DIZERTA CNi PRACE

RIZENI ENZYMATICKE AKTIVITY MOLEKULY
KREATINKINAZY ZM ENAMI JEJI KONFORMACE

Daniela Hornikova

vedouci dizertani prace: prof. RNDr. Ji¥i Mejsnar DrSc.

Praha 2008



OBSAH

Seznam pouzitych zkratek

Uvod

1. Literarni pfehled

1.1.

1.2.

1.3.

1.4

1.5.

1.6.

Rizeni aktivity enzymu

1.1.1. Fyzikalni vlastnosti CK

1.1.2. Kinetické analyzy

1.1.3. Kompartmentalizace substitd®Cr/CK systému
Fosfagenové systemy
Kreatinkinazovy/fosfokreatinovy (CK/PCr) systém
1.3.1. CK/PCr systém a jeho fyziologicky vyznam
1.3.2. Uspaadani CK/PCr systému v kosternim svalu
Lokalizace izoforem CK v hice

1.4.1. Izoformy CK

1.4.2. Lokalizace cytosolické MM-CK

1.4.3. Lokalizace a funkce mitochondrialni CK
Pisobeni proteitha CK v M-linii

1.5.1. Interakce strukturalnich proteéirv M-linii

1.5.2. CK/PCr systém v M-linii sarkomery

1.5.3. Vyznam M-linie sarkomery

1.5.4. Interakce CK v M-linii sarkomery

Struktura a funkce CK molekuly

1.6.1. Struktura M kreatinkinazového monomeru

1.6.2. Dynamika kreatinkinazové molekuly

2. Metodiky prace

2.1.

Biochemické metody
2.1.1. Izolace svalové tkan

2.1.2. Priprava myofibrilarni frakce

2.1.3. Eluce CK z myofibril mediem s nizkym obsahem iont

2.1.4. Mnohonasobna ultrafiltrace eluatu
2.1.5. Kapalinova chromatografie
2.1.6. SDS elektroforéza

10
10
11
11
14
16
16
18
19
20
20
21
22
24
26
26
28
32
33
33
33
34
34
35
35



2.1.7. M¢teni aktivity CK 36
2.1.8. Stanoveni proteinLowryho metodou 37
2.1.9. Dvourozngérna elektroforéza 38
2.1.10.Hmotnostni spektrometrie 39
2.1.11.1zolace myofibril pro vyisinovaci experimenty 41
2.1.12 Vazebny experiment 41
2.1.13.M¢feni FLIP a hodnoceni dat 42
2.2. Fyzikélni metody 44
2.2.1. Fluoresce&ni metody 44
2.2.1.1M¢feni konforménich zngén pomoci FRET 45
2.2.1.2Steady-state fluorescém spektroskopie 46
2.2.1.3Caso¥ rozlisena fluorescemi spektroskopie 46
2.2.1.3.1. Anizotropie 46
2.2.2. Fluorescedni zna&eni MM-CK molekuly pro nifeni jejich konforméanich
zmeén 48
2.2.2.1Nezn&ena CK 48
2.2.2.2Zna&eni CK Dansylchloridem 48
2.2.2.3Znaeni CK pomoci IAF 49
2.2.2.4Zn&eni CK pomoci FITC 50
2.2.2.5Dvoji znaeni CK pomaoci IAF a EriITC 50
2.2.2.6Dvoji znaeni CK pomoci FITC a ErITC 51
3. Vysledky 52
3.1. Purifikace myofibrilarni CK 52
3.2. Charakterizace myofibril 54
3.3. Vazba CK-IAF v M-linii izolovanych myofibril 55
3.4. Meéteni FLIP 56
3.5. pH zavislost CK-IAF na interakci v M-linii )
3.6. Mg¢teni konformanich zmén CK 58
3.6.1. Nezn&ena CK 58
3.6.1.1Stfedni doby Zivota 58
3.6.1.2Casow rozlisna fluorescemi anizotropie (steady state) 59
3.6.1.3Zhaseni fluorescence akrylamidem 60
3.6.2. CK znaena pomoci FITC 61
3.6.3. CK zna&ena dansylchloridem 63



3.6.4. CK zna&ena pomoci IAF 65

3.6.5. CK dvoijit¢ znatend pomoci FITC a ErITC 66
3.6.6. CK dvojit¢ znaena pomoci IAF a EriITC 67
4. Diskuze 68
5. Zawr 74
6. Prehled pouZzité literatury 75
7. Prilohy 91
7.1. Literarni avod 91
7.1.1. Prehled genové exprese izoforem CK a porovnéni prirofrstruktur 91
7.1.2. Sekvence kreatinkinazy (EC 2.7.3.2); M — izofortkak]ik 101
7.2. Metodika prace 102
7.2.1. SloZzeni pouzitych meédii profipravu myofibrilarni frakce a eluci CK
z myofibril 103
7.2.2. Elueni protokoly 105
7.2.3. SDS-elektroforéza, zasobni roztoky 107
7.2.4. Slozeni roztok na stanoveni aktivity CK v kyvé&{vs = 100 ml) 109
7.2.5. SlozZeni roztol pro mereni proteirh 111
7.2.6. TCA precipitace 112
7.2.7. Barveni stibrem 114
7.2.8. Protokol pro zn&eni CK dansylchloridem 116
7.2.9. Protokol pro zn&eni CK pomoci IAF 117
7.2.10Protokol pro zn&ni CK pomoci FITC 118
7.2.11Protokol pro dvoji zngeni CK pomoci IAF + ErlITC 119
7.2.12 Protokol pro dvoji zngeni CK pomoci FITC + ErITC 121
7.3. Vysledky 122
7.3.1. Three isoelectric points of the creatine kinaseudemit, purified from
myofibrils. 122

7.3.2. Fluofrescence resonance energy transfer (FRETansydated creatine kinase
molecule. 124
7.3.3. Creatine kinase binds more firmly to the M-bandaddbit skeletal muscle
myofibrils in the presence of its substrates. 126
7.3.4. Creatine kinase structural changes induced by satbst 134



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADP

AMP

AMPK

ANT

ApsA

ATP

ATPaza

BBR

B-CK; BB-CK
BSA

CBB

CK

CK/PCr systém
Cr

Cys

DNCI

DTT

EDTA

EGTA

EtOH
EriTC
FITC
FLIP

FRET

G6P-DH
His
HK
HM

adenosin-5"-difosfat

adenosin-5"-monofosfat

AMP aktivovand proteinkinaza

mitochondrialni ATP/ADP translokaza

P!, P-di (adenosin-5") pentafosfat
adenosin-5"-trifosfat

adenosintrifosfataza

Bismark Brown R

mozkova izoforma kreatinkinazy (monomer, dimer)
bovine serum albumin

Coomassie Brilliant Blue

kreatinkindza

kreatinkinazovy/fosfokreatinovy systém

kreatin

cystein

dansylchlorid

dithiothreitol (threo —1,4-dimerkapto-2,3-butandliol
ethylendiamin-tetraoctova kyselina
ethylengykol-bis-aminoethyl ether)-N, N, N°, N’-tetraoctova
kyselina

ethanol

erytrosin-5-isothiocyanate
fluorescein-5-isothiocyanate

Fluorescence Lost in Photobleaching-metoda maosiani pohybu
fluorescekiné znaenych molekul

Fluorescence resonance energy transfer, fluoréstegzonanni
pienos energie

Gibbsova volna energie

glukbza-6-fosfat dehydrogenaza

histidin

hexokinaza

homogenizani medium



IAA
S5-1AF
IEF

IMP

Km
MB-CK
M-CK, MM-CK
MgADP
MgATP
Mi -CK
Mi-CK
Mi-CK
MOPS
MW
Na'/K* pumpa
NAC
NAD(H)
NADP(H)
PCr

Pi

pl

PMSF
SDS
TCA
Temed
Thiourea
Tris-HCI
Trp
TSAC
TTNa
Urea

lodacetamid

5-iodacetamid fluorescein

izoelektricka fokusace

inodizol-5"-monofosfat

Michaelisova konstanta

hybridni kreatinkinaza (dimer)

svalova izoforma kraetinkindzy (monomer, dimer)
ha‘ecnaty komplex adenosin-5"-difosfatu
harecnaty komplex adenosin-5"-trifosfatu
vSudygiitomna izoforma mitochondrialni kreatinkindzy
sarkomericka izoforma mitochondrialni kreatinkapa
mitochondrialni kreatinkinaza
3-morpholinopropansulfonova kyselina
molekulova hmotnost

sodno-draselna ATPaza, sodikova pumpa
N-acetyl-L-cystein

nikotinamidadenindinukleotid (redukovany)
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (redukovany)
kreatinfosfat

anorganicky fosfat

izoelektricky bod

fenylmethylsulfonfluorid

sodium dodecyl sulfat

kyselina trichloroctova

N, N, N’, N’-tetramethylethylendiamin
thiomatovina
2-amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
tryptofan

transition-state analog complex

tetrathionat sodny

modovina



UvoD

Dulezitou oblasti bioenergetiky je porozémh prenosu energie ve svalovych
buinkach atizeni €chto proces. Tato oblast zahrnuje zakladni konceptddmé organizace
a multienzymatickych kompléxv souvislosti s kompartmentalizaci inych funkci. To
ma& @imy vyznam pro pochopeni adafréch strategii a patofyziologickych mechanizm
raznych poruch srdce a kosterni svaloviny.

Diferenciace a zrani vedly vii&hu ¢asu k vysoce komplexni a specializované
organizaci dosglych svalovych bugk u savé, kazdy typ svalu ma &y specificky
program. Ten vede k nejvhafjimu morfologickému a biochemickému usjdéani
podporujicimu konkrétni bwnnou aktivitu. Tyto programy seftippasobuji vrESim
podminkdm okoli i vninim potebam organizmu (hypokineze, &ni, tlakova z&t,
hormonalni zminy). Zda se, Ze kompartmentalizace en&ye charakteristicka pro zralé,
vysoce organizované hiay obratlovdé a zvlast savdi, jako disledek specializace mist

produkce energie, jeji sgeby a nasledhpienosu energie mezirhito dwma misty.

Prace je satéisti vyzkumného projektu, kteryeSi otazku buftného fizeni
enzymatické aktivity kreatinkindzy (CK) vézané vofiprile kosterniho svalu. CK
navazana v M-linii sarkomery (myofibrilarni CK) laylyybrana jako experimentalni model
umoziujici sledovani konformimich znen jeji molekuly zatznych fyziologickych stay,
které model funé&nich myofibril umo#uje (kontrakce, relaxace). Kd&ieni strukturnich
zmeén molekuly enzymu jsem vyuzila biochemické acsmmé Sgikové fyzikalni metody.

1. Ziskat experimentélni data pro 3 konfoéniastavy molekuly CK.
2. Charakterizovat vazbu CK v M-Ilinii sarkomerykantextu fyziologickych zrn
v pribéhu kontrakce:

a) vliv zmeny pH ve fyziologickém rozsahu

b) vliv vazby jednotlivych substiiat



1. LITERARNI P REHLED

1.1.Rizeni aktivity enzymu

Zakladnich zivotnich procésy Zivych buikach se dastni velké mnoZstvi na sebe
navazujicich enzymatickych reakdtizeni tchto enzymatickych kaskad je zaji$o
nékolika riznymi zpisoby nap. zménou koncentrace substiatzmenou koncentrace
enzymi, jejich distribuci nebo expresi, specifickymi regmimi proteiny,
posttranslanimi modifikacemi enzyrin nebo zmdnou jejich konformace. Vhodnou reakci
ke studiu procesiizeni je kreatinkinazova reakce. CK j@e¥itym enzymem buftného
energetického metabolizmu. Jeji izoenzymy jsou stech, kde feména energie v hice
probiha se zrtaé promenlivou intenzitou. Experimentalni nalezy minulyat bkazuji, Ze
ve svalu je CK lokalizovana v mistech, kde je gemé&na sila myozinovymi molekulami,
v mistech penosi ionti a energetickych substtapres membrany (membranové iontove
pumpy) a Vv sarkoplazén Kreatinkinazovy/fosfokreatinovy (CK/PCr) systém am
komplexni a multifunkni dlohu v udrZeni rovnovahy b&mého energetického
metabolizmu (Wallimann et al., 1992), udrZovaniralétkoncentrace ATP,fipvelice

rozdilnych rychlostech jeho obratu.

1.1.1. Fyzikdlni vlastnosti CK

Pravodni studie fyzikalnich vlastnosti kré&liM-CK piinesly udaje o molekulové
hmotnosti (MW) 81 kDa pomoci sedimettid rychlosti a chovani molekuly jako
rehydratovaného elipsoidu (Kuby and Noltmann, 1982kdji bylo ukdzano, zZe se kréli
CK sklada ze dvou podjednotek, které woldisociuji a molekulova hmotnost byla
upresréna na 82,6 kDa. Pro ostatni druhy se MW pohybugzmezi od 78,5 — 85,1 kDa.
DalSi sedimentmi studie ukazaly, Zze denaturace guanidium chloridg@isobi nejdive
disociaci podjednotek a potom jejich rozbaleni, kdhbyvaji konfigurace ,ndhodného
klubka“. AvSak SDS zjsobilo disociaci podjednotek bez zjevné ztraty ldtrélni
organizace podjednotek. Z toho bylo vyvozeno, Zeyense sklada ze dvou podjednotek
doutnikového tvaru, které lezi vedle sebe.

