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Napétove tizené sodikové kanaly (Nay), membranové proteiny z nadrodiny napét'ove fizenych
iontovych kanald, jsou soucasti kazdé excitabilni bunky, kde se podileji na propagaci akénich
potenciali zménou propustnosti jeji membrany pro sodikové ionty. Eukaryotni Nay jsou
tvofeny jednim pseudo-homotetramerickym polypeptidem, ve kterém se étyfikrat opakuje Sest
transmembranovych segmentti (S1-S6). S1-S4 tvoii napétovy senzor reagujici na zmeény napéti
na membrané a S5 spolu s S6 tvoii samotny por kanalu, na jehoz extracelularnim uGsti je
selektivni filtr rozeznavajici sodikové ionty. Zatimco iontova selektivita napétove fizenych
draselnych kandlii byla detailn€ popsana na molekularni Grovni, mélo je zndmo o principu
selektivity u Nay.

Studie selektivniho filtru pomoci 2D IR spektroskopie, coz je metoda schopnd poskytnout
strukturni informace o danych vazebnych interakcich s ¢asovym rozliSenim na pikosekundy az
milisekundy, vyZaduje velké mnozstvi vycisténého proteinu. To je tézké ziskat v piipadé
eukaryotnich Nay, a proto jsme jako model zvolili por prokaryotniho Nay ze Silicibacter
pomeroy (NaySplp). 2D IR studie dale vyzaduji vzorky, kde je izotopicky znacena jen zvolena
vazba a takové vzorky lze ptipravit pouze expresi v bezbuné¢ném systému.

V této praci prezentujeme prvni bezbunécnou expresi napétoveé fizeného sodikového kanalu
a jeho naslednou purifikaci. Pro pfipravu izotopové znacenych vzorkidl jsme vybrali tfi
aminokyseliny, které se s nejvetsi pravdépodobnosti podileji na iontové selektivite NaySplp
a jejich sekvence byla zmutovana na terminacni kodon TAG, coz povede k inkorporaci
izotopoveé znacené aminokyseliny. Toto umozni 2D IR spektroskopické studie a pomiize

objasnit princip sodikové selektivity napétove fizenych sodikovych kanala.



