu mize ptitomnost makromolekul vést k efektu

sterické exkluze (Obr. 1.10).

Kinesin

Obr. 1.10 Efekt sterické exkluze na motorovou doménu kinesinu [9], upraveno. Kinesin
se k mikrotubulu vaze pomoci globularni motorové domény. Makromolekuly (modre), které
se svymi rozméry podobaji rozmérim motorové domény, mohou stericky branit pohybu globuli
a zpomalit tak pohybu kinesinu. Makromolekuly radové vétsich rozmérQ (Zluté) se motorové

doméné vyhybaji a nezasahuji do mechanismu kraceni kinesinu.
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2 Cile prace
V ramci této prace bude experimentalné ovéfovano, zda mize smés rtzné¢ velkych

inertnich makromolekul t¢hoz chemického slozeni mit zasadné odlisny vliv na rychlost,
a tim 1 hydrolasovou aktivitu kinesini, nez roztoky velikostné homogennich
makromolekul téhoz druhu. Testovana hypotéza kombinovaného vlivu heterogennich
molekul se opird o predstavu, ze makromolekuly velikostn€ srovnatelné s motorovou
doménou kinesinu-1 budou kinesin zpomalovat a vétsi makromolekuly budou zvySovat
efektivni koncentraci mensich makromolekul. Pfidavek vétsich makromolekul do roztoku
mensich makromolekul by tedy zpasobil zvyseni efektivni viskozity roztoku a zpomaleni
kinesinii vyraznéji nez pii pfidavku pouze mensich makromolekul srovnatelné

koncentrace. Cile prace byly konkrétné:

e Reprodukovat experimenty s molekulami PEGu (Mw=6 kg/mol nebo
1000 kg/mol) ptidanymi do roztoku ke kinesinu-1 s cilem popsat zménu
v biochemické aktivité kinesinil podle dfive provedenych experimentt [44].

e Experimentalné popsat efekt velikostné heterogennich inertnich makromolekul

na biochemickou aktivitu kinesind.
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3 Material a metody

3.1 Pouzité chemikalie
3.1.1 Seznam chemikalii

1,4-piperazindiethansulfonova kyselina (PIPES) (99%)

ATP (98%) (trihydrat disodné soli)
D-(+)-glukosa (99,5%)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (98%)
Dimethyl sulfoxid (DMSO) (99,9%)
Dithiotreitol (DTT) (99%)

Sigma-Aldrich, USA

Jena Bioscience, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, Indie
Sigma-Aldrich, Némecko

Sigma, Kanada

Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraoctova

kyselina (EGTA) (97%)

Glukosaoxidasa (100 000 jednotek/g)
GTP (90%) (trihydrat disodné soli)
4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinethansulfonova
kyselina (HEPES) (99,5%)
Hydrogenfosfore¢nan sodny (99%)
Hydroxid draselny (90%)

Chlorid draselny (99%)

Chlorid draselny (99%)

Chlorid hote¢naty, hexahydrat (99%)
Chlorid sodny, anhydrid (99%)

Kasein z kraviho mléka, technicky stupen
Katalasa (pH = 6,8) (10 000 jednotek/mg)
Kyselina chlorovodikova (37%)

Mysi monokolondlni protilatky proti B-tubulinu I,
klon SAP.4GS5, 1 mg/ml v PBS

Paklitaxel (Taxol®) (97%) ImM v DMSO

Pluronic® F-127

Polyethylenglykol sorbitan monolaurat (Tween® 20)

Polyethylenglykol, My = 1000 kg/mol

Polyethylenglykol, My = 6 kg/mol

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) (99,8%)

Voda Mili-Q
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Sigma-Aldrich, USA
Sigma, UK

Jena Bioscience, Némecko

Sigma, USA

Sigma, Némecko
Sigma-Aldrich, Francie
Sigma-Aldrich, S-né&lsko
Sigma-Aldrich, Spanélsko
Sigma-Aldrich, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, Svycarsko
Sigma-Aldrich, UK
AnalaBR®ENORMAPUR®,
Francie

Sigma, Izrael

Sigma, Izrael
Sigma-Aldrich, USA
Sigma, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma, Némecko

Sigma-Aldrich, USA



3.1.2 Roztoky
BRB80 (sterilné filtrovany)

PIPES 80 mmol-dm™
MgCl, 1 mmol-dm™
EGTA 1 mmol-dm™
KOH pro upravu pH na 6,8

PBS
NaCl 137 mmol-dm™3
KCl 2,7 mmol-dm™

Na,HPO4 10 mmol-dm
KH,POs 2 mmol-dm™
HCI pro tpravu pH na 7,4

BRBS0T
990 ul BRB8O
10 ul 1mmol-dm Taxol

Roztok protilatek
245 ul PBS

5 ul protilatek proti B-tubulinu

Mé¥ici pufr

Objem Latka

880 ul BRB80, ptip. PEG
10 pl Taxol®

10 pl DTT

10 pl D-glukosa

10 pl Tween® 20

50 ul Kasein

10 pl ATP

10 pl Katalasa

10 pl Glukosoxidasa
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Koncentrace zasobniho roztoku
100 %

1 mmol-dm™

1 mol-dm™?

2 mol-dm™>

10 % (v/v) v BRB80

10 mg/ml

100 mmol-dm™

2 mg/ml

22,4 mg/ml



ATP
100mmol-dm v roztoku 10mmol-dm~ PIPES a 0,1mol-dm > MgCl,

GTP
25mmol-dm— v 10mmol-dm > PIPES

Smés pro polymeraci tubulinu

Objem Latka Koncentrace zdasobniho roztoku
1,2 ul DMSO 99,9 %

1 ul MgCl, 100 mmol-dm™

1 ul GTP 25 mmol-dm™

1,8 ul BRB&80 100 %

3.1.3 Biologicky material
Kinesin-1 se zelenym fluorescenénim proteinem (GFP, zangl. Green Fluorescent

Protein) vazanym na C-terminalnim konci, 1,88 g/l, Rattus norvegicus, purifikovéano dle
protokolu [73], Ceska republika.
Tubulin, 4 mg/ml izolovany z prase¢ich mozki dle protokolu [74], jatka v Ceském Brodg,

Ceska republika.