Cytosolickd izoforma byla popsana jako dimer, @ligochondrialni izoforma je
aktivni ve forn¢ oktameru. Pokud vsak je vystavenaeghodnému stavu analogového



komplexu“ (TSAC) snisi obsahuijici kreatin (Cr), MgADP a planarni anyojatko nitrat,
nitrit, formiat (Milner-White and Watts, 1971), disiuje mitochondrialni oktamer na
dimery (Gross and Wallimann, 1993). ¢gito nalezy bylo satasré konstatovano, ze
patrre nejmensi katalyticky aktivni jednotka je p&aiimer.

DalSi pokréujici debaty byly ¥novany roli jednotlivych CK podjednotek
v katalyze. Zcela v patcich se Bickerstaff a Price (1978) zdith na chovani jedné
izolované podjednotky. Autbstanovili, Ze kazda podjednotka ma své aktivrstmna to je
dolie lokalizované. Pozgl dolozili, Ze samostatna podjednotka je aktividyly
provedeny rozsahlé studie, které se &@gpnna mozné neidentické chovani podjednotek
vdimeru a pnesly informace o negativni kooperativnobou podjednotek nebo
neidentickych aktivnich mistech v dimeru (Price &hdhter, 1976; Bickerstaff and Price,
1978). Nevinsky et al. (1982) niaklad ukazal, Ze podjednotky kréliM-CK nejsou
identické, zatimco Degani a Degani (1979) ukazal,pddjednotky byly organizovany
asymetricky, a Ze dimer je nutny pro aktivitu enmyrRozdji se ukazalo, Ze podjednotky
pracuji b’ nezavisle (Wang et al., 1990), a nebotivigm sndru reakce nezavisle a
kooperativie v opa&ném sndru reakce (Hornemann et al., 2000a). Navic kinétakalyzy
poukazuji na to, Ze terciarni struktury obou pod{dk mohou byt odliSné a mohou se
chovat jako odé&lené entity (Wang and Pan, 1996).

Predpokladalo se, Ze tyto otazky definittvaodpovi X-ray analyza krystalické
struktury CK s navazanym substratem. Lahiri et @002) krystalizovali enzym
v pifitomnosti TSAC srési, skladajici se z MgADP, Cr a nitratu, a skatebyl potvrzen
obraz asymetrické struktury dimeru, kdy kazdy moeomédzal jiny substrat. Jeden
monomer vazal MgADP a druhy monomer vazal TSAC, s®s&dcilo o negativni
kooperativit. Nasledujici experiment hmotnostni spektromefpigvrdil, Ze kazda
podjednotka mize vazat substrat (Mazon et al., 2003).

Bylo tedy prokadzano, Ze kazda podjednotka CikZenkatalyzovat transfosforyiai
reakci. Cox et al. (2003), provedli mnoho bodovyultaci, aby odstranili povrchové
interakce v oblasti kontaktu obou monoikher nasli dva mutanty, ktev solubilizované
formeé vytvareli monomery. Zajimaveé bylo, Ze oba mutanti bylinaki ve snéru syntézy
fosfokreatinu (PCr), ale hodnoty disosié konstanty K pro MgATP i Cr byly mnohokrat
vyS8Si nez WT enzymu. Navic pouze jeden mutant \gkaizuspdddany mechanizmus
vazby substratu, kde se Cr vazal jako prvni (Coxalet 2003). Tim bylo definitiv®
potvrzeno, Zze CK iize byt aktivni jako monomer, stéjak jako argininkindza, ktera

katalyzuje analogickou transfosforytd reakci u bezobratlych (Morrison, 1973).



1.1.2. Kinetické analyzy

CK reakce je reverzibilni a charakter reakce pasha na hodnat pH. Ri pH 8 a
vySe se i enzym chova dle rychlého rovnovaznéhodrdého bi-bi mechanizmu (obr 1A).
Nebyly nalezeny Zadnéuklazy pro vznik fosforylovaného enzymového interrdadia
pienos fosfatu je rychlost ¢ujicim krokem (Morrison and James, 1965; Morrisonl a
Cleland, 1966; Morrison and White, 1967y pPH 7 a nizSim, je situace vice komplexni
(Schimerlik and Cleland, 1973). \fimém snéru (fosforylace Cr) krati M-CK pracuje
V rovnovazg uspdadaném mechanizmu a vaze ATie¢Cr (obr 1B), zatimco v ofji@em
smeéru reakce éstava nahodna (Schimerlik and Cleland, 1973).

Je dostatek udaj o kinetickych konstantach rozpustnych izoforem yemz
Specifické aktivity jednotlivych svalovych izoforerbyly podobné naj velkym
mnoZstvim drub. AvSak mozkové izoformy se lisi (Watts, 1973). $dabzdil byl nalezen
mezi mitochondrialni a cytosolickou izoformou. Mitmndriélni izoforma obe¢mma 3 az
4dkrat nizSi specifickou aktivitu oproti cytosolickérmé. V obou gipadech je reverzni
reakce vzdy rychlejSi nez ¥imém sndru, s drobnymi vyjimkami u jednotlivych driih

(Morrison and James, 1965; Maggio et al., 1977).
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Obr 1. Mechanizmus kinetiky kréli MM-CK. A) pH 8.0 a vySe (Morrison&James, 1965).
B) pH 7.0 a nize (Schimerlik& Cleland, 1973).



1.1.3. Kompartmentalizace substrai CK/PCr systému

Kompartmenty obecniidi lokalni koncentraci substtéaf enzynid. Okoli enzymu
muze byt timto zpsobem optimalizovano v oblasti hodnot pH, koncemtraont,
kofaktorti a substrdt, i lokalizace prekurzérenzymu. Kompartmentalizace tedy poskytuje
lok&lni variabilitu &chto faktofi, které reguluji aktivitu enzymu (Bessman and Caigre
1985). Vzhledem ktomu, Ze existuji debdefinované oblasti vyskytu v ramci jedné
isoformy CK, da sefiedpokladat ufita mira kompartmentalizace i jejich substrat

O mozné kompartmentalizaci nukledtida myofibrilach uvazoval jiz v 60. letech
minulého stoleti Perry (1954) a sfiatal v rem velkou vyhodu proigsné nastaveni jejich
koncentraci nezbytnych pro kontrakci. McClellan adt (1983) popsali dva utezité
momenty na permeabilizovanych tach. i) adeninové nukleotidy jsou vazané na
kontraktilnim systému, ii) tyto nukleotidy mohou tbyefosforylovany v bezprosdni
blizkosti kontraktilniho aparatu pomociteposu fosfatu z PCr. Na druhé stran
negitomnost nukleotil maximalé zvySuje afinitu myosinu k aktinu, bez zavislosd n

koncentraci C& ionti a zmisobuje tak ke (rigor tension) (Bremel and Weber, 1972).

1.2. Fosfagenové systémy

Fosfageny jsou fosforylované guanidinové gkniny, spojené s hydrolyzou ATP

reverzibilni reakctizené odpovidajici fosfagenovou kinazou:

fosfagen + MgADP— guanidinovy akceptor + MgATP

Tradiéni pohled na funkci fosfagenovych systérspa@iva v jejich schopnosti
vyrovnavat zminy v koncentraci intracelularniho ATP. Timto ugpbem umoduji
fosfagenové systémy udrzet vysokou koncentraci AZR podminek nerovnovahy mezi
jeho spotebou a produkci (Kammermeier 1987, 1993). Mezi idal&vni funkce
fosfagenovych systéin pak¥i regulace glykogenolyzy, pufrovani hwného pH a
intracelularni transport energie.

V prab¢hu fylogeneze se vyvinulo celkem osm fosfagenowsstéend (Ellington
2001). VSechny doposud popsané fosfageny maji kifegistickou guanidylovou skupinu,

ovSem [iSi se vyznanénv ostatnich chemickych charakteristikach. Nejjetirg$im
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fosfagenem je argininfosfat (AP), naopak nejvicedifikovanou guanidylovou (obr.2)

sloweninu pedstavuje thalaseminfosfat (ThP). Ostatnimi znamyosfageny jsou

kreatinfosfat (PCn), glykocyaminfosfat (GP), tawraminfosfat (TP),

hypotaurocyaminfosfat (HTP), lombricinfosfat (LP) a NH

ofelinfosfat (OP). Kazdy z fosfag&nma odpovidajici 2\

fosfagenkinazu (argininkinaza - AK, thalaseminkiméz /C = NH

ThK, kreatinkinaza - CK, glykocyaminkinaza - GK, |\||H

taurocyaminkinaza - TK, hypotaurocyaminkinaza - HTKObr.Z Guanidylova skupina

lombricinkinaza - LK a ofelinkindza - OK), které

spole&né tvori vysoce konzervativni rodinu enzyniSicich se kroré substratové specifity

rovneéz kvarterni strukturou a lokalizaci vitkéch (van Thoai, 1968; Robin, 1974).
Pavodni gedstavy o vyskytu jednotlivych fosfagenovych systémzivaiiSnych

druhi odpovidaly rozéleni - jeden systém na jeden organizmus (Ennor Madison,

1958). Poz&Si nalezy odhalily powrrné frekventovanou existenci minim&ndvou

systéni v jednom organizmu. Né&gstji se jedna o AP/AK a CK/PCr systémy, které jsou

vSak lokalizovany virznych tkanich (Needham et al., 1932420 byly popsanyiiklady

identické tk&ové specifity (Robin 1964, 1974). Tento "plurifogémovy fenomén" byl

pozorovan nafiklad u sval jeZovek, kde se AP/AK a CK/PCr systém vyskytujemave

stejném typu svalovych vlaken (Ellington, 2001).

1.3. Kreatinkinazovy/fosfokreatinovy (CK/PCr) systé
1.3.1. CK/PCr systém a jeho fyziologicky vyznam

NejvyznamigjSim fosfagenovym systémem je systém CK/PCr. Teystém je
Siroce roz&n v buké&ch charakteristickych kolisavymi energetickymiakd (neurony,

svalové biky, kardiomyocyty, spermie), a jako takovy je réznjednim z nejlépe

prostudovanych systé@nzabezpéujicich distribuci energie v lhge.

Jeho podstatou je kreatinkinazova reakce:

11



ATP + Cr €% PCr+ ADP +aH"

Poprvé byla popsana v roce 1934 Karlem Lohmanneohrflann, 1934), ktery tak
vyswtlil jiz pozorované minimalni vykyvy v hladinach ATkihem aktivace vzruSivych
tkani (nap. v kosternim svalu, v srdeim svalu, v mozku, ve spermiich a v mitotickém
vieténku (Cande, 1983; Mommaerts and Wallner, 196@y@larian and Abbott, 1976).

Lohmannova reakce probihd ii fkontrakci blizko rovnovaze, s ohledem na vliv
cytoplazmatického pHja~ 0,8. Pro enzymatickou aktivitu kreatinkinazy jeitma
piitomnost dvojmocnych kovovych katidgntMg®*, Mn?>" a C&* (Kuby et al., 1954a,
1954b; Noda et al., 1954a, 1954b). Enzym je inhéibomnionty C| SQ, piftomnosti
sulfhydrylovych reageiita dalSimi anorganickymi anionty (Cain and Davi€{2).

Vyznam CK/PCr systému imeme obech chapat také tak, ze i kdyz je ATP
univerzalni energetickdA molekula pro¢t8inu  energeticky nataych proces
v biologickych systémech (Lehninger, 1982), jehanmduché navySeni by nebylo
vhodnou volbou pro vyrovnani energetickych néraédchto bukk a tkani. To proto, Ze
lokalni koncentrace ATP, ADP a AMP, p#tak jako pordr ATP/ADP, jsou kliéovymi
regulatory ovliwiujici mnoho podstatnych metabolickych prac€S&yulai et al., 1985;
Chance et al., 1986; From et al., 1990). Ve sindsti vzruSivé biikky obvykle obsahuji
pouze 2-5 mM ATP, které tudiz stgro svalovou kontrakci jen na&kolik vtefin (Infante
and Davies, 1965).

A prde v téchto tkanich je nahromada zn&nad ¢ast metabolicky inertnich
(zasobnich) fosfagén(Meyer, 1988), které mohou byt okantayuzity k regeneraci ATP
bez naroku na fiisun kysliku. U obratlovic a rekterych bezobratlych jde o jedinny
fosfagen - fosfokreatin (PCr). Jeho prekurzor kregr), syntetizovany &tsinou v jatrech
a Vv ledvinach, ale ne ve svalu, je transportovari fr @ijiman do tkani s vysokymi
energetickymi naroky pragtdnictvim aktivniho transportniho systéemu (Fitclalet1968).
V kosternim svalu koncentrace PCiize dosahnout 20-35 mM, nebo vice v zavislosti na
Zivocisném druhu typu svalovych viaken (Burt et al., @9Ackerman et al., 1980),
zatimco v jinych vzruSivych tkanich jako mozek kélieké organy, hladky sval, ledvina,
atd. je koncentrace PCr v rozsahu 5-10 mM (lyenti284).

Jak jiz bylofeceno mnozstvi ATP v hice je pondrné malé a nebyla detekovana
zadna vyznamna zna v celkové hladih ATP bihem aktivace vzruSivych tkani
(Mommaerts and Wallner, 1967), protoZze ATP je sslevia @inné opst dopkovano

z velkého poolu PCr reakci katalyzovanou CK.
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Ve WwtSire svali je kapacita regenaemiho systému ATP velmi vysoka a zna
pievysSuje jeho vyuziti. ATP je dafbvano poolem PCr, oxidativni fosforylaci a
glykolyzou (McGilvery and Murray, 1974). Napmaximalni rychlost syntézy ATP CK
reakci v krysim srd@mim svalu (3Qumol/s per g) je mnohem vy3ssi nez maximalni rychlost
syntézy oxidativni fosforylaci (2,@mol/s per g), nebo cestale novo(0,39umol/s per g)
(Bittl and Ingwall, 1985; Ingwall et al., 1990).

Kromé funkce regenerace hydrolyzovaného ATP, je CK syst#&lmi citlivym
detektorem a je schopen detekovat i mal&mmv koncentraci ADP (K MM-CK pro
ADP je 10-3M) (Matthews et al., 1982; Levin et al., 1990). @& je rozhodujici role
v prevenci proti ndistu hladiny ADP, zejménaébem gechodné doby, ve které vyuziti
energie z ATP fevySuje jeho zasoby. V klidovem svalu byly &eny nasledujici
koncentrace metabaiit [PCr] = 12 mM; [Cr] = 7,8 mM; [ATP] = 4,8 mM; [P= 16,4
mM; [volny Mg?] = 3-4 mM; pH = 7,0-7,2 (Stefl et al., 1994; Ackean et al., 1980;
Chance et al., 1986).&8ina ADP v klidovém svalu je vazana na F-aktinglékna a je
metabolicky nedostupnd pro okamzitou refosforyl@d{ reakci (West et al., 1967).
Cytoplazmatickd koncentrace volného ADP v klidov&awvalu byva ufena vypdéty
z rovnovaznych koncentraci subsirgako 37 uM (Veech et al., 1979). Byla pitdna
z pokusi s*'P-NMR v rozsahu pouze 1-20M (Bittl and Ingwall, 1985; Meyer et.al.,
1985; Ackerman et al., 1980). Oproti tomu chemiak@lyzy odhalily hladiny v rozsahu
od 100-500uM, tyto hodnoty jsou HliS vysoké diky &tpeni ATP, nebo diky uvosmi
ADP z dive vazanych podbuétnych struktur, naip F-aktin (Chance et al., 1986). Nahla
svalova aktivitain vivo je obvykle spojena s vyuzitim PCr a hro@dn volného Cr a
anorganického fosfatu (Pi), ale tato mnozstvi nepggouladu s mnozstvim volného ADP
(Mommaerts, 1969; Balaban et al., 1986; From et 2990). Ve stimulovaném svalu
hladiny ADP obvykle dosahuji pouze kolem 100-400 nebo méa (Bittl and Ingwall,
1985; Meyer et al., 1985; Chance et al., 1986).

ADP, spolu s Pi, G4 mitochondrialé generovaném NADH a nabidkou kysliku,
reguluje celkovou rovnovahu mezi sfgiiou a oxidativni tvorbou ATP v neporuSenych
bunkach (Gyulai et al., 1985; Chance et al., 1986)if¥éad mitochondrialni dychani je
aktivovano koncentraci ADP v rozsaluM (nékdy 20-30 uM ADP je potebna pro
polovinu maximalni aktivace mitochondrialni synté&yP) (Chance and Williams, 1955;
Chance et al., 1986). Proto ve svalu hraji hladkDP a Pi vyznamnou roli v regulaci

dychani (Chance et al., 1985). Zéamieceno, regulace toku energie mezi misty sgimf
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ATP a jeho produkce je mnohautmwy proces zahrnujici distribuci redirch
ekvivalenfi (NADH), kysliku a produkt hydrolyzy ATP (ADP, Pi) (Balaban, 1990).
V této souvislosti je CK reakcetimo spojena sroli ADP a Pi vregulaci oxidativni
fosforylace a jinych metabolickych proée@acobus et al., 1983; Wallimann et al., 1989).

Vysoka aktivita CK nmiZe také regulovat adenylat-kindzovou reakci, aotald
skut&nosti uchovat adenin nukleotidovy pool wice (lyengar, 1984). Jestlize dojde
k hroma@ni ADP v buice, nap. vlivem ischemie nebo anoxie (McGilvery and Murray
1974; Connett, 1988), je pak prietnictvim adenylat-kinazy transfosforylovano na AP
AMP (Hamada and Kuby, 1978). AMP, ktery je inhilbgm adenylat-kindzy a
metabolickych cest jako glukoneogeneze (Uyeda aack&, 1965; Yamada and Sugi,
1989), je deaminovan na IMP AMP deaminazou ve swa@nanou na myofibrilach (Ashby
et al., 1979) na obou koncich A-prouzku (Cooper andick, 1984) za vzniku amoniaku
(Kushmerick and Davies, 1969; Hamada and Kuby, 19@&enstein, 1972). IMP stejn
jako AMP jsou defosforylovany enzymem 5" -nukleotidd@ lokalizovanou na sarkolém
(Bowditch et al., 1985) za vzniku inozinu a adenoziVzhledem k tomu, Ze sarkolema je
propustna pro zmémé dv¥ sloweniny, akumulace ADP po delSi dolede ke ztrdt
adeninovych nukleotid(Jennings et al., 1981).

Zakrem lze shrnout 3 metabolicky ul@zité disledky udrZzovani nizkych
bung¢nych hladin ADP CK systémem:

1. CK udrzuje nitrobutné koncentrace volného ADP v rozsahu, ve kterémise
Gcastnit regulace mitochondrialniho dychéni
2. CK zamezuje inaktivaci ATPaz, ke které by dadigpSenim koncentrace ADP & H
ionta

3. CK zamezujgistou ztratu bu&nych adenin nukleotid

1.3.2. Usp@adani CK/PCr systému v kosternim svalu

Savi kosterni svalova tkapredstavuje slozitou a komplexni strukturu (Millman,
1998), v ramci které dochazi vijpehu vyvoje a diferenciace k vysokéimispecializace a
organizace jednotlivych bgk. Z&kladni buténé funkce jsou lokalizovany wviznych
hierarchicky uspiadanych strukturnich a fuétkich kompartmentech, jejichz vzajemnou
interakci zajiguji systémy, které fiedstavuji nejvyssi stupeefektivity burécné regulace,

dosazeny &hem evoluce.
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Biochemické drahy ve svalech jsou charakterizovamysokym stupsim
kompartmentaceifslusnych enzyiin i substrdi. RovreZz produkce a spi#ba energie je
vazana na jednotlivé kompartmenty a svalové feaak diky svému uspadani idealnim
modelem pro studium bioenergetickych aspelktirei¢ného metabolizmu (Kushmerick,
1995). Vysoka organizovanost energetického metamoli svalu a jeho vysoké a
promenlivé energetické narokyiedpokladaji existenci drah optimalizujici transfaain
energie, jeji transport a spebu bez znmych vykywi v koncentraci substri@ata produki
(Saks and Ventura-Clapier, 1992; Wallimann et 8898). CK/PCr systém je nejlépe
prostudovanym systémem zabeagéim tyto funkce.

Zakladni funkce CK/PCr systému tkvi ve vyiwai PCr poolu v oblastech produkce

ATP (obr.3) (tj. oxidativni fosforylaci v mitochonitch a substratovou fosforylaci

N
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Obr.3 CK/PCr systém. Na horni polo¥imobrazku jsou izoenzymy CK rezdilnych kompartmentech
mitochondrie, b-d) cytosoVysokéa hladina PCr v cytosolu dosahuje az 30 njlgtvaena CK reakci, kte
vyuziva cytosolicky kreatin (Cr) a ATP prefetes z oxidativni fosforylace (OX),a) nebo z glykolyzy (G
(b). PCr je nasledhvyuzit k udrzovani globalnihoc) a lokalniho ) pomséru ATP/ADP. Vexcitabilnict
buiikach nebo \buikach, které maji velmi vysokou spelbu ATP, tyto isoformy CK spaleé se zasobni

depem PCr , udrzuji energetickjunek mezi ATP produkujicimi nebo ATP sfetiovavajicimi procesya(d)
(Wallimannet al. 1992)

glykolyzy) a nasledné vyuZziti této energetické basoy v oblastech spetby ATP (ij. v
blizkosti ATPaz). Tato mySlenka, ktera je podstdtmiokreatinovéh@lunku (,shuttle®),
byla navrzena Bessmanem a Geigerem (Bessman agdrGE®?81). MySlenka &a vyvoj

pies ti desetileti a mnoho autbrvyznamr prispélo k popisu tohoto metabolického
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komplexu. Ke vzniku tohoto konceptu fosfokreatinowé,shuttle” gispely dikazy o
molekularni interakci a furtkim spojenim mezi mitochondrialni CK a ATP/ADP
translokadzou (ANT) (Barbour et al., 1984; Brdiczéaal., 1998), sarkomerickou CK a
glykolytickymi enzymy (fosfofruktokinaza, aldolazagraft et al., 2000), stefn jako
dukazy o existenci funkniho spojeni mezi CK a myozinovou ATPazou (Mani &ay,
1976; Arrio-Dupont et al., 1992), nebo ATP&zami adzni na bu&né membrany
(Levitsky et al., 1978; Korge et al., 1993; Sistamm et al., 1995).

Vtéto roli bude PCr slouzit jako ,ndsienergie” spojujici mista energetické
produkce s misty energetického vyuziti pomoci bitrecné kompartmentalizace
izoenzymii CK, jmenovit vyskytem v mezimembrdnovém prostoru mitochondrii a
v cytoplazngé. Na zaklad konené frakcionace a kinetického modelovani bylo nautbn

toto ,clunkové” vyrovnavani koncentrace ATP pomoci PCr.

1.4. Lokalizace izoforem CK v lge

1.4.1 1zoformy CK

V tkanich obratlovi byly identifikovany 4 izoformy CK, skladajici senzonometi

o molekulové hmotnosti ifplizné 40 kDa. Tyto izoformy jsou exprimovany t@e
specifickym zfisobem: 2 cytosolické formy, M-CK a B-CK (M ve svaBiv mozku) a 2
mitochondrialni Mi-CK izoformy (Mj, Miyp).

In vivo, M-CK a B-CK podjednotky davaji kombina®icytosolické dimery MM-,
MB-, BB-CK izoenzynii s @ibliznou molekulovou hmotnosti 80-86 kDa (Eppenieeret
al., 1967). Zatimco MM-CK je pakud specificka pro diferencovany kosterni sval, BB-
CK se nalézd v mozku a mnoha dalSich tkanich (Wahin and Hemmer, 1994)&lBem
diferenciace svalové lilgy in vitro ain vivo je pozorovana vyvojova z&ma z mivodni
BB-CK pies grechodny hybrid MB-CK za homodimer MM-CK (Perriart a., 1978;
Caravatti et al., 1979; Trask et al., 1988).

V kureti byly identifikovany 2 rozdilné B-CK podjednotk® podtidy, B,-CK a B,-
CK s rozdilnymi izoelektrickymi body (Quest et d@989). Tyto podidy B-CK vznikaji
rozdilnym sesthem mRNA jedinéného genu B-CK (Wirz et al.,, 1990) a dimerizuji

tkanove specifickym zgisobem (Quest et al., 1990).
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Mi-CK je lokalizovana v mitochondriich (Jacobs ek, al964; Jacobus and
Lehninger, 1973; Scholte et al., 1973) ve dvouamofach. Specificka pro kosterni sval
.sarkomerickd" Mj-CK (Schlegel et al., 1988a; Hossle et al., 1988asiand Strauss,
1990), a tak zvana ,vSudkippomna“ Mi,-CK (Schlegel et al., 1988b; Hossle et al., 1988;
Haas et al., 1989; Wyss et al., 1990), jsou kodpwima geny CKMT1 a CKMT2, které
se liSi izoelektrickym bodem a v liter&ujsou ozn&ovany jako Mt- a Mt,- CK [(index
.a° ozn&uje kyselejsi formu (pl 8,4-9,0) proti ,b* zasagii izoformy (pl 9,3-9,5)]
(Quemeneur et al., 1989, Wyss et al., 1990)-CGK a Mi,-CK se neliSi pouze v amino-
kyselinové sekvenci, i kdyz tu je vysoky stip&omologie, ale také v mnoZzstvi
biochemickych a biofyzikalnich paramit(Schlegel et al., 1988b; Wyss et al., 1990).

Geny koédujici jednotlivé izoformy CK jsou uvedenyTab.l a detailni informace o

CKB 14932.32 kreatinkindza, mozek

CKM 19q13.2-q13.3 | kreatinkinaza, sval

CKMTI1A (15915 kreatinkindza, mitochondrialni 1A
CKMT1B (15915 kreatinkinaza, mitochondrialni 1B
CKMT2 (5913.3 kreatinkinaza, mitochondrialni 2 (sarkdoieh)

Tab.1 Tabulka izoforem CK. Obsahuje ozeai kddujiciho genu (1.sloupec), lokalizaci genu na
chromozomu (2.sloupec) a nazev izoformy (3.sloup@gyw.genecards.o)g

jednotlivych izoformach jsou uvedeny filpze 7.1.1. Na rozdil od izoenzyneytosolické
CK, které jsou vzdy dimerické, MCK a Mi,-CK se nalézajin vivo ain vitro prechodr
ve formg oktametfi s molekulovou hmotnostiiiplizné 34 kDa (Schlegel et al., 1988a;
Quemeneur et al., 1988; Belousova et al., 1991;s\Wysal., 1990). Tyto oktamery jsou
slozeny ze 4 dimér s molekulovou hmotnosti 86 kDa jako stalé stavekaineny
(Schnyder et al., 1988; Wyss et al., 1990). DikgnsWunken¢ identickym strandm mohou
interagovat s protilehlymi membranami. Touto inkefavznikaji mista, ve kterych jsou
spojeny vnitni a vrgjSi mitochondrialni membrany (Rojo et al., 1991bojdR and
Wallimann, 1994). Ostatni molekuly Mi-CK jsou lokalvany podél membrany
mitochondrialnich krist a nejsou v Zadném kontaktwnejSi mitochondrialni membranou.
Dosud bylo identifikovano vice nez 2tznych CK izoforem (Hossle et al., 1988;
Muhlebach et al., 1994). Uvedené klasifikaci M-Mi{-/Mi, odpovidaji u nizSich
obratlova@ pouze gkteré CK enzymy zab (Fischer and Whitt, 1978),mati u ostatnich
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druhi byly zavedeny klasifikace jiné (Muhlebach et #894). Resto vSechny enzymy CK
rodiny vykazuji rozsahlou sekv&m homologii i strukturni usgadani.