3.2 Pouzité pristroje
3.2.1 Seznam pfistrojd
Centrifuga Microfuge® 18 Centrifuge, Beckman Coulter™, USA

Digitalni kamera sCMOS Hamamatsu ORCA 4.0 V2, Hamamatsu Photonics K. K,
Japonsko

Imerzni objektiv Nikon CFI HP Apo TIRF 100x Oil, NA 1.49, WD 0.12 mm, Japonsko
Inkubator Dry Bath Incubator, Major Science, USA

Laboratorni vaha Kern® PCB 1000-2, Némecko

Lampa pro epifluorescen¢ni mikroskopii Intensilight C-HGFIE, Nikon, Japonsko

Laser o vlnové délce zareni 488 nm, LU-NV-J, Nikon, Japonsko

Magnetické michadlo s ohfevem RCT basic — RCTB, IKA®, Némecko

Mraznicka (— 80 °C) PHCbi, PHC, Japonsko

Sada automatickych pipet Pipetman Sipock, Gilson, Francie

Stolni centrifuga HERMLE Z 100 M, Labnet International, Jizni Korea
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Stolni pocita¢ HP Z 840, USA

Superrezolu¢ni fluorescencéni mikroskop Nikon Eclipse Ti-E, Nikon, Francie
Vakuovy exsikator, Nalgene®, USA

Vortex BenchMixer V2, Benchmark™, USA

Vyménitelné $picky k pipetdm, Axygen®, Mexico

3.2.2 Dalsi pouzity material
Centrifugacni zkumavky (15 ml), VWR, Cina

Filtr na injekéni stiikacku (sterilni, 0,45 um), VWR, USA

Imerzni olej typ F2 o velmi nizké fluorescenci, index: ne(23 °C) = 1,518, Nikon, USA
Injekeni stiikacka (10 ml), Luer-Lock, Chorana, Slovensko

Mikroskopovaci kryci sklicka No. 1,5H, Marienfield, Némecko

Mikrozkumavky (0,6 ml; 1,5 ml; 2 ml), Maxymum Recovery®, Mexico

Parafilm, Bemis®, USA

Pinzety Dumoxel, DumontSwiss®, Svycarsko

Utérky, KIMTECH Science, Kimberly-Clarks® Proffesional, UK

Ziletka Personna®, USA

3.2.3 Poutity software
NIS-Elements Advanced Research 5.21.03, Nikon Instruments Inc. NY

ImagelJ 1.53c¢, National Institutes of Health, USA
Microsoft Excel 2016

3.3 Pouzité metody

3.3.1 Pfiprava kanalku pro mikroskopii
Dveé kryci skli¢ka (18 x 18 mm a 22 x 22 mm) byla silanizovana, poslednim krokem bylo

pfidani 4,4‘-difenylaminosulfou v methanolu [75]. (Chemickd uprava povrchu byla
provedena laboratornim technikem.)

Na podloznim skle byly nafezany prouzky parafilmu o tloustce asi 2-3 mm
a polozeny v pravidelnych rozestupech na vétsi z krycich sklicek rovnobézné s hranami
az pres kraje sklicka. (Manipulace se sklicky probihala pomoci pinzet na technické utérce
KIMTECH nezanechavajici vlakna.) Mezi prouzky parafilmu takto vzniklo 45 kanalkt
o podobné tloust'ce. Na vétsi sklicko s parafilmem bylo pfilozeno mensi sklic¢ko tak, aby

vetsi sklicko ze vSech Ctyt hran presahovalo okraje mensiho sklicka. Ob¢ sklicka byla
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zahtata na ohtivaci na 62 °C. Tim se parafilm natavil a obé& sklicka byla pevné pfipevnéna
k sob¢. Ptesahy parafilmu byly odstranény ziletkou.

Vsechny kanalky mezi prouzky parafilmu byly postupné promyty sérii
piipravenych roztokii. Prvni roztok byl pipetovan na okraj kanalku a roztazen po kanalku
pomoci vakua a Spicky k pipetovani. Ostatni roztoky byly pipetovany na kraj kanalku
ana druhém kraji kanalku byl roztok tazen dovniti filtraénim papirem. Roztoky byly
pipetovany v tomto poradi:

1) 20 pl roztoku 20 ug/ml anti-B-tubulinovych protilatek v PBS, nasledovalo

10 min inkubace v humidatoru (uzaviratelna plastova krabicka s papirem

navlhéenym vodou MiliQ). Protilatky navazané na sklicko budou vazat

mikrotubuly. PBS napoméha ptichytavani protilatek na hydrofobni povrch skla.

2) 40 pl sterilné filtrovaného 1% (w/v) Pluronicu F127 v PBS, poté inkubace 1 hod
v humidéatoru. Pluronic je detergent blokujici vznik nespecifickych interakci
mezi protilatkami a chemikaliemi.

Az pted zacatkem mikroskopovani byla sekvence dokoncena:

3) 40 pl BRB8OT. Ptitomné PIPES, EGTA v BRB80 maji spolu s Taxolem
stabilizacni vliv na mikrotubuly.

4) 10 pl roztoku BRB80T s mikrotubuly (roztok s pfipravenymi mikrotubuly

5% natedény v BRB80T), inkubace asi 30—60 s.

5) 20 pl méficiho pufru s fedénym roztokem kinesinu-1, katalasou

a glukosaoxidasou (popsano nize).

Pro pfipadna kontrolni méfeni (negativni kontrola vlivu PEGu) slouzil na sklicku jeden

kanalek, ve kterém méfici pufr neobsahoval PEG.

3.3.2 Priprava méficiho pufru
Slozky pro ptipravu roztoku kromée katalasy a glukosaoxidasy (ImM Taxol, 1M DTT,

2M D-glukosa, 10% Tween 20, 10 mg/ml kasein, 100mM ATP, BRB80, piip. PEG) byly
(v pfipad¢ potifeby) rozmraZeny, na stolni centrifuze HERMLE odstfedény (2-5 s)
a na ledu pipetovany do jedné mikrozkumavky. Smés byla promichdna pomoci vortexu.
Roztok byl na ledu odplyiiovan ve vyvéveé po dobu min. 30 min.