Heterogenitu u B-CK i M-CK odhalily pokusy s 2D Ideoforézou a
chromatofokusaci (George et al., 1984ficiRou existence jednotlivych enzymovych
podtypi jsou alternativni mista iniciacdigranslaci (Soldati et al., 1990) a posttratisia
fosforylace, prokazana u teci, mysi a krysi B-CK (Hemmer et al., 1993} mzné
podtypy M-CK, liSici se izoelektrickym bodem (pbyly detekovany u potkana pomoci
2D SDS-PAGE v oblasti mignalkalického pH (7.17, 7.28, 7.48élacova et al. 2004
viz ptiloha 7.3.1.), zatimco u opice pteghézi z kyselého do alkalického pH (6.8-7.1)
(Grossman and Mollo, 1979).

1.4.2 Lokalizace cytosolické MM-CK

Histochemické studie a subcelularni frakcionaceozmty v druhé polovia
minulého stoleti buttnou lokalizaci izoforem kreatinkinazy.

Ve svalu byla M-CK identifikovana v myofibrilachka strukturni protein v M-
linii, ktera je funkné¢ spojend s myozinovou ATPé&zou. Myofibrilarni CKuie
refosforylovat veSkeré ADP vzniklé reakci ATPazynéZze poskytnout dostatek energie
pro maximalni silu kontrakce a normalni kontmaikkinetiku i v gipact absence MgATP
(Wallimann and Eppenberger, 1985feRos substratmezi CK v M-linii a myozinovou
ATPazou je realizovan mechanizmem, ktery je znach gmmen ,substrate channelling”.
Cést ATP (42%), produkovana CK reakci je bezgeabt Sttpena myozinovou ATPazou
tj. témet polovina (Gregor et al., 2003a). Na intaktnim avhlla identifikovana dalSi
oblast slabé asociace M-CK v I-pruhu sarkomeryrékteyla @i permeabilizaci viaken
vzdy solubilizovana. Zarowe zde byla potvrzena interakce CK s adenylatkinaaou
aldoldzou, coz vede kgdsta¢ funkéniho spojeni CK/PCr systému s glykolyzou grav
v této oblasti (Wegmann et al., 1992; Savabi, 1993cault et al., 2000; Kraft et al.,
2000).

Obdobre je M-CK silré vazana na membrany sarkoplazmatického retikule,jé&d
funking spojena s Ca ATPazou a napomaha regulaci lokalniho pamATP/ADP (Rossi
et al.,, 1990). Na sarkolemvytvéi M-CK daldi mikrokompartment s N&K* ATPAazou
(Sharov et al., 1977).

1.4.3 Lokalizace a funkce mitochondrialni izoformyCK
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Primarni i tercialni struktura mitochondialni CKQK) je v pfib¢hu fylogeneze
vysoce konzervativni (Ellington 2001) a byla nalezgz u prvoustych (Ellingtonn et al.,
1998), coz s¥déi o jejim univerzalnim vyznamu. Oktamery,CK se vyskytuji mezi
vnitini a vrgjSi mitochondrialni membranou a v prostoru kristaflivhann et al., 1992;
Schlattner and Wallimann, 2000; Schlattner et &Q04). Katalyzuje fimou
transfosforylaci mitochondriemi produkovaného ATRydosolického Cr na ADP a PCr.
ADP vstupuje do prostoru matrix, aby stimulovaladativni fosforylaci, zatimco PCr
opousti mitochondrie a vstupuje do cytosolu jakoimparni vysokoenergeticka
fosforylovana komponenta (Jacobus and Leninger3)197

Molekularni zaklad takto nasmovaného metabolického toku vytv&pojeni mezi
velkym mitochondrialnim oktamerem (Schlattner et #098; Schlattner and Wallimann,
2000) a d¥ma transmembranovymi proteiny, adenin nukleotidovfranslokatorem
(ANT) a nagtove zavislym kanédlem (VDAC - Voltage Gated Anion Chalr(Brdiczka
et al., 1994, 1998). iBnos substrat dovnit a ven z mitochondrii souvisejici s CK je
zaloZen na kolokalizaci e interakci a na difuzni bate(Vendelin et al., 2004; Saks et
al., 2005) nasledujicim apobem:

mCK se pevdl vaZze na kysely kardiolipin, specificky pro wmit mitochondriélni
membranu, pomoci pozitigmabitych aminokyselinovych zbytKlysinu a argininu) na C-
terminalnim konci své molekuly. Zarave ANT je ukotven na kardiolipin, coz vede ke
kolokalizaci a pednostnimu metabolickému toku meziéwta proteiny v kristach a v
intermembranovém prostoru (Schlattner et al., 200 ezena propustnost VDAC-kanalu
piispiva knCK ,channellingu” a oddluje ATP ,pool* (Andrienko et al., 2003).

mCK v tomto prostoru dale interaguje s fosfolipidynéjSi membrany a VDAC
(Schlattner et al., 2001), timto je virtu&lepojena v§§Si a vnitni membrana aifspiva
k mitochondrialnim kontaktnim mish. Stabilita oktameru a vazhyCK na membranu je
vyznamna pro funkci enzymu a je povaZzovana za jedeflezitych regulédnich
mechanizm (Schlattner and Wallimann, 2000). Oktamery a dimgECK jsou v zavislosti
na experimentalnichii fyziologickych podminkach vzajemirkonvertibilni (Wyss et al.,
1992). V poslednich letech se mno#kazy o regulénim vyznamu disociace a reasociace
oktamefi pro CK aktivituin vivo (Schlattner and Wallimann, 2000).

1.5. Risobeni proteitna CK v M-linii
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1.5.1. Interakce strukturalnich proteina v M-linii

Na rozdil od I-pruhu, ktery je paimé dolkre prostudovan, je v oblasti A-pruhu a
M-linie dosud identifikovdno pouzeckolik zakladnich proteiin a objevuji se prvni
signélni molekuly, které byly uvedeny tepeslé kapitole v kontextu jejich funkce.

M-protein (165 kD) byl charakterizovan pém¢ brzy (Masaki and Takaiti, 1974;
Trinick and Lowey, 1977) a lokalizovan pomoci pdbidlnich protilatek (Strehler et al.,
1983). Myomezin (185 kD) byl objeven jako kontanteagi purifikaci M-proteinu
(Grove et al., 1984) a trvalo dalSich 10 let, ngdmarakterizovan na molekularni Grovni
Obermannem et al. (1995). SasrE u jiz znamého titinu ({dve connectin) byla prokazana
vazebna schopnost sdaha proteiny — myomezinem i M-proteinem (Nave et 4889;
Vinkemeier et al., 1993) v oblasti M-linie, kdy émakce myomezinu s titinem je zavisla na
piitomnosti fosfatu (Obermann et al., 1997). Struktditinu byla souhrnh popsana
Labeitem a Kolmererem (1995) a do oblasti M-linesahuje jeh@ast C-terminalniho
konce (250 kD), ktera v blizkosti M1-linie obsahdj@ménu titinkinazy (Obermann et al.,
1997).

V centrdlni  M1-linii  je m
Iparallal myomesin =2

pozorovan téZz myomezin, u kterého "idimen-mn\ {

——rges__of
e - T
L

r—"! i
8 \I'ﬂynmesinintem:tion

with titin

dochazi k antiparalelni dimerizaci
jeho dvou protilehlych molekul

*
* Myomesin interaction

prochazejicich az koblasti M4 a EEIEED Wyosin

. . . Obr.4 Vlevo - Dimerizace myomezinu v Mrii v oblasti
M4 mastkim (obr.4). V tomto mist 1 a3 M4 (M4) nistki. Myozinova filamenta jsc

PP . . . zobrazena (mae), myomezindervert) a titin (zeleg).
dochazi k jeho interakci s MYozZINeMy,, oo —  usptAdani M1-M4  M-linii  dophuje

(Lange, 2005). Tento model ukazuje’prostorovou pedstavu obr vlevo. (Lange et al. 2002).
Ze steji jako a-aktinin spojuje tenka filamenta v Z-linii (Young &., 2001) do tvaru sit
tak myomezinové dimery spojuji silna filamenta Vii.

Myozin véazajici proteiny (MyBP) vyskytujici se v Mui ¢i jeji ptimé blizkosti,
byly pomoci cDNA z#azeny do nové rodiny protéin(pro pgehled Furst and Gautel,
1995), ktera je charakteristickadwa doménami imunoglobulinu ,lg-like* a doménu typu
fibronektinu 1l ,(Fn)-like domain“. Paf sem: titin (Labeit and Kolmerer, 1995),
myomezin a M-protein (Vinkemeier et al., 1993), miyovazajici C-protein (MyBP-C) a
H-protein (Vaughan et al., 1992; Bennet et al.,6)981yBP-C byl lokalizovan v A-pruhu

po obou stranach M-linie u psoasu kralika (Craigl @ffer, 1976) a je znama jeho
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fosforylace prosednictvim cAMP-dependentni proteinkindzy v kosterrsvalu a i -
adrenergni stimulaci v srdci (Lim and Walsch, 1986)

Myofibrilarni CK byla popsana jako strukturalni géat M4, M4" niistki M-linie
sarkomery (Strehler et al., 1983), ktera jdedita pro sestaveni a stabilitu myozinovych

filament v sarkomie (Luther and Squire, 1980; Thornell et al., 1987).

1.5.2. CK/PCr systém v M-linii sarkomery

Symetricka %2 sarkomery, je

«—  Sarcomerg ————»

a)

povazovana za nejmensSi fuimk
jednotku. Kontrakce a relaxace
kosterniho svalu je realizovana

posuvem kontraktilnich filament

v jednotlivych sarkomerach. Zine | agyn | Myosin | ¥
Sarkomera ve fyziologické délce
. €a o0 i 6 ®>5@c°
(cca 2.2 pm) vykazuje o o9 o & @ @b o@
. , i gk & @@
v elektronovém mikroskopu (obr.5) o “ e e ® ® °o@®cio®
o o i ) o ®g0 @ @ @co@o
tii zakladni Siroké pruhy, jeden A © =se © ® & °c®c°@®
: ] : Copyright © Elsevier 2004
(anizotropni) a d¥ poloviny | | I-band oplhyng A~han§wm I-band |

(izotropniho) pruhu. A-pruh je
tvofen pevazre silnymi filamenty

s vz

myosinu a v jeho Bédni ¢asti bez

myosinovych  hlav v H-pruhu,
tvofeného lehkym meromyozinem Obr.5 Sarkomera. a) schema zéakladniho proteinc
sloZeni: b) zobrazeni sarkomerypomoci elektrono\

(LMM), mazeme pozorovatdkolik  mikroskopie (TEM)(Edmanet al.1988)
tmavych linii. Pget €chto M-linii se liSi podle typu svalu a @kterych sval neni patrny
(Sjostrom and Squire, 1977; Andrade et al.,, 2003)uh obsahuje i@vazi tenka
filamenta aktinu (Vetné regul&nich proteiri) a je rozdlen na d¢ poloviny tmavou
tenkou Z-linii. Zatimco silnd (myozin) a tenka (aktfilamenta maji za ukol generovat silu
pii svalové kontrakci, jiné strukturaini proteinyfigpivaji k jejich nejvhodg&simu
prostorovému usgadani a tim zaji¥iji maximalni @innost jejich funkce, a s¢asré se
Gcastni signalizénich proces.

Tyto strukturdlni proteiny jsouipvaz@ organizovany v okrajovychignych
strukturach sarkomery v Z-liniich, kde upeyi tenkd filamenta a vymezuji délku
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sarkomery; a ve #du sarkomery v M-linii, kde zaji§ji organizaci myozinovych
filament. Vyznamnou uUlohu ve vyvoji a organizaci ofigril maji ti cytoskeletalni
proteiny, které jsou ffbuzné superrodinimunoglobulinu (Bantle et al., 1996): obscurin
(800 kD), nebulin (800 kD) a samotny titin (2-3 MDJaji podobnou strukturu — tyioje
dvé z&kladni oblasti: adhesivni modul a signalni doyn@bermannn et al., 1995, 1997,
Russell et al., 2002). Na C-terminalnim konci olgiahdsobny fosforykni motiv pro
ERK kinazy.

Vyznam a lokalizaceg¢thto proteiri se liSi. Obscurinijiéha €sr¢ v oblasti M- a
Z-linie sarkomery, kde pIni organig@ i signaliz&ni funkci (Kontrogianni-
Konstantonopolus et al., 2003, 2004). Nebulin reguldélku aktinovych filament
(Horowits, 2006) spotan¢ s tropomodulinem, ktery zakéme tenka filamenta ve igdni
casti sarkomery (Fischer and Fowler, 2003). M&Sjvn proteinem je titin, jehoZz dlouha
molekula (1um) spojuje M- a Z-linii a tim stabilizuje myozino¥idamenta ve sednicasti
sarkomery, kde se jeho &unolekuly spojuji pekrytim svych C-terminalnich kofic
(Gregorio et al., 1999; Granzier and Labeit, 200gkhoverbova and Trincik, 2003). Titin
zaji¥uje klidové napti svalu a signalizai funkce a vtomto ohledu jsou vyznama
fosforylaini mista na N- a C- konci obrovské molekuly, kispadaji do oblasti Z- a M-
linie (Gautel et al., 1993).

Z uvedenych praci vyplyva, Ze peapies tyto d¢ pricné linie M a Z prochazi
signdly k bazalni lamitha k ECM (Pardo et al., 1983; Danowski et al., J992sou tedy

vyznamnymi regulénimi oblastmi sarkomery v obdobi vyvoje a ve zrakmalu.

1.5.3. Vyznam M-linie sarkomery

Lokalizace M-linie ve gtdu A-pruhu uWuje jeji vyznam Vv organizaci
myozinovych filament a zaroviedilezitou ulohu pi myofibrilogenezi, kdy jsou silna
filamenta usptAdavana do typické hexagonalni struktury (KnapaegCarlsen, 1968).

Prvni autéi uvaZzovali ulohu M-linie v regulaci iftné pozice myofilament a
rostouci tlougky myofibril v pribéhu kontrakce, ktera ovSem byla pégexperimentalg
vyloucena. Bobtnani svaluripzkraceni tedy nesouvisi se &mou prostoroveho uspadani
myozinu a aktinu, ale s cytosolem (Millman, 1998).

Druhou moznosti se nabizela ochrana podélnéhoradfai silnych filamentip
kontrakci, kdy dochazi k destabilizaci jejich paz& dislokaci A-bandu (Patel and Lieber,
1998; Agarkova et al., 2003). Horowits et al. (1P88tomto gipad prisuzovali
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nejdilezit&jSi roli titinu, jehoZ jedna dlouha molekula (cgani) spojuje M-linii se Z-linii
sarkomery a zarowvevytvai rizné funkni izoformy dle typu svalu (Kenny et al., 1999;
Obermannn et al.,, 1997). Tento nazor diskutuji futsgarkova et al. (2003) a
jednoznéné prisuzuji stabilizani funkci M-linii, ktera naopak napomaha obrovskému
titinu v aktivované sarkonie.

Vznikéa tak teti p‘edstava o tom, Ze
struktura  M-linie  vyrovndva moznou
nerovnovahu sil fsobicich od gednicasti

sarkomery v opamém sndru. Zaji¥uje tedy

Aok fomant

rovnonerné rozlozeni sil a symetricke
, , , , e ., Zdise M-t 1 ol
zkraceni sarkomery a tim zaravbrani jeji

. 2 . Obr. 6 MoZn4 deformace sarkomery protigmym
mozné deformaci (Agarkova et al., 2003),isonenim sil fi kontrakci, v ffipad nestabilni M

(obr.6). linie. (Agarkova et al., 2003)

Asociace enzyiin energetického metabolizmu v M-linii a existendednostniho
energetického toku strem k myozinové ATPaze &kKi o jejim vyznamu v energetice
kontrakce. Fitomnost vazané kreatinkinazy byla poprvé dokumeina jiz ed vice nez
30 lety (Turner et al., 1973; Stolz and WallimantQ98), ale asociace enolazy,
fosfofruktokinazy a adenylatkinazy byla potvrzeetativne nedavno (Keller et al., 2000;
Lange et al., 2002).

Signaliz&ni vyznam M-linie je mozné odvodit z recentnichqgdr&které pinaseji
nové nalezy protein asociovanych v M-linii. Z rodiny LIM protein byl identifikovan
DRAL/FHL-2 i zde krong I-pruhu. LIM proteiny obsahuji LIM doménu, kterdsahuje
zhruba 30 aminokyselinovych zbyitlse déma Cys a His zbytky vazajicimi Zhatom ve
svém stedu, tzv. ,zinc finger motif‘. LIM proteiny se uglauji v buré¢nych strukturach
pievazre jako ,leSeni® (Bach, 2000). Lange et al. (2002)edpokladaji spojeni
DRAL/FHL-2 s CK a s ostatnimi metabolickymi enzymyskytujicimi se v této oblasti.
Na z&klad prokdzané interakce DRAL/FHL-2 proteinu s jadernyfaktory (jako
promyelocytic leukemia zinc finger protein) a argionimi receptory, je mufiguzovana
tloha v jaderné signalizaci (Muller et al., 2000;IMughlin et al., 2002).

DalSi identifikované proteiny jsou z rodiny ,RINGnh@ler, MURF1 a MURF 2,
které mohou zprosdkovavat signalizaciips drdhu glukokortikoidu (MURF1) a nebo
burg¢ného stresu (MURF2) (McElhinny et al., 2002; Piztnal., 2002). Saiasré byl
prokazan jejich vyznam v myogenezi a stabilizaciknotubuli spoléné s MURF3

(Gregorio et al., 2005). VSechny zramé formy MURF asociuji s titinem v oblasti M-
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linie. MURF1 a MURF2 jsou spojovany téz s ubikvitéei proteiri (Witt et al., 2005) a
oxidovana forma MM-CK byla prokadzana jako speciidubstrat pro MURF1 (Zhao et
al., 2007). Autéi zde poukazuji na mozny mechanizmus degradacesalické CK,
vazbou na MURF1 a néaslednou ubikvitinilaci, z&ajigci jeji obrat v biice, ktery je
spojeny s oblasti M-linie sarkomery.

V sowasnosti stale neni jasné, zda je M-linie integravadateralni membranou
srovnatelnym zfisobem jako Z-linie, avSak existence takového spggeriadouci uz jen
z uvedeného pohledu stability sarkomery. Transwerzpojeni M-linie s membranou bylo
vizualizovano, ale jeho molekularni slozeni ¢esteni zdaleka kompletni (Pierobon-
Bormioli, 1981; Wang and Ramirez-Mitchell, 1983kefemin jako sotést M-linie byl
puvodré povaZzovan za spojku hranice M-linie a intermedéinfilament (Price and
Gomer, 1993). AvSak skelemin je ve skumesti varianta seShu myomezinu (Steiner et
al.,, 1999), a proto bylipjmenovan na EH-myomezin (Agarkova et al., 200@yndPné
nedavno bylo zji$nho, Ze spojeni s membrdnou by mohl zastavat spekpbl€né
s asociovanymi proteiny (Williams and Bloch, 1988ick and Konieczny, 2000). Tomu
napovida skutaost, Ze ankyrin, ktery interaguje s erytrocitarngpektrinem, byl téz
nalezen na membrdma Urovni M-linie spolén¢ s obscurinem (Bagnato et al., 2003).
Souasre byla prokdzanaifma interakce obscurinu s malym ankirinem 1 (Kogiaani-
Konstantopoulos et al., 2003), tento multifinkadaptorovy protein zde zprieikovava
piimou interakci mezi proteiny sarkomery a sarkoplatzchkého retikula.

Z uvedenych informaci vyplyva, Ze oblast M-liniehde byt dobrym senzorem
mechanické z&Fe sarkomery dhem kontrakce, ktery je spojen se sign&liei
systémem sgrem ven pes membranu k ECM i sirem do nitra svalové lslky do jadrai

k jinym organelam.

1.5.4. Interakce CK v M-linii sarkomery

Znalost primarni struktury proteinM-linie a technicky rozvoj umoznily vyrobu
specifickych protilatek proti jednotlivym epitdm a zarové testovani specifickych
interakci metodami ,Surface plasmon resonance” (P& ,Two-yeast hybridization “.
Tento rozvoj umoznil detailni studium interakce @K-linii, ale nekteré funkni otdzky
zustavaji stale nezodpézeny, nap. zda tato interakce souvisi s aktivitou enzymuwlaupl

ano, tak jak.
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Kreatinkinaza, jak bylo feteno, je
strukturaini sotast M4, M4 niistki M-linie
sarkomery a lze ji vyjmout pomoci specifickyc
monovalentnich protilatek (Wallimann et al., 197
a nasleda ji znovu navazat vifpact neporusené
struktury silnych filament (Bahler et al., 1985 .
mozné |i extrahovat pomoci
(bezvapnikového) media a naslédmovu navazat
do struktury (Ventura-Clapier et al., 1987), ne

vytésnit z  permeabilizovanych  vlaken ¢i

nizkoiontovét

Obr.7 Izolované myofibrily s vydsnénou
endogenni CK v M-linii pomoci exogenni
CK fluoresceing znatené konjugaci (IAF

(zelerg; CK-1AF). Obrazek z konfokélniho

izolovanych myofibril pouzitim vy33i koncentrac mikroskopu (Field of view:XY49.82um x

49.82um (512 x 512)), (autor obrazku

exogenni CK (Obr.7) (Kraft et al. 199t Zurmanova).

Zurmanova et al. 2007,viz ptiloha 7.3.2.).

Vysada vazby v M-linii pislusi pouze MM-cytosolické CK izofokma je

realizovana N-koncovoudasti kazdého monomeru této molekuly (Stolz and Mdatn

Obr.8 Monomer MCK s vyzn&enym
pary Lys zbytk (K104/115)
(K8/K24) (tervend) a d$orescerng
(IAF) znatenymi 4 Cys zbytk
(zelena).

1998). Porovnanim primarnich struktur identifikaval
Hornemann et al. (2000b) dva pary lyzinovych
zbytka, které jsou vysoce konzervativni v M-CK
izoform¢ a nejsou fitomny ve struktie B-CK.
Pomoci chimér M-CK a B-CK potvrdily, Ze oba pary
se Wastni interakce, ipéemz prvni par na velké
domér CK (K104/115) vytvéi silné vazebné misto
a druhy par (K8/K24) se vaze stafobr.8). O i roky
pozckji, ve stejné laboratg autdi navrhli i
kandidaty na fimé vazebné partnery M-CK v M-
linii: M-protein, myomezin a titin a testovali jefi

vybrané fragmenty. Byla prokadzana interakce M-CK

s myomezinem a M-proteinem a interakce CK s titingmtvrzena nebyla. Zarowebyla

zaznamenana pH zavislost této protein-proteinotggakce (Hornemann et al., 2003).

Studium interakce fluoresc&m znatené CK s izolovanymi myofibrilami potvrdilo

pH z&vislost této vazby na vysSi strukturalni ardviz priloha 7.3.2.) ve shads vysledky

ziskanymi na arovni protein-proteinovych interakc(elornemann et al., 2003). Sasre

byla zjiS€na nutna ftomnost substrat CK pro silné navazani enzymu do struktury

myofibril a plreni jeji znamé strukturalni funkce. V iépmnosti substrétv oblasti mirg
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alkalického pH CK vykazuje dynamicky stav asociacdisociace, kdy v ibéhu 1 min
dojde k vyngné vesSkeré CK vazané v M-linizrmanova et al., 2007 viz priloha 7.3.2.).
Zesileni vazby vitomnosti substrat mize byt indukovano konforntai zmgnou CK
molekuly @i jejich navazani (Mejsnar et al., 2002). Sasrt muze dochazet
k autofosforylaci CK (Stolz et al., 2002) a nebéog&forylaci jinych vazebnych partner
CK v M-linii. V Gvahu gipada i fosforylace titinu, ktery vSak nebyl pro&azgimym
vazebnym partnerem CK, ale mohl by ovlivnit vazbtespinterakci s myomezinem
(Obermann et al., 1997).

Jak je uvedeno, vgreni exogenni MM-CK vykazuje zavislost na pH ve velmi
uzkém rozsahu jeho fyziologickych hodnot (pH 6.8}7AZurmanova et al., 2007;viz
piiloha 7.3.2.). Autti predpokladaji mozné konforrai zmeny molekuly CK, které by
timto zpisobem ovliviovali vazbu do M-linie sarkomery. Byla prokazanantioualni
mirn& relaxace CK molekuly vlivem alkalizace pH.8 @a 7.5, ktera ovSem neodpovida
dramatickym zrmdnam ve vazé CK do M-linie €urmanova et al., 2007 viz priloha
7.3.2).

1.6. Struktura a funkce CK molekuly

1.6.1. Struktura M kreatinkindzového monomeru

Ackoliv je CK dlouho studovanym enzymem a postupyla shromaz¢ha rada

Gdaji o jejich klasickych biochemickych parametrech ayemologii, podrobny 3D model
CK byl popsan teprve v poslednim desetileti. V rusti se o krystalizaci CK snazilo
n¢kolik pracovnich skupin (Keutel et al., 1968; McePson, 1973; Gilliland et al., 1983;
Schnyder et al., 1990; Belousova et al., 1991; $ddnet al., 1991), ale az Fritz-Wolf se
spolupracovniky (Fritz-Wolf et al., 1996) ziskaly&raly mitochondridlni CK, které
umoznily RTG difrakci s pdebnym rozliSenim. Od té doby se objevily dalsi
krystalografické studie, které potvrdily zakladnirukturni organizaci monomerické
podjednotky CK a jeji obecnou platnost pro jednétliCK izoformy (O'Gorman et al.
1997; Rao et al., 1998; Loew and Bax, 1998; Edet.el999; Eder et al., 2000b; Shen et
al., 2001).
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Monomer CK se sklada ze dvou globularnich dométgledych Stérbinou. Mensi
N-koncova doména obsahuje aminokyselinové zBYtky100 a ¥tsi C-koncova doména
je tvorena zbytky 120-381. C-koncové domsédominuje B-meandr, tvéeny osmi
antiparalelnimip-strukturami, ktery je obklopeny sedmihelixy, zatimco N-koncova
doména obsahuje vyhratlhelikalni struktury. JednoducHgstruktura (aminokyselinové
zbytky 121-130) roz#luje velky B-meandr C-koncové domeény naédpoloviny, které
dohromady s okolnimi strukturami mohou byt povaiywaa d¥¢ poddomény tviené
aminokyselinovymi zbytky 166-236, respektive 28%®31Ze spoléné krystalizace
substratu a CK (Fritz-Wolf et al., 1996) jeepmé, Ze ATP vazebné misto je situovano v
centrélnicasti monomeru a je obklopeno mimo jiné strukturBgp 1 a helixema.