Tésn¢ pred zacatkem  mikroskopovani byly rozmrazeny katalasa
a glukosaoxidasa. Finalni méfici pufr byl pfipraven pouze ze 3 pl katalasy,
3 wul glukosaoxidasy a 294 ul zbylych komponent méficiho pufru. Takto ptipravenych

300 pul méticiho pufru je pifipraveno pro fedéni kinesinti a pipetovani do prvni série
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kanalkt na sklickach (3—4 kanalky). Do dalsi série bude po ukonceni prace s prvni sérii
aplikovan méfici puftr s Cerstvé pfidanou katalasou a glukosaoxidasou, aby byly aktivity
téchto enzymi co nejvyssi.

Pti ptipravé méficiho pufru s PEGem bylo snizeno mnozstvi BRB80 a vynechané
mnozstvi bylo nahrazeno mnozstvim zasobniho roztoku PEGu podle zadané vysledné
koncentrace PEGu v 1 ml méticiho pufru. Zasobni roztoky PEGU (50% w/w pro PEG 6;
2% a2,5% w/w pro PEG 1000) byly pfipravovany za stalého michdni na magnetické
michacce pti ohfevu na 37 °C. Vysledné koncentrace PEGu 6 byly 5 %; 7,5 %; 10 %;
14 % (w/v). Koncentrace PEGu 1000 byly 0,25 %; 0,5 %; 1 % a 2 % (w/v).

Funkce slozek méficiho pufru jsou: stabilizace mikrotubulti (BRB80 a Taxol),
redukce aktivnich kyslikovych ¢astic, které zeslabuji fluorescenci a maji destrukéni vliv
na biologicky materidl (DTT, katalasa, glukosaoxidasa), spotfebovavani kysliku —
prevence vzniku aktivnich kyslikovych ¢astic (glukosaoxidasa a ji oxidovana glukosa),
blokovani nespecifickych interakei latek s povrchem skla (Tween 20, kasein), zdroj

energie pro pohyb kinesind (ATP).

3.3.3 Pfiprava mikrotubul{
Na ledu byly pipetovany do jedné mikrozkumavky reagencie roztoku pro polymeraci

mikrotubuld (DMSO, 100mM MgClL, 25mM GTP, BRBS80). Funkce slozek
polymeraéniho roztoku jsou stabilizace jsou: vyvazani vapniku, ktery méa na mikrotubuly
rozkladny vliv (EGTA ptitomnd v BRB80), kofaktor ATP (MgCl.), rozpoustédlo Taxolu
(DMSO), polymerace tubulinti (GTP).

Smés byla promichéna na vortexu, odstiedéna na stolni centrifuze a pét minut
inkubovéna na ledu. Ze smési bylo odebrano 1,25 pl a ptidano do mikrozkumavky s 5 pl
roztoku tubulinu. Poté byla smés s tubuliny po dobu 30 minut inkubovana pii 37 °C
v inkubatoru. Po uplynuti doby k inkubaci bylo do mikrozkumavky pipetovano 100 pl
BRBSO0T, pfi¢emz byla mikrozkumavka stale v inkubatoru. Taxol v BRB80 stabilizuje
ziskané mikrotubuly. Natazenim do Spi¢ky pipety byl roztok promichdn a poté
centrifugovan 30 min na centrifuze Microfuge® 18 Centrifuge pti zrychleni 18 000x g.
Bylo odebrano 100 pl supernatantu a peleta byla resuspendovana ve 100 ul BRBSOT.

Peleta byla rozmélnéna Spickou pipety a opakovanym nasavanim do Spicky.
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3.3.4 Redéni kinesinu-1
Tésné pred zahajenim mikroskopovéni byl rozmrazen kinesin-1-GFP v mikrozkumavce

a byl na ledu fedén v méficim pufru, piipadné v méticim pufru s PEGem. K fedéni byla
piipravena desitkova fedici fada: 36 ul meéficiho pufru a 4 pl roztoku kinesinu.
Z mikrozkumavky pro fedéni 1 000 000x bylo odebrano 20 pl a ptidano k 20 pl méficiho
pufru. Tim zplGsobem bylo dosazeno fedéni 2 000 000x. Dosdhnout dikladného
promichani roztokt s vysSimi koncentracemi PEGu bylo naro¢né, pifi riznych
koncentracich PEGu byla tedy pouzivana rizna fedéni podle aktualni potieby (100 000x%,
1 000 000 nebo 2 000 000x). Michani roztokl bylo realizovano nasavanim do Spicky
pipety, pii vysSich koncentracich PEGu také michanim na vortexu. Byl-1i méfici pufr
kvili PEGu pirili$ viskézni a nebylo mozné jej do kanalku pipetovat pouze s pomoci
filtracniho papiru, bylo kroztazeni roztoku po kanalku vyuzito vakuum.
Pti mikroskopovani byly kanalky na sklicku z kraje kviili odparu pribézné zvlhcovany
kapkou BRB80T. Kazda podminka (koncentrace/druh PEGu) byla métena minimalné ve

ttech riznych kanalcich pro vylouceni chyb vlivem nehomogenit povrchu skla.

3.3.5 Mikroskopie
Pro mikroskopovani byl vyuZivan superrezolu¢ni fluorescen¢ni mikroskop Nikon Eclipse

Ti-E s aktivovanou funkci Perfect Focus System (systém perfektniho zaostieni), kterd
stabilizuje mikroskopovaci sestavu pii drobnych vibracich. Mikroskopovani bylo
z pocitace fizeno pomoci programu NIS-Elements Advanced Research. Snimany obraz
byl pomoci kamery sCMOS Hamamatsu ORCA 4.0 V2 pfenaSen na obrazovku pocitace.
Zvétseni bylo 100x a jednalo se o zvétSeni objektivu. Byl uzivan imerzni objektiv Nikon
CFI HP Apo TIRF (numericka apertura 1,49; pracovni vzdalenost 0,12 mm).

Nejprve byly na sklicku nalezeny mikrotubuly pomoci interferenéni reflexni
mikroskopie (IRM) a byla zaznamenana jejich pozice. Svételnym zdrojem byla lampa pro
epifluorescencni mikroskopii Intensilight C-HGFIE (Nikon). Pti metodé IRM dochazi
k odrazu rovinné€ polarizovaného svétla od skla se vzorkem. Projde-li svétlo vzorkem,
dochazi k posunu faze svétla a k destruktivni interferenci s paprskem odrazenym od
povrchu svétla. Vzorky, které nejsou ptichycené u povrchu skla, rovnéz méni fazi svétla,
ale dochazi ke konstruktivni interferenci. V prvnim ptipad¢ ziskavame signal v podobé
tmavého pixelu, ve druhém piipadé je pixel svétly [76].

Molekuly kinesinu-1-GFP byly zobrazovany pomoci metody fluorescence

s totalnim vnitinim odrazem (TIRF, zangl. Total Internal Reflection Fluorescence).
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Svételnym zdrojem je pfi této metodé laserovy paprsek, ktery je ke vzorku veden
pod ostrym thlem nastavenym tak, aby se co moznd nejvétsi cast laserového paprsku
od vzorku odrazila (Obr. 3.1). (Odtud nazev metody). Diky tomu jsou excitovany jen
¢astice v blizkosti povrchu vzorku a nedochézi ke vzniku fluorescen¢niho Sumu z celého
objemu vzorku. Tim je zajistén vyss$i pomér signal/ruch oproti jednodussim metodam,
kdy svételny zdroj mifi na vzorek kolmo [77]. Diky tomu se TIRF stal ¢asto vyuzivanou
metodou pro zobrazovani jednotlivych molekul kinesinu a jinych molekularnich motort.

Evanescentni
pole

Vzorek

Sklo | >

Objektiv

.. —— —_— _—.

Excitacni a emisni papHsek

Obr. 3.1 Schéma fluorescenéni mikroskopie s totalnim vnitfnim odrazem [78], upraveno.
Excitaéni paprsek (laser) vybudi ve vzorku fluorescenci. Uhel paprsku vzhledem ke vzorku je
nastaveny tak, aby paprsek vzorkem neprochazel. Do vzorku prochdzi pouze evanescentni vina,

ktera budi fluorescenci v rdmci evanescentniho pole (asi 100 nm pod povrch vzorku).

Nasledné bylo snimano video o délce 1 minuty za vyuziti laseru o vinové délce
488 nm a intenzité 12-20 %. Jedna se o zeleny laser, ktery excituje molekuly GFP vadzané
na kinesin a vyvolava fluorescenci. Doba expozice laseru byla 200 ms, akvizice byla
ptiblizné€ 4 snimky za sekundu nebo 7 snimki za sekundu podle aktudlniho nastaveni

rychlosti snimani.

3.3.6 Analyza obrazu
Videa byla analyzovana pomoci softwaru F1JI ImageJ. Pomoci funkce kresleni lomenych

car byly ze snimkl ziskanych pomoci IRM vybrany pixely, kterymi prochdzely
mikrotubuly. Vybirany byly mikrotubuly, které se nekftizily, byl patrny jejich zacatek

i1konec a byly ke sklu pevné pfichyceny, tzn. Zadnéd jejich cast se nepohybovala.
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Mikrotubuly na jednom snimku byly oznaceny ¢isly a jejich poloha byla ulozena pomoci
funkce oblast zajmu (ROI, zangl. Region of Interest). Polohy mikrotubuli byly
softwarovée preneseny na video snimané ve stejné pozici na sklicku. Bylo-li potieba, byl
upraven jas a kontrast videi, aby byl okem vidét pohyb zelenych tecek — fluorescencné
znacenych molekul kinesinu-1.

Pro kazdou oblast zajmu byl vytvofen kymograf (funkce Multi Kymograph)
(Obr. 3.2). Jedna se o dvoudimenzionalni zaznam pohybu sledovanych objekti v
definovaném casovém useku, v tomto ptipadé pohybu kinesinu po mikrotubulech po

dobu snimani videa.

draha (s)

Obr. 3.2 Kymograf. Souradnice vodorovného sméru (X) na kymografu znamenaiji prostor, svislé
souradnice (Y) Cas. Kazda cara na kymografu reprezentuje rychlost pohybu jedné molekuly
kinesinu-1 na sledovaném mikrotubulu. Konec a zacatek car pouzitych ke sbéru dat je oznacen

drobnymi body s poradovymi Cisly. Kymograf byl vytvoren v programu Image).

Doba snimani vSech videi byla 1 minuta, proto i vzdalenost od horniho
ke spodnimu okraji kymografu reprezentuje snimky pofizené za 1 minutu. Pocet pixelt
na svislé ose kymografu se miize ménit podle nastavené akvizice snimani videa. Drobné
odchylky se mohou vyskytovat 1 kviili zaneprazdnénosti pouzivaného hardwaru
a softwaru. Piesny pocet snimkl pofizenych za minutu v ptipad¢ daného videa se zjisti
vyndsobenim poctem snimkil zaznamenanych za sekundu (FPS, zangl. Frames
per Second) Sedesati. Hodnota FPS je v programu NIS-Elements Advanced Research
uvedena na kazdém nasnimaném videu. Z kymografu je tfeba zjistit, po jak dlouhou dobu
se kinesin pohyboval po mikrotubulu. To lze vypocitat jako pocet pixelli na svislé ose

mezi obéma konci bilé ¢ary vynasobeny pievracenou hodnotou FPS.
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Vodorovna osa kymografu zastupuje prostor. Drahu, kterou kinesin urazil, Ize
zjistit jako souin poctu pixeld ve vodorovném sméru mezi obéma konci Cary
na kymografu a velikosti pixelu pro realny prostor: vodorovny ¢i svisly pramét (nikoliv
uhlopiicka) jednoho pixelu zaznamenaného na videu nebo zobrazeného na kymografu
reprezentuje v tomto piipad¢ 65 nm ve skutecném prostoru.

Z dalsi analyzy dat byly vyfazeny kymografy, na nichz nebyly patrné bilé cary,
které by se nekiizily a byl patrny jejich zacatek 1 konec. Kazda vhodna ¢ara na kymografu
byla oznacena na svém zacatku a konci bodem (Multi-Point Tool) (Obr. 3.2, str. 37).

Body z celého kymografu byly pfidany do nové slozky ROI a ulozeny. Pomoci
funkce Measure byly v podobé tabulky ziskany XY soufadnice kazdého bodu. Ciselna
hodnota soufadnic mé4 vyznam potadi oznaceného pixelu v rdmci pixellt vodorovné (X)
nebo svislé (Y) osy. Tabulka byla uloZena ve forméatu .csv a dale upravovéana v programu
Microsoft Excel. Byly vypoc¢itany vzdalenosti mezi obéma konci bilé ¢ary, zvlast’ pro X
soufadnice a zvlast pro Y soufadnice. Jednotkou vzdalenosti byl pocet pixeli mezi
oznacenymi pixely. Byl vypocitan ¢as pohybu a dréha, jak je popséno vyse, a ze vztahu
pro prumérnou rychlost v = s/¢ byla ziskana primérna rychlost pohybu kinesinu. Ze vSech
meéfeni dané koncentrace PEGu byl vypocéitan priumér primérnych rychlosti kinesint
a smérodatné odchylky.