Stejre stara jako pokusy o krystalizaci CK je i snahaentifikaci vazebnych mist
v primarni struktie enzymu a @eni aminokyselinovych zbytknezbytnych pro interakci
enzymu se substraty. Olcot se spolupracovniky (©kal., 1994) uiil dvé peptidové
sekvence odp@dné za vazbu adeninové baze ATP. Jedna se o oBESA37-Lys 242 a
Val 280-Arg 292. Mkaz o vyznamuéchto sekvenci pro katalyzu byl potvrzen bodovymi
mutacemi (Lin et al., 1994), které prokazaly, zes@B3 a Arg 292 jsou nezbytné pro
katalyzu. Oblast Val 280-Arg 292 se naviekryva se sekvenci Leu 287-Val 295, ktera
tvoii konzervativni P-sntku charakteristickou pro celou proteinkinazovouimod Jako
meére pravdpodobna se jevi lokalizace ATP vazebného mistalastbAsp 340-Gin 349,
identifikované pomoci nukleotidového analogu (Jareesl., 1990). Argininové zbytky
Arg 130, Arg 132 a Arg 135 se rauhpodileji na interakci s navazanou molekulou ATP
(Wood et al., 1998), respektive spolu s Arg 2369 282, Arg 320 a Arg 341 na fixaci
fosfatové skupiny substfdprodukti (Zhou et al., 1998). Tripeptid Glu 231-Asp 233
pravdspodobré koordinang vaze M@* kation, ktery je nezbytny pro vazbu ATP do
aktivniho mista CK a vznik ipchodného komplexu MgADP-R@reatin (Fritz-Wolf,
1996; Eder et al., 2000a). Je rézrmozné, 7e prévinterakce mezi Mg kationtem a
enzymem zfisobuje glykosidickou torzi adenozinu (Murali et, al994), kterou je
podmiréna specificka vazba substratu. Méejma je pozice vazebného mista pro kreatin.
Moznost jeho identifikace je ztizena skiresti, Ze na molekulu CK se n#jk vaze
MgATP komplex a teprve po nasledné konfoémiazmené vyvolané interakci mezi
MgATP a CK naseda molekula Cr. Jako mozna vazelistamro Cr byly identifikovany
sekvence lle 57-Asn 63 a rasnVal 280-Arg 292 (Buechter et al., 1992). Jako nyoz

Y Cislovani aminokyselinovych zbyiks nasledujicim textu je sjednoceno podle priméekivence krati
M-CK, ktera je uvedena wfloze 7.1.2.
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aminokyselinovy zbytek, odpeégny za interakci s molekulou kreatinu byl ozea Arg 95
(Rao et al., 1998; Edmiston et al., 2001). Vysooezervativni Try 228 je ip navazani
MgATP blizko adeninové baze a zaluwge molekulam vody ve vstupu do aktivniho mista
CK (Hagemann et al., 2000).a@zitou roli v mechanizmu katalyzy hraje r@n
histidinovy zbytek (Mejsnar et al. 2002). Také sahkee odpoddné za dimerizaci (Gross et
al., 1994; Perraut et al., 1998) a vazbu do myibditii struktury (Stolz et al., 1998) nebyly
dosud s definitivni platnosti identifikovany.

Porekud kontroverzni je vyznam vysoce reaktivniho C88 ZKenyon and Reed,
1983), lokalizovaného v blizkosti vazebného mistageninovou bazi ATP (Furter et al.,
1993; Lin et al., 1994; Mejsnar et al., 2002). Qigefe tento aminokyselinovy zbytek
povazovany za nezbytny pro katalyticky mechaniz@is Chemicka modifikace Cys 283
vede k fizné mfe inhibice enzymatické aktivity v zavislosti na ikekti modifikujici
skupiny (Brown and Cunningham, 1970; O'Sullivany I;9Henkin, 1977; Sheikh et al.,
1993; Liu and Zhou, 1995; Gregor et al., 2003kedpokladanym mechanizmem této
inhibice je stericky konflikt mezi modifikujici skinou a substratem. ZaraveSak byly
popsany pipady, kdy jeho modifikace s vazbou substratu eeietuje (Lin and Zhou,
1995). David a Haley (1999) popsategvapivy gfipad kovalentni vazby ATP a Cys 283.
Na rozdil od autdr povaZzujicich Cys 283 za&imého @astnika penosu elektroin béhem
reakce (Mejsnar et al., 2002), uvazuje Furter stugpacovniky (Furter et al., 1993) jeho
roli v reakinim mechanizmu za n#imou. Jeho hypotetickou funkci je zph@stkovani
synergizmu mezi vazbou dvou subsiraebo podil na konforntai zméné CK molekuly,
kterd vede ke z#mé jeji aktivity.

1.6.2. Dynamika kreatinkinazové molekuly

Enzymaticka aktivita CK, jako pravdodobré kazdého enzymu v liae, jefizena
konformanimi zmeénami molekuly, kterymi se vifpact CK meéni vzdalenost dvou
domeén. Dle sotasnych znalosti ma hka nékolik moznosti, jak tyto konforngai zmeny
fidit. NejznandjSim regul@nim mechanizmem je zma Gibbsovy energieAG) vyvolana
dostupnou koncentraci reaktana produki. V druhém typutizeni se uplauje vliv
dalSich bus¢nych enzymatickych syst@m Tietim typem niZe byt interakce enzymu
s burg¢nymi organelami, v fipact myofibrilarni CK vazba na myofibrily.

Bunka dokaze zmrnit koncentraci v mist prenaSenych substtattak, aby

optimalizovala distribuci energie do mist s r&¥mi energetickymi naroky, coz doklada
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existence fenoménu ,substrate channeling”, kdéipept CK systému v kosternim svalu
je formou gimého penosu transportovano kolem 50% ATP mezi MM-CK a nityovou
ATPéazou (Gregor et al., 1999). Snizeni pH vedéeklipostnimu transportu ATP a tento
transport nadale energeticky zéjige svalovou kontrakci.

Prikladem vlivu dalSich enzymatickych systire role vyznamného regulatoru
energetického metabolizmu — AMP aktivované protieiaky (AMPK). Tento enzym je
metabolickym senzorem, ktery udrzuje v rovnovazabalické a katabolické pochody
v buice (Carling et al., 1997; Chen et al.,, 2000; Muaét 2001; Winder, 2001).
V okamziku zvySenych energetickych narakktivuje drdhy energii uvjici a inhibuje
drahy energii spéébovavajici. Jednim z enzymkteré jsou AMPK inhibovany je CK
(Ponticos et al., 1998). V CK reakci inhibice drabgergii spaebovavajici znamena
inhibici syntézy PCr. AMPK je regulovana pérem ATP/ADP a sniZzenim tohoto pdm
se aktivuje AMPK. Podle poslednich nalge AMPK schopna pogmné silné vazby na
MM-CK kosterniho svalu a jeji fosforylacéimz inhibuje jeji aktivitu (Ponticos et al.,
1998).

Celatrada studii dokumentuje konforgmd zmeny CK molekuly v disledku vazby
substratu do aktivniho mista (Messmer and Kagi,519ao and Cohn, 1977). V
poslednich letech byly publikovany 3D modely CK rgiainkinazy (Fritz-Wolf et al.,
1996; Forstner et al., 1998; Zhou et al., 2000;9vaj et al., 2002), s jejichZ pomoci bylo
mozné potvrdit experimentdn ziskana data a formulovat ifgapokladanou roli
konformanich znén v reaknim mechanizmu enzymu.uRazy o substratem indukované
konformani zmené zahrnuji spektroskopické a UV absémbstudie (Roustan et al., 1968;
Reed and Cohn, 1972; Messmer and Kagi, 1985; Gensset al.,, 1992), rozdily v
piistupnosti citlivych mist pro tryptické &teni (Lui and Cunningham, 1966), NMR
spektroskopii (Rosevear et al., 1981) a RTG difrakeoztoku (Forstner et al., 1996,
1998).
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obr.9 3D konformace CKgervena molekula znaztuje ,open“ konformaci a modra molek
znazotuje ,closed" konformaci (Mejsnar et al., 2002).

Konformani zmeny jsou indukovany vazbou MgATP nebiiephodného komplexu
MgADP-PQ-Cr. Rada pokus prokazala, Ze fftomnost Mg" kationtu je nezbytna pro
vazbu substratu do specifickeho mista (Forstneal.et1998) a vyvolani konforniai
zmeény enzymu (Raimbault et al., 1996; Forstner et1898). Na 3D modelu (obr.9) byly
publikovany 3 #izné konformani stavy CK definovany vzdalenosti mezi His 97 & 283
(Mejsnar et al., 2002). V né&ipomnosti substrét zaujima enzymova molekula inaktivni
»operf konformaci ¢ervena molekula, vzdalenost mezi His 97 a Cys 288,766 nm;
Mejsnar et al., 2002). Po vazlATP dochazi k rozsahlé rotaci domén a jejitiblzeni,
které ma za nasledek aktivnilgsed uspaadani (modra molekula, vzdalenost mezi His
97 a Cys 283 je 0,277 nm; Mejsnar et al., 2002Bhein tohoto pohybu dochazi k
rekonfiguraci kléovych aminokyselinovych zbytkv aktivnim mist a uzaveni vazebného
mista pro okolni roztok (Forstner et al., 1998; Zled al., 2000; Mejsnar et al., 2002).
Podle 3D modelu dojde timto pohybem k uea aktivniho mista a hydrofébédst velké
domény vytl&i vSechny molekuly vody okolniho roztoku krénedné, ktera je nezbytna
pro hydrolytické Stpeni makroergni vazby fosfatu. Sekundarni strukemaymu se ip
vazl® nukleotidu néni pouze minimal& (Granjon et al., 2001). Vidledku vazby MgATP
dochazi k gblizeni aminokyselinovych zbytk (His 97 a Cys 283) a jejich vzdjemna
pozice se lisi o0 0.5 nm (Mejsnar et al., 2002). RBbkudeme brat v Gvahu j&3¢etSi
piiblizeni C-koncové a N-koncové domeény, nedosahnedimavre experimentalé
zjisttnych konforménich zneén (Forstner et al., 1998). Za tyto &my bude patré
odpowdny jiny typ pohybu domén, popsany u velké konfamiazmeny oktameru
mitochondrialni CK. MiZe se jednat o vzajemnou &mu polohy jednotlivych dimérv
oktameru, ktera vede ke Zn¢ tvaru celé molekuly po vagbsubstratu. Po navazani
druhého vhodného substratu (Cr) zaujima molekulanfdtanaci intermediary”

(nereaktivni). Tato konformace je vzdalenosti mei 97 a Cys 283 blize k open
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konformaci (0,620 nm; Mejsnar et al., 2002). V téonformaci jsou navazany oba
substraty, ale molekula CK pebuje je&t podret k dosazeni ,open“ konformace a ke
spuséni reakce.

Zvyse uvedeného vyplyvd vysoka prépddobnost dalSich regulaich
mechanizm, které umoi#uji presré naphovat poteby buiky. Z naSeho pohledu je
vyznamna interakce CK se subcelularnimi struktur&iera je pro tento enzym vyznamna
a mohla by veést k uzéeni CK molekuly do aktivni konformaceid@pokladame tedy, Zze
vazba CK molekuly na myofibrilu #gobi posun obou domén z ,intermediary* do

.closed" konformace a tato prace vyznanptispiva k finalnimu o¥teni této hypotézy.
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2. METODIKY PRACE

Priprava funknich myofibril pro vazebny experiment a purifikaggyofibrilarni
CK obsahovaly velky pget metodickych krok, ktery je pro pehled uveden ve vyvojovém

diagramu. Dale je tato kapitoldenéna na d¥ podkapitoly: metody biochemické a
fyzikalni.

IZOLACE SVALOVE

TKAN E
v
VAZEBNY PRIPRAVA . *Homogenizace
EXPERIMENT [* MYOFIBRIL *Promyvaci cyklus
v
ELUCE CK 20 min v mediu s nizkym
Z MYOFIBRIL obsahem ionfi
) . *Mikrobialni filtr 0,22 pum
MNOHONASOBNA > *Mnohonésobna ultrafiltrace
FlLT?ACE wcut-off 50, 30“
KAPALINOVA
CHROMATOGRAFIE \
SDS -ELFO
FLUORESCENCNI : CK AKTIVITA \
ZNACENT CK 2D - ELFO ! HMOTNOSTNI
PROTEINY SPEKTROMETRIE
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2.1. Biochemické metody

2.1.1.1zolace svalové tkas

Svalova tké byla izolovana z potkain samé, kmene Wistar o @gmérné hmotnosti
350g. Potkan byl intraperiteonélmnestetizovan davkou pentobarbitalu (50 mg/kgpa p
odebrani m. psoas major usmrcen gibshim branice. Kralik byl usmrcen cervikalni

dislokaci a m. psoas major byl okanizdebran.

2.1.2. Riprava myofibrilarni frakce

Myofibrilarni frakce byla ppravena podle Wallimanna (Wallimann and
Eppenberger, 1985), s mirnou modifikaci (Grego999 Vypreparovana svalova tka
byla zbavena Slach a tiukrozstihana na drobné kousky a inkubovana v homogeéniza
mediu (viz giloha 7.2.1., ad 1) s 50% obsahem glycerolu po dé®uminut na ledu.
Béhem této doby doslo k penetraci tkagtycerolem, kterd usnadni rozvein myofibril.