Biochemicka aktivita byla pfimo vypoctena z rychlosti. Rychlost byla pfevedena
na jednotky nm/s a podélena osmi nm. (Jedna se o drahu osmi nm, kterou kinesin urazi
vramci jednoho kroku — viz 1.2.1.1. Struktura a pohyb kinesinu). Ziskame tak
ATPasovou aktivitu kinesinu-1, kterd udava, kolik molekul ATP enzymaticky $tépi jedna

molekula kinesinu za jednu sekundu.
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4 Vysledky

4.1 Ziskana data
Pti kazdém méteni byly na mikroskopovacim sklicku nalezeny mikrotubuly

rekonstituované in vitro a byla potizena jejich fotografie (Obr. 4.1).

Obr. 4.1 Fotografie mikrotubull vytvofena za vyuZiti metody IRM. Tmavé c¢ary jsou
mikrotubuly pfichycené na povrch sklicka pres anti-B-tubulinové protilatky. Dva mikrotubuly

jsou pomoci programu Imagel oznaceny Zluté a Cisly 1 a 2.

Dale byly metodou TIRF zobrazeny jednotlivé molekuly kinesinu a bylo pofizeno video
o délce trvani jedné minuty, které zachycovalo pohyb kinesind po mikrotubulech (Obr.

4.2, str. 40).
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Obr. 4.2 Snimek z videa, metoda TIRF. K vyvolani fluorescence byl pouZit zeleny laser o vinové
délce 488 nm. Cisly 1 a 2 a lutymi ¢arami jsou oznageny polohy mikrotubull z Obr. 4.1.
Pod mikrotubulem 2 (nahofte) je nékolik zelenych tecek. Jedna se o jednotlivé molekuly kinesinu-
1 pohybujici se podél mikrotubulu. Mikrotubuly jsou rozmistény po zobrazené oblasti.

Nevykazuji ale fluorescenci, proto pfi snimani videa nejsou viditelné.

Vazani kinesinti na mikrotubuly bylo mozné ovéfit v programu Image] maximalni

projekcei fluorescence v rdmci snimané oblasti (Obr. 4.3).

Obr. 4.3 Maximalni projekce fluorescence. Vytvofeno pomoci programu Imagel. (Popis

pokracuje na str. 41.)
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(Pokracovani popisu Obr. 4.3 ze str. 40) Ze vsech snimk( videa (totozné s videem z Obr. 4.2 ) byla
nascitana intenzita vSech pixell. Mista s nejjasnéjsi barvou jsou oblasti mikrotubuld (Obr. 4.1,
str. 39), protoZe se po nich pohybuje velké mnozstvi molekul kinesinu-1 s fluorescen¢nim

znacenim.

Pohyb jednotlivych molekul kinesinu-1 se podaftilo graficky znazornit pomoci kymografa
vytvofenych v programu Image] (Obr. 4.4). Analyzou obrazu byla ziskana data

o rychlosti a biochemické aktivité kinesinu-1 v riznych podminkéch.

Vzdalenost 2Km

Cas (1 min)

Obr. 4.4 Kymograf molekul kinesinu-1 pohybujicich se po mikrotubulu p¥i TIRF mikroskopii.
Vytvoreno pomoci programu Imagel. Kazda bild linie reprezentuje pohyb jedné fluorescencéné
znacené molekuly kinesinu (pfipadné jinych fluorescencné aktivnich castic). Kinesiny se v ¢ase
(svisla osa, smérem dol(l) pohybuji po mikrotubulu (vodorovna osa, zprava doleva). Cim je ¢ara
strméjsi, tim pomaleji se kinesin pohybuje — k dosaZeni urcité vzdalenosti potrebuje vétsi

mnozstvi ¢asu.

4.2 Rychlost kinesinu-1 v prostredi PEGu, My, = 6 kg/mol
Pomoci fluorescenéni mikroskopie byl sledovan pohyb jednotlivych molekul kinesinu-1

podél mikrotubult in vitro. Pfi kazdém méfeni byla do méficitho pufru pfidana jina
koncentrace (w/v) PEGu 6, ato 0 %; 5 %; 7,5 %; 10 % a 14 %. Byla vypoctena priimérna
rychlost pohybu kinesinu-1 pfi danych koncentracich PEGu, smérodatné odchylky
a ze ziskanych dat byla pro kazdou koncentraci PEGu vypoctena ATPasova aktivita
kinesinl jako pocet molekul ATP hydrolyzovanych za sekundu. Pro kazdych 8 nm drahy
kinesinii uvazujeme 1 hydrolyzované ATP. Je-li rychlost pohybu vyjadfena v nm/s,
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ziskame vydélenim primérné rychlosti osmi v prevracené hodnoté Cas, za ktery kinesin
urazil drdhu 8 nm — a hydrolyzoval molekulu ATP. Ziskame tak ATPasovou aktivitu
kinesinu-1 pii dan¢ podmince. Jako substrat uvazujeme pravé ATP a predpokladame jeho
dostatek v okoli kinesinu, tedy nasyceni kinesinu substratem.

Vysledky méteni byly zaznamenany do grafu (Obr. 4.5). Podatilo se

zreprodukovat, ze PEG 6 snizuje enzymovou aktivitu kinesinu-1.

Rychlost kinesinl, ATPasova aktivita
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Obr. 4.5 Rychlosti a ATPasové aktivity kinesinl pfi rGznych koncentracich PEGu 6 v roztoku.
OranZové body zastupuji namérené rychlosti jednotlivych kinesinl. Pro kaZzdou koncentraci
(w/v) PEGuU (5 %, 7,5 %, 10 % a 14 %) byla z namérenych rychlosti vypoctena priimérna rychlost
(modre). Cernd pole kolem setu oranfovych bod( ilustruji mohutnost souboru dat — kolem
oblasti primérné rychlosti je namérenych dat velké mnoiZstvi, odlehlejsi hodnoty jsou
zastoupeny méné a nemaji kolem sebe proto cerné pole. Prlimérné ATPasové aktivity kinesin(
a jejich smérodatné odchylky jsou zndzornény zelené. Osa ATPasové aktivity kinesinl je
zavedena na pravé strané grafu. ATPasové aktivity koresponduji s primérnymi rychlostmi. Oboji

klesa pfi zvySovani koncentrace PEGu 6 k nule.
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4.3 Rychlost kinesinu-1 v prostredi PEGu, M., = 1000 kg/mol
Do méficiho pufru byly pfiddvany rtizné koncentrace PEGu 1000. Viskozity jednotlivych

roztokd s o riznych koncentracich PEGu 1000 pokryvaji a ptesahuji Skalu viskozity
z experimentu s PEGem 6 [44]. Opét byla sledovana rychlost kinesinti a vypoc¢tena jejich
hydrolasova aktivita (pro zptsob vypoctu viz experiment s PEGem 6). Vysledky jsou
zaneseny do grafu (Obr. 4.5). Ze ziskanych vysledkd vyplyva (ve shod¢ s predchozim
vyzkumem), ze PEG 1000 ma na rychlost — a biochemickou aktivitu kinesinii —

zanedbatelny vliv [44].
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Obr. 4.5 Rychlosti a ATPasové aktivity kinesind pfi riznych koncentracich PEGu 1000 v
roztoku. Oranzové body opét reprezentuji namérené rychlosti jednotlivych kinesind, modré
pradmérnou rychlost kinesin( pfi dané koncentraci PEGu 1000 a zelené body primérnou
ATPasovou aktivitu. Koncentrace (w/v) PEGu v méficim pufru byly 0,25 %; 0,5%; 1% a 2 %.
Tyto koncentrace pokryvaji viskozitni Skalu odpovidajici méficim roztokim z experimentu
s PEGem 6 [44]. Rychlosti kinesinG zlstavaji vyrovnané, neni patrny vyrazny pokles rychlosti

k nule pfi zvySovani koncentrace makromolekul PEGu v roztoku.
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4.4 Rychlost kinesinu-1 ve smési PEGU, My = 6 a 1000 kg/mol
Kinesiny byly sledovany v prostfedi 10% (w/v) PEGu 6, do kterého byly pfidany rtizné

koncentrace (w/v) PEGu 1000 (0,25 %; 0,5 %; 1 %; 2 %). Ptidani samotného PEGu 1000
ovlivituje zanedbatelné¢ pohyb kinesinu (Obr. 4.5). Cilem bylo ovéfit hypotézu,
ze v ptitomnosti makromolekul, jejichz rozméry piiblizné¢ odpovidaji rozmérim
motorové domény kinesintt (PEG 6), se efekt pfidanych vétsich makromolekul (PEG
1000) projevi vyrazné€ji nez v nepfitomnosti mensich makromolekul. Byly sledovany
tytéz veliCiny jako v piedchozich experimentech. Vysledky jsou shrnuty v grafech (Obr.
4.6-4.7, str. 44-45).

Prdmérnad rychlost kinesint —
smés 10% PEG 6 + ruzné koncentrace PEG 1000

¢ 10% PEG 6 kg/mol ve
smési s PEG 1000 kg/mol

1,6 - ® PEG Mw 6 kg/mol -
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Obr. 4.6 Pramérna rychlost kinesinti v PEGu 6 a ve smési 10% PEGu 6 a PEGu 1000. Modré
body zastupuji pridmérné rychlosti kinesinG pfi rliznych koncentracich PEGu 6 (totozné
s koncentracemi na Obr. 4.5, tedy 5 %; 7,5 %; 10 % a 14 % w/Vv). P¥i 10% koncentraci (w/v) PEGu
6 v roztoku bylo patrné zpomaleni kinesin( pfiblizné na polovinu oproti rychlosti v méficim pufru
bez pfidaného PEGu. Pfi této koncentraci byl také do roztoku pfidavan PEG 1000, a to ve stejnych
koncentracich jako v Experimentu 2. Vysledna rychlost byla vyrazné nizsi oproti roztoku pouze
s PEGem 6, jesté vyraznéjsi byl pokles oproti roztokiim, ve kterych byly dané koncentrace PEGu

1000 bez pritomnosti PEGu 6.
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ATPasova aktivita kinesinl ve smési PEGu 1000
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Obr. 4.7 Graf ATPasové aktivity kinesinu-1 pfri titraci 10% PEGu 6 PEGem 1000. Pocet
hydrolyzovanych molekul ATP za sekundu se pfi nulové koncentraci PEGu 1000 a 10% (w/v)
PEGu 6 pohybuje kolem 170. UZ maly pridavek PEGu 1000 zpUsobi vyrazny pokles ATPasové
aktivity kinesind. Koncentrace PEGu 1000 byly 0,25 %; 0,5 %; 1% a 2 % (w/v).

Porovnanim poklesu rychlosti kinesinu-1 za pfitomnosti PEGu 1000 a smési PEG
6-PEG 1000 bylo zjisténo, Ze ptitomnost malych inertnich makromolekul zvySuje vliv
velkych makromolekul na pohyb kinesinu-1. Statistické vyhodnoceni pomoci Studentova
t-testu ukazuje signifikantni rozdil v chovani mezi soubory kinesind, které se pohybuji
ve stejnych koncentracich PEGu 1000, ale jednou bez ptitomnosti PEGu 6, podruhé
v jeho pfitomnosti (7ab. 4.1).
Tab. 4.1 Dvouvybérovy t-test pro porovnani vybéru kinesinll v pfitomnosti tychz koncentraci
PEGu 1000, vybéry se lisi pfitomnosti 10% (w/v) PEGu 6. Vypocitano v programu Microsoft Excel
(typ testu: 2). Pro vSechny pfipady plati, Ze p < 0,01. Vybéry jsou tedy signifikantné odlisné na

hladiné vyznamnosti a = 0,01.