Po 60-ti minutové inkubaci byla rof$tand svalova tka Zfiltrovana a
resuspendovana v homogerizem mediu v portru 5 ml HM : 1 g tkad. Nasledg byla
3-krat provedena homogenizace toian homogenizatorem LHM-20 rychlosti 7000
ot&ek za minutu po dobu 7 sekund a homogenét byl dogilomogenizénim mediem na
pongr 9 ml HM : 1 g tkas. Naredtny homogenat bytentrifugovan f 800 g po dobu 7
minut. Supernatant byl slit a sediment bykbpesuspendovan v homogeniman mediu
v poneru 5 ml HM : 1 g tkad. Dale dvakrat rehomogenizovan r@tan homogenizatorem
LHM-20 rychlosti 7000 ot&ek za minutu po dobu 7 sekund. Poté byl homogedaien
hrubych neistot filtraci gees nylonovou gdzu. Homogenat byl damirhomogenizénim
mediem na porr 9 ml HM : 1 g tkas, 20 minut inkubovéan na ledu a centrifugovén p
800 g po dobu 7 minut.

Nasledovalo promyvani o 12 cyklech, kdy byl sup&nt vzdy slit a sediment byl
resuspendovan v homogeninédn mediu v poréru 7,5 ml HM : 1 g tkd& Homogenat byl
zcentrifugovan p 1500 g po dobu 7 minut. V patém kroku tohoto ayklla provedena
inkubace homogenatu 5 minut s 1% Tritonem X-100ledu (Solaro et al.,, 1971),

Z davodu naruSeni buinych struktur.
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Béhem celé Fpravy myofibrilarni frakce bylo nutné uchovavat nmmgenat i
svalovou tk& na ledu. Medium i nadobi pro préci s biologickymateridlem byly

vychlazeny na teplotu’g.

2.1.3. Eluce CK z myofibril mediem s nizkym obsahenonti

Po poslednim kroku promyvaciho cyklu byl sedimeasuspendovan v mediu
s nizkym obsahem ioint(Ario-Dupont and De Nay, 1986; viztippha 7.2.1., ad 2)
v ponmeru 10 ml media : 1 g tk&na inkubovan 20 minut na leduiiRéto inkubaci doslo
k dostaténému uvolgni CK lokalizované v M-linii sarkomery¢etné dalSich balastnich

proteini. Standardéjsem zpracovavala 30 g tkéa ziskala 300 ml eluéatu.

2.1.4. Mnohonasobna ultrafiltrace eluatu

Ziskany eluat byl fedfiltrovan ges mikrobialni filtr s velikosti pdr 0,22 pm
(Millipore) a tim byl eluat zbaven tistot.

Druhym krokem byla filtrace ies membranu
s velikosti poh ,cut-off 50“ (Stairred Ultrafiltration
Cells, Amicon, obr.1), kde byl vzorek filtrovan po
tlakem 500 kPa dusiku. Eluat vtomtotizani byl
zahu&&n na cca 1-2 ml.

DalSim krokem filtrace byla centrifugai

ultrafiltrace na centrikonech velikosti @omembrany

wcut-off 30“ (Amicon) a naslednéipvedeni vzorku, ktery
zustal nad filtrem, do ekvilibiiho pufru, ktery se op,1 stairred Ultrafiltration Cells
skladal z5 mM Tris-HCI, 5 mM DTT, pH 8.7 nebo 9.0.
Koneiné mnoZzstvi vzorku bylo cca 500-1000

Z takto pipraveného vzorku pro kapalinovou chromatografiilobystandardé
odebrano 10ul na mefeni specifické enzymatické aktivity CK, 40 na stanoveni

celkového obsahu protéira 10pl na SDS-elektroforézu pro jejich identifikaci.
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2.1.5. Kapalinova chromatografie

Vybér vhodného ionexu pro chromatografii proteiravisi na stabilt proteinu a
piedevsim na jeho izoelektrickém ogbl). Izoelektricky bod proteinu je hodnota pHi p
které je protein jako celek elektroneutralni a oaeku se nebude prakticky vazat.
Optimalni sorpce nastavdi pH, které se liSi od pl sledovaného proteinu @& jednu
pH jednotku. B nizSim pH roztoku ma protein kladny naboj a vagena katex,ipvyssSim

pH roztoku ma protein zaporny naboj a vaze se pa.an

Purifikace eluatu z myofibril na Duoflow System (Bb-Rad)

Smes eluovanych a nasleddiltrovanych proteid jsme dale purifikovali pomoci
stredrg tlaké kapalinové chromatografie na kalobdNO-Q (velmi silny anex, matrice
polymer kvarterniho aminu). Purifikace byla zahajemanesenim vzorku na kolonu
v ekvilibratnim pufru. Eluce byla prové&da linearnim gradientem 0-100% &hiho pufru,
ktery se skladal z5 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, 5 mM DTpH 8.7 a 9.0, v uspadani
uvedeném vifloze (viz giloha 7.2.2.), za konstantnihotpoku 1 ml/min a v rozmezi
tlaku 250-700 psi.

Z vybranych 1 ml frakci bylo standatdrodebrano 15ul na meteni specifické
enzymatické aktivity CK a 5l na stanoveni celkového obsahu praieenzbytek frakce
byl pouzit na SDS-elektroforézu pro identifikagstoty proteiri (Mini Protean II, Hoefer
SE 600).

2.1.6. SDS elektroforéza

Elektroforéza vyuziva pohybu nabityatastic v stejnosgrném elektrickém poli
v polyakrylamidovém gelu. S&s latek se $ ni &li podle velikosti naboje, velikosti a

tvaru molekuly, aj.

Piiprava a zpracovani vzofkna SDS-elektroforézu
Vzorky byly zpracovavany pomoci SDS-elektroforémy Mini Protean Il (velikost
gelu 100x82 mm) a Hoefer SE 600 (elektroforédino roznéru, velikost gelu 180x160

mm).
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a) Mini Protean Il, Bio-Rad

Zbytek frakce z kapalinové chromatografie byl Zému na mikrokonech ,cut-off
30“ (Amicon) na objem 10 — 1fl. Zahus&né frakce byly n@ediny vzorkovym pufrem
(slozeni viz piloha 7.2.3.) v porru 1:1, denaturovany varem 2 minuty a naneseny
v objemu 20ul na drahu na ifipraveny polyakrylamidovy gel. SDS-elektroforézanMi
Protean Il byla provasha za standardnich podminek 210 V a 64 mA po dalau90
minut. Delici polyakrylamidovy gel byl 12% a zaosvaci gel 5% (viz filoha 7.2.3.).

b) Hoefer SE 600, Pharmacia Biotech Inc.

Frakce z kapalinové chromatografie byly zabmgtna mikrokonech ,cut-off 30*

(Amicon) na 20 - 25ul. Zahus¢né frakce byly n@ediny vzorkovym pufrem (sloZeni viz
piiloha 7.2.3.) v porru 1:1, denaturovany varem 2 minuty a nanesenyjenal 40pul na
drahu na fipraveny polyakrylamidovy gel. Pro tuto identifikgaroteini byl pouzit 10 %
delici polyakrylamidovy gel (menSi zé&svani) a 5 % zaosivaci gel (viz piloha 7.2.3.).
SDS-elektroforéza Hoefer SE 600 byla pray@al za standardnich podminek 100 V a 16
mMA po dobu cca 16 hodinifgs noc).

Separované proteiny byly detekovany pomoci mookidné metody Coomassie
brilliant blue (CBB) a Bismark brown R (BBR) v pém 1:0,75. Tato metoda je rychlejSi
a citlivejsi (Choi et al., 1996), nez barveni pomoci sam@. Gel byl barven (viz
piiloha 7.2.3.) po dobu 20 minut a poté byl odbarvor@ztokem methanolu, kys.octové a
vody v pongru 40:7:53, ktery byl pravidethrménén az do uplného odbarveni pozadi gelu.
Takto gipravené gely byly skladovany v 1% kyselioctové pi 4°C.

2.1.7. MEreni aktivity CK

Aktivita CK byla stanovena metodou fapenych enzymatickych reakci podle
Bergmayera (Bergmayer, 1963):

PCr + ADP €“=>» ATP + Cr

ATP + D-Glu €"=» D-Glu-6-P + ADP
Glu-6-P + NADP €°¢*°" D-glukonod lacton-6P + NADPH
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Principem metody je fosforylace ADP na ATP fostainem (PCr) za dasti
enzymu kreatinkinazy (CK). ATP bylo vyuZito k fosftaci D-glukosy (D-Glu) za &asti
enzymu hexokinadzy (HK) na D-Glukosa-6-fosfat (D-GHP), ktery byl dehydrogenovan
na D-glukonod-lactone-6-P za iftomnosti NADP. Zmina koncentrace NADPH byla
uréena zndnou absorbancefip339 nm.

Vzorek, ktery pedstavovakast frakce (15ul) z kapalinové chromatografie, eluatu
myofibrilarni frakce (10ul), ¢i znatend CK (10 pl), byl n@dn zasobnim pufrovacim
roztokem (viz piloha 7.2.4.) a progiovan ve spektrofotometru vySe uvedenymi
enzymatickymi reakcemi. Vifpadt vzorku z eluatu myofibrilarni frakce byl p@émredeni
vzorku k zasobnimu roztoku 1:250, kigacE frakce z kapalinové chromatografie byl
poner fedkni 1:9 a v pipadt znaené CK byl porar fedéni 1:99.

Roztoky na mireni enzymatické aktivity CK a postupi méieni (viz iloha 7.2.4.).

2.1.8. Stanoveni proteifi Lowryho metodou (Lowry et al., 1951)

Vzorek nebo standard BSA (bovin serum albumin,glinml) byl pe&livé promichan
a na&edn redestilovanou O do 0,5 ml. K 0,5 ml vzorku nebo standardu byfioigno 2,5
ml roztoku D (viz piloha 7.2.5.) a ponechano v klidu 15 mindt pokojové teplad.
Homogenni sétle naZloutlé zbarveni 8ucilo o prokehlé reakci.

Po 15 minutach bylofmano 0,25 ml roztoku C (vizifpoha 7.2.5.), ihned prigpano
a nechano v klidu stat 30-35 minuiti ppokojové teplat. Barevny komplex je stabilni

v rozmezi 5 minut azgkolika hodin.

Kalibracni kiivka zasobniho roztoku BSA (1 mg/l ml) byla spekitometricky
stanovena z nasledujicich koncentracb@0 nm:

BSA [mg/ml] BSA [ul] redest.HO [ul]
0,000 0 500
0,050 25 475
0,075 37 463
0,100 50 450
0,150 75 425
0,300 150 350
0,500 250 250

37



Nasledr byl vzorek byl pelivé prottepan a réen v tripletech.
U neznamého vzorku byla stanovena optimalni komaeatngienim fadow rozdilnych

feddni.

2.1.9. Dvouroznérna elektroforéza (2D)

Komplexni sndsi proteini nelzeradre rozcklit jednorozngrnou elektroforézou. Proto
se uziva dvourozeémné cleni proteim (2D-elektroforézy), s patkud odliSnym
uspdadanim v kazdém sfru, ¢imz Ize rozdlit pies tisic proteith na jediném gelu. 2D-
elektroforéza v pravém slova smyslu, na polyakryteovém gelu, byla dotwena
O’Farellem v roce 1975 a pouziva se s étemi dodnes. Podle¢ho 2D-elektroforéza
vyuzivA dvou princip (rozmgri) déleni proteim. Pro prvni rozriér se pouziva
izoelektrickd fokusac@EF) a pro druhy rozer SDS-elektroforézu polyakrylamidovém
gelu. Pouzitim 2D-elektroforézy ziskame proteinovaapu, kterd charakterizuje proteiny
v horizontalnim sréru podle izoelektrického bodu (pl) proteinu a vetkalnim snéru

podle jeho molekulové hmotnosti (MW).

Ptiprava vzorku pro 2D-elektroforézu

Pro 2D-elektroforézu byla pouzita frakce z kapalé chromatografie, ktera na
jednoroznérné SDS-elektroforéze (Mini Protean Il) obsahoyadaze jeden pruh v oblasti
42 kD, coz odpovida Mw monomeru CK. Frakce byletigténa pomoci TCA precipitace
(viz priloha 7.2.6.), a solubilizovana ve 3Q0 rehydrat&niho pufru (viz piloha 7.2.6.)

s obsahem ntoviny a detergentu. Taktaipraveny vzorek byl nanesen na strip pasivni
rehydrataci.

Rehydratovany 17 cm dlouhy strip, s rozsahem pHdigntu 3-10 pH, byl
fokusovan na fistroji Proteanu IEF Cellip 20°C az po dosazeni 40-60.000 volt-hodin
podle navodu vyrobce (Bio-Rad). Nastavertisfpoje zardovalo gimérenou velikost
napiti tak, aby proud népsahl 5QUA na strip (viz piloha 7.2.6.).

Pro analyzu druhého rozm byl pipraven 10% polyakrylamidovy gel (vizipha
[I). Strip byl umistn na startovaci linii fjpraveného gelu a zalit 1% roztokem agaroézy.
Elektroforetické dleni prolghlo na Hoefer SE 600 za standardnich podminek 10pmA
dobu 30 minut a n4sled®0 mA cca 3 hodiny.
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Detekce proteinu byla provedena pomoci barvetibrem (Blum et al. 1987; viz
piiloha 7.2.7.) po fixaci v roztoku 45% ethanolu &4l8yseliny octové a ikladném
oplachnuti ve vo# nasledovala senzitizace v 0,02% roztoku thiosirandného. Po
oplachu gelu vodou byl inkubovan v 0,1% roztokuitisnu stibrného 20 min ve t
Opet oplachnut vodou a vyvolani bylo provedeno pon&%i roztoku uhliitanu sodného
s pidavkem 0,04% formaldehydu. Po dosaZeni optiméalrkbotrastu bylo vyvolani
zastavovano 45% ethanolem a 10% kyselinou octov@kto obarvené gely byly
uchovavany v 1% roztoku kyseliny octové@ #°C nebo ususeny mezi &wa celofany na

vzduchu.