% (w/v) PEG 1000 0,25 0,5 1 2
Hodnota "p" 4,5E-118 2,1E-118 4,7E-214 5,0E-123
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5 Diskuze

Vysledky méteni v roztocich s pouze jednim druhem PEGu byly svymi trendy ve shodé
s vysledky predchoziho vyzkumu [44]. Obecné se rust koncentrace PEGu 6 projevil nizsi
rychlosti kinesinil, coz znamena, Ze jeden krok kinesinu trvéa déle. Toto pozorovani miize
znamenat, ze motorova doména kinesinu potfebuje vice ¢asu k nalezeni dalSiho
vazebného mista na mikrotubulu, a je tedy v souladu s hypotézou, Ze motorova doména
kinesinu se alespon ¢astecné pohybuje difuzi béhem kroku kinesinu. Diskutovany budou
drobné odchylky od ocekavaného chovani.

Vzrist koncentrace (w/v) PEGu 6 neznamenal vzdy pokles rychlosti kinesind.
Pti koncentraci PEGu 7,5 % pteséhla primérna rychlost rychlost pfi 5% koncentraci.
Pfi¢inu tohoto nartstu lze hledat v teploté mistnosti, ktera se v piipadé¢ obou meéteni
mohla liSit, nebot” Cast méfeni nebyla provadéna ve stejny den. Teplota ma
na biochemickou aktivitu kinesinti vliv [79]. Odlisnost od o¢ekavaného trendu také mize
byt zplisobeno rozdilem v pasivaci mikroskopovaciho sklicka, coz miize mit za nasledek
vEtsi nebo mensi nespecifické interakce kinesinu se sklenénym povrchem. O tomto svédci
1 pozorovani pfi nékterych métenich, kdy bylo mozné sledovat nehomogenitu prostredi
na sklicku, at’ uz Slo o mnozstvi ptichycenych mikrotubuli nebo mnozstvi a chovani
kinesinli na mikrotubulech. Neni tedy vylouceno, Ze tyto technické faktory do urcité miry
ovlivni namétené hodnoty rychlosti.

V piipadé¢ PEGu 1000 jsou primérné rychlosti kinesinii pfibliZzné vyrovnané.
U vSech koncentraci (w/v) byl pozorovan mirny pokles v porovnani s roztokem
bez jakéhokoliv PEGu. Publikovany vliv PEGu 1000 je jesté niZsi, nezZ bylo pozorovano
vramci této prace [44]. Dlvod této rozdilnosti je mozné hledat napi. v drobné
heterogenité pouzit¢ého PEGu — ve vyskytu malého mnozstvi odSt€penych mensich celkti
PEGu, které by staly za posilenim vlivu sterického branéni motorové domény kinesint,
jako lze pozorovat v ptipadé smésnych roztokti PEGT.

Pti pohledu na grafy rychlosti kinesinti (Obr. 4.4—4.5, str. 42 a 43) je také
vidét, Ze pro kazdou koncentraci byla naméfena znac¢na §ife rychlosti kinesinii (oranzovy
sloupec bodii sahd od nulovych rychlosti daleko nad primérnou rychlost). Velmi
odlehlych hodnot dosahovalo jen nékolik jednotek kinesinti, zatimco vétSina hodnot se
pohybovala v blizkosti priméru. Tento rozptyl mizeme vysvétlit heterogennim
chovanim jednotlivych molekul. Ne kazd4d molekula kinesinu vykazovala pfimocary
pohyb. Pti vyssich koncentracich PEGu vykazovaly nékteré kinesiny difuzni pohyb nebo
se nepohybovaly. V nékterych ptipadech nebylo jasné, zda se na kymografu jedna
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o zdznam kinesinu, shluk kinesinti nebo jiné fluorescencni castice, Sitka zaznamenané
cary byla tlustsi nez vétSina ostatnich zaznamii. Tato heterogenita by se dala zmirnit
napt. vylepsenim protokolu pro purifikaci kinesinu.

Ptidani PEGu 1000 do 10% (w/v) roztoku PEGu 6 mélo za nasledek vyrazné
snizeni rychlosti uz pfi nejniz8i pfidavané koncentraci PEGu 1000 (0,25 %, w/v).
Domnivame se, ze toto pozorovani miize byt vysvétleno napt. tim, ze ,,velké* molekuly
zvysi efektivni koncentrace ,,malych® a tim stericky brani pohybu motorové domény
kinesinu, ¢imz kinesin zpomaluji a snizuji jeho ATPasovou aktivitu. Primérna rychlost
kinesinii vSak neklesala uspotfadané se zvySujici se koncentraci makromolekul. Pi 0,5%
koncentraci (w/v) PEGu 1000 byla sice rychlost kinesind jest¢ nizsi, ale pii 1%
koncentraci byla naméfend rychlost srovnatelna jako pii 0,25% koncentraci a v ptipadé
2% PEGu dokonce rychlost pfesahla ostatni hodnoty. Neni jasné, co pfesné za touto
neuspotadanosti stalo. V uvahu opét prichazi odchylky v teploté pii méteni. Svou roli
mohla hrat i velmi vysoké viskozita roztoku. Ackoli bylo dbano na co nejdikladnéjsi
promichéni roztoku, mohla se pfi méteni v roztoku vyskytovat lokaln€ mén¢ promichané
oblasti. Na né€kterych kymografech ziskanych pii 2% koncentraci (w/v) PEGu 1000 ve
smésném roztoku bylo mozné pozorovat, ze nékteré molekuly kinesinu pohybovaly
necekané rychle. Ty pak stidly za vyS§i hodnotou primérné rychlosti celého vzorku
kinesint. VSechny namé&fené rychlosti ve smésném roztoku PEGU byly ale srovnatelné a
vzdy §lo hodnoty vyrazné niz$i neZ v roztoku bez ptfidaného PEGu 1000. Vysledky
experimentu se smesi PEG1 jako celek proto neztraceji svou vypovédni hodnotu.

Nekolik dekad byly molekularni motory studovany v podminkéch in vitro, které
se od vnitiniho prostfedi buniky zna¢né li§i. Makromolekuly pfitomné v buiice mohou byt
voln¢ dostupné v cytosolu a jejich vliv na chemomechanicky cyklus kinesinli mtze byt
znaény, ac kvili nedostatecnému pozorovani jejich vlivu in vivo neni jasné, do jaké miry
mohou makromolekuly motorim v pohybu branit v zivych soustavach. Vzhledem
ke sloZitosti vnitiniho prostfedi buiiky a velkému mnoZstvi druhl pfitomnych castic
se nabizi uvazovat o vyznamném vlivu. K makromolekulam bézné dostupnym v cytosolu
patii polymery glukosy, peptidy, proteiny, shluky lipid, nukleové kyseliny, zasobni
latky, subceluldrni struktury jako ribozomy nebo Casti cytoskeletu a dalsi.