2.1.10. Hmotnostni spektrometrie — MALDI-TOF

K identifikaci proteiri byla vyuzZzivana hmotnostni spektrometrie MALDI-T@F
anglického Matrix-Assisted Laser Desorption/lornimat Time Of Flight). Technika
MALDI umoziuje Setrnou ionizaci biomakromolekul. Principem MBAIL je urceni
molekulové hmotnosti peptidu, nebo jeho fragmentuspecifickém $peni, na zaklad
pomeéru uckleného ndboje a hmotnosti (TOFXZEi ¢astice doleti na detektor pagid tzn.
dodame-li vSentasticim stejnou kinetickou energii, bude jejichhipst klesat s rostouci
hmotnosti.

Prvnim krokem fipravy vzorku je &$peni protedzou, nasleduje kokrystalizace
analysované latky s matrici nadiéu. Matrice je organicka latka, schopna absorbbizt
z&eni, netastji aromaticka kyselina. Vysledna smje vystavenaisobeni UV laseru,
ktery uvohuje matrici a analyt z povrchu téku. Matrice, ktera absorbovala UVigai,
zvolna pedava energii vzorku a tim dochazi kjeho ionizanalyzator doby letu
umoziuje rozliSit populace iofif které i pouzitém urychlovacim n&g prolétavaji od
iontového zdroje k detektoru v zavislosti na svéotmasti fiznymi rychlostmi, tedy po
raiznou dobu. Na zaklgdkalibrace hmotnostnim standardem jsou¢iamé doby letu
piepaitany na porér hmoty ku naboiji.

Identifikace proteii pomoci hmotnostni spektrometrie zahrnuje¢ dxékladni
techniky — peptidové mapovani a proteinové mikrageakvani.

Pii peptidovém mapovani je izolovany protein répsn v roztoku nebo v gelu
specifickou proteazou. Po Zieni gesnych hmotnosti vzniklych pepiicde porovnavaji

ziskana spektra s databazemi. Jelikoz kazdy prptekytuje unikatni sadu pepiidze jej
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na zaklad presnych hmotnostiéthto peptid jednoznané identifikovat. Toto vSak plati
pouze pro proteiny, jejichz sekvence jsou znamé&u@ge analyzovany protein neznamy,
musi se zvolit technika mikrosekvenovani. Podstatakrosekvenovani je natieni
kolisnich spekter peptidziskanych fragmentaci, ze kterych Ize potéistg¢ast&né inertni
sekvence daného proteinu. Takto Ize identifikovattggn na zéklatl sekvence jednoho
peptidu, a proto je mozné identifikovat i proteijgjichZz sekvence je znama j&asténe.
Technika mikrosekvenovani se vyuziva také pro yamalkomplexnich sgsi
proteini. SmEs je nejprve $pena protedzou, poté jsou vzniklé peptidy sepanpvan
kapalinovou chromatografii afimo analyzovany hmotnostnim spektrometrem. Pomoci

tohoto Fistupu je mozno Uuspre identifikovat az stovky proteinze sngsi.

Ptiprava vzorku pro hmotnostni spektrometrii

Proteiny identifikované pomoci Maldi-TOF byly zéky z SDS-elektroforézy
(Hoefer SE 600), na které byla separovana vybreaiécé z kapalinové chromatografie.
Vzorky pro hmotnostni spektrometrii byly ziskanyfizputim 2 prouzi z geli v arovni
standardu CK, obarvenych CBB a BBR. Ziskané prowgedy byly nejprve nakrajeny na
kostky o hrag priblizné 1 mm a posléze odbarvovany v roztoku 0,01M DTD50Y1 N-
ethylmorfolin acetatu (pH 8,1) v 50% acetonitrildo odbarveni byl gel omyt vodou,
srazen acetonitrilem a po odséti supernatantu epsod koncentratoru Speed-Vac.
VysuSeny gel byl rehydratovan roztokem trypsinu @@@ul) v pufru pro Stpeni a
inkubovan pi 37 °C g'es noc. Supernatant byl doginna vyslednych 30 % acetonitrilu a
roztok byl pouzit k dalSim analyzam.

Mégteni byla provagha na zakazku €AV na pristroji BIFLEX Il (Bruker-Franzen,
SRN) vybaveném dusikovy laserem (337 nm) a Wgkovym iontovym zdrojem se
zpozdnou extrakci iont. Urychlujici nagti bylo 19 kV a nagti na reflektronu 20 kV.
Spektra byla kalibrovana ext&rmonoizotopickym iontem [M+H]standardniho peptidu
angiotenzinu Il (m/z = 1296,69). Pro¢tani bylo 0,5ul vzorku naneseno na ték a i
laboratorni teplat ponechano odpid do sucha. Naslednbyly vzorky gevrstveny 0,5l
roztoku matrice d-kyano-4-hydroxyskiicova kyselina) a téfk byl ponechan ip
laboratorni teplat dokud nedoslo ke kompletni krystalizaci matrice.

Majoritnim ,pikim“ z nangtreného spektra bylafipazena hodnota pairu hmoty k
naboji (m/z). Takto ziskany soubor m/z byl pomocirogpamu Mascot
[http://mww.matix.science.com, #866] srovnavan wdazi NCBInr
[ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/db/README, #867].
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2.1.11. Izolace myofibril pro vy&siovaci experimenty

Svalova tké byla pro tento typ experimentu ziskana z 1&ich kraliki, kmene
Chinchila o hmotnosti 2,8 — 3,2 kg. Kralici bylimeceni rychlou cervikélni dislokaci a
vykrveni. Okamzig po té byl izolovan pravy a levy m.psoas major aistim do
bezvapnikového izotonického roztoku (vizipha 7.2.1., ad 3) pokojové teploty.

Myofibrily byly ptipraveny stejnym postupem, jak je jiz uvedeno \§$asledujici
modifikaci: MgC} (2.5 mM) byl gidan do homogenizaiho media poietim promyvacim
cyklu, aby se fedeSlo degradaci aktinovych filament. Byly pouziwvémaktni myofibrily
a eluované v nizkoiontovém mediu (vidlpha 7.2.1., ad 2). U intaktnich myofibril byl
proveden vazebny experiment (viz nize) ihned pdacomyofibril, naproti tomu u
eluovanych myofibril byl vazebny experiment provede®? po odmyti myofibrildni CK
nizkoinontovym mediem (Ventura-Clapier et al., 1987

Proteinovy obsah/profil v eluatu byl detekovan poihm®DS-PAGE (mini protean).
Gely byly barveny stbrem podle Blum et al. (1987, viZijpha 7.2.7.).

Délky sarkomer a intenzita fluorescence byly kJiadivany pomoci
kvantifikacniho modu Leica ConfocalSoftwaru (LCS Lite) and ¢@d softwaru, v
uvedeném pi@adi.

Koncentrace protetnizolovanych myofibril byla stanovena Lowryho mebod(viz
piiloha 7.2.5.).

2.1.12. Vazebny experiment

Nahrazeni frozert vazané CK v M-linii sarkomery pomoci externi

fluorescekiné¢ znaené CK bylo provedeno podle Kraft et al. (1995) ledgicim
zpasobem. Purifikované myofibrily v koncentraci 8-12 mproteinu / ml byly inkubovany
v celkovém objemu00 pl relaxaniho media (viz filoha 7.2.1., ad 4) s 2Jd CK-IAF (5
mg/ml) na krycim skiku po dobu 10 min ip 20°C. Tento vazebny experiment byl
provadn bud’ bez gitomnosti CK substrata nebo vzdy s jednim substratenippdré

s jejich parem, v klidovycliyziologickych koncentracich, tj. (5 mM ATP, 12 mRCr, 8
mM Cr a 0.62 IM ADP) (Stefl et al., 1999).
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Pritomnost substrat ¢erstw pripravenych myofibril byla testovdna pouZzitim
sprazenych enzymatickych reakci (Gerhardt, 1983; Welldend Siedel, 1985).

Fluorescenci zr@ni myofibril pomoci konjugatu Phalloidin-ALexa 663ylo
pouzito k lokalizaci mista vazby CK-1AF na myofil&ch. Tato lokalizace byla provedena
pouzitim konfokalni mikroskopie na urovni A a I-rishu. Av3ak je dole zndmo, Zze CK
interaguje s M-linii sarkomery v A-pruhu, proto lemde prezentovat interakci v M-linii

navzdory nizSimu rozliSeni konfokalniho mikroskopu.

2.1.13. Méfeni FLIP a hodnoceni dat

Vymeénna reakce CK-IAF v M-linii byla sledovana vy¢hé konfokalni mikroskopii
s pouzitim metody Fluorescence Lost in PhotobleachiFLIP) podle nasledujiciho
schematu (obr.2). Myofibrily jsou inkubované s CKFl do
ustaveni rovnovahy a ziskani vysoké intenzity #soence
v M-liniich myofibrily. Poté je myofibrila obklopem oblasti
s kontinalni vysokou intenzitou laseru zé&elem vykleni
tohoto okoli. Ztrata fluorescence v centraasti (M- linie)
je nasledkem pohybu fluresce® znaenych molekul CK-
IAF z okoli smérem k M-linii a obrace#, kdy musi pejit
pies vykElovany region a tam nevratn ztrati svoji obr.2 SchemaFLI

fluorescenci. Proto stanovujeme Wm CK molekul v M-linii jako pokles fluorescence

v M-linii a rychlost jejiho

-t

s 252 provedeno na konfokalnim
r‘r’ ‘r‘r‘ mikroskopu (Leica SP2A0BS)

\ o o o s 63/1.2 NA vodnim imersnim
hdlsszs g i 84 objektivem s pouzitim Argon

obr.3 Ztrata fluoresceimiho sjgnélu. Obrazek z konfokalniho
mikroskopu. Autor obrédzku Zurmanova. laser a vinovou délku 488 nm

(10 mW) k excitaci IAF zn&ky. Vybéleni bylo provedeno na uzném regionu
v blizkosti myofibril s 488 nm laserem zesilenym2&d6 vykonu. Ztrata fluorescence byla

monitorovana v nizké intenzitaseru (v 5% vykonu) v 1.686 s intervalech po dineich
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s totalnim akvizinim ¢asem 67 s. Vygna CK-IAF mezi myofibrilami a jejich okolim
byla sledovana jako pokles fluorescence na myddidini

Myofibrily znacené za stejnych podminek konjugatem Phalloidin-FbAy uzity
jako kontrola vyBleni. Meteni FLIP bylo opakovano 6-20 krat k ziskani dostate
velkého souboru dat.

Pramérné hodnoty poklesu fluoresaem intenzity ziskany z M-linii kazdé skupiny
byly normalizovany k 100% na &tku FLIP ngtreni.

Experimentalni hodnoty byly proloZzeny dvouexponahmdi kiivkou. VSechny
rychlosti vynmeny prezentované v obr 9, 10 (viz kapitola vysledigQu prezentovany
dvéma hodnotami pro vzajemné porovnani: derivace & pakund a procentualni pokles
na konci experimentu (67 sec) jsou proporcionalel@®/anym rychlostem vyény.
Intenzita signdl je uvedena jako pmér. £ S.E.M., n je peet myofibrilarnich preparaci.
Rozdily mezi skupinami byly porovnany analyzou ande (ANOVA) a po potvrzeni
normalniho rozloZeni2-testem. V fipact, Ze nebylo potvrzeno normalni rozlozeni byl
pouzit ne-parametricky Kruskal-Waliig test. Porovnani bylo provedeno v intervalech: 5,
10, 20, 40 a 60 s po startweieni FLIP. Rozdily byly pjaty na hladig vyznamnosti P <
0.05 (pouzitim Bonferroni multiplex comparison noid.
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2.2. FyzikéIni metody

2.2.1 Fluorescetini metody

Fluorescetini metody se stale vice pouzivaji nejen v biochkémt a
biofyzikalnim vyzkumu, ale i v klinické chemii, getickych analyzach a dalSich oborech.
V biomedicirg se jedna fedevsim o identifikaci a&tkeni burgk v pritokové cytometrii,
zobrazovani bustnych slozek ve fluoresceéni mikroskopii a analyze obrazu, studium
zmeén konformaci a dynamiky bédnych systém, aplikace v iiznych testech jako je
ELISA a dalsi, kdy fluorescéni zna&ky c¢asto nahrazuji metody vyuzivajici
radionuklidové z#ce.

V nasledujicim odstavci bych rada shrnula zakladefinice pouzivané ve
fluorescernich metodikach doloZzené obr.4, zndagicim zjednoduSené schémdizgch
a nezéivych prechodi mezi elektrono¥ vibracnimi stavy emitujici molekuly.

Absorbovana zé/a energie, kteraipvadi absorbujiatastice na vysSi energetické
hladiny, se ¥tSinou redava srazkami okolnim molekulam &nnhse v teplo. Jsou vSak
piipady, kdy se &s3i ¢i menSicast zdéivé energie absorbované za vhodnych okolnosti op
Vyzai.

Fluorescence:o fluorescenci se jedna, kdyz excitovany elekteop&ného spinu
nez jeho parovy elektron, kteryistava na zakladnim orbitalu. Excitovana molekula ,