Studie provedena na kvasinkach hovoii o moznosti regulace rychlosti chemickych
reakci a moznost diflize uvnitf buniky pomoci produkce nebo sniZeni inertnich molekul
(glykogen a trehalosa) bunkou samotnou [80]. Tento jev, viskoadaptace, byl sledovan

jako odpovéd na zmeény teploty bunky nebo stresové stavy, kdy dostupnost ATP v buiice
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klesla [81]. Regulace fluidity bunéénych membran zabudovavanim molekul je jiz déle
znamym jevem [82]. Nabizi se myslenka obecné regulace rychlosti biochemickych déju
v bunce produkci nékterych inertnich makromolekul. Regulace pomoci inertnich molekul
by se velmi liSila od jinych zpasobt regulace, kdy se Casto jednd o kovalentni nebo
nekovalentni vazebné interakce dvou nebo vice molekul. Ackoli k Zddné chemické zméné
zucastnénych partikuli nedochézelo, ménila se jejich biochemické aktivita s tim i bunécné
déje. V souladu s témito hypotézami ziskané vysledky piimo ukazuji, ze piidanim
inertnich makromolekul do roztoku mizeme regulovat enzymovou aktivitu motorovych
proteint.

Zahustovani vnitiniho prostfedi nékterych casti bunky vede k predstavé hure
prostupnych oblasti pro molekularni motory, kde investice do pohybu motort ptedstavuje
pro bunku nevyhody v transportu piendSenych ndakladi. Vzhledem k podstaté
chemomechanického cyklu kinesint ale pohyb takovym prostiedim nepiedstavuje ztratu
energetickou, co se tyka spotieby ATP. Lze ovSem uvazovat o architektonické strategii
buiikky v budovani drah z mikrotubuld. Pfichdzi v ivahu moZnost, Ze ve stresovych
podminkach, kdy je pfenos ndkladu do mista potieby kriticky dualezity, bude butika spiSe
budovat drédhy pro transport v mistech s niz§im zahusténim cytoplazmy. Naopak vy$si
koncentrace makromolekul je mozné dat do kontextu se zabranénim difuze Castic, které je
potieba po néjakou dobu udrzet v ur¢itém okrsku bunky.

Vysledky ziskané zcela nové v ramci této prace ukazuji, jakym zptisobem mohou
smési inertnich makromolekul ovliviiovat aktivitu enzymu. Vzhledem k tomu,
ze bunééna cytoplazma je obsahuje pfemiru riznych biomakromolekul, které ne vzdy
vzajemné interaguji, da se ocekavat, ze zde popsany efekt bude relevantni pro rizné

bunécné déje.
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6 Zaver

Byly provedeny experimenty, pii kterych byly mikroskopicky sledovany jednotlivé
molekuly fluorescenéné znaceného kinesinu-1 a byla zaznamendna primérna rychlost
jejich pohybu po mikrotubulech rekonstituovanych in vitro. Pro simulaci buné¢ného
prostiedi, zahrnujiciho nepfeberné mnozstvi subcelularnich Castic, byly do méficiho
roztoku ke kinesinim pfidavany razné koncentrace polytehylenglykolu, a to nejprve
o molarni hmotnosti 6 kg/mol, poté 1000 kg/mol. Pii tieti sérii méfeni byly oba typy
PEGu pfidany do roztoku soucasné, koncentrace PEGu 6 byla vzdy 10 % (w/v),
koncentrace PEGu 1000 odpovidaly koncentracim pfi experimentech pouze s PEGem
1000 (0,25 %:; 0,5 %; 1 %; 2 %, w/v). Trendy ve vysledcich méfeni odpovidaly vysledkiim
experimentl v literatute [44]. ZvySovani koncentrace PEGu 6 se projevilo klesanim
rychlosti kinesinu-1. Pti 14% (w/v) koncentraci PEGu 6 v roztoku byly rychlosti pohybu
témet vSech sledovanych molekul kinesinu-1 nulové. Ptidavky PEGu 1000 do roztoku
nem¢ly za nasledek vyznamné zpomaleni kinesinti ani pfi vysokych viskozitach roztoku.

Nové provedenym experimentem byla kombinace makromolekul heterogennich
ve svych velikostech. Jednalo se o molekuly pouzité v ptedchozich experimentech, tedy
PEG o My = 6 kg/mol a 1000 kg/mol. Koncentrace PEGu 6 byla pii tomto experimentu
vzdy 10 % (w/v). Pii této koncentraci se kinesiny v priiméru pohybovaly asi polovicni
rychlosti oproti podminkam, kdy koncentrace PEGu v roztoku byla nulova. Koncentrace
PEGu 1000 byly 0,25 %, 0,5 %, 1 % a 2 % (w/v). Pfi prvnich dvou koncentracich se
rychlost kinesinii dramaticky snizila, pfi dalSich dvou byla rychlost vyrazné nizsi nez
v roztoku se samotnym PEGem 6, ale rychlosti neklesaly uspotadané podle zvySovani
koncentrace vétsiho PEGu.

Ziskané vysledky jsou ve shod¢ snaSi hypotézou a potvrzuji, Ze inertni
makromolekuly mohou mit na rychlost a s tim pfimo spojenou biochemickou aktivitu
molekularnich motort vyznamny vliv. Podle modelu, pfi kterém makromolekuly
s prumérem podobnym rozmériim motorové domény ovliviiuji chemomechanicky cyklus
kinesinu, dokdzi makromolekuly branit difuznimu pohybu motorové domény kinesinu
a tim 1 jeho pohybu. Vysledky ziskané nové v ramci této prace v souladu s timto modelem
podporuji predstavu, Ze vyrazné vétsi makromolekuly mohou vyznamné zvysit stericky
efekt menSich makromolekul a tim nepfimo snizovat biochemickou aktivitu
molekularnich motord, aniz by dochdzelo k chemickym interakcim mezi biochemickou

aktivitou motoru a makromolekulou.
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Ziskané vysledky poukazuji na moznosti regulace molekulérnich motortt pomoci
inertnich chemickych latek bez nutnosti chemickych zasahii do systému cytoskeletu
a molekularnich motorti. Upozoriiuje také na problematiku studia molekularnich motora

in vitro.
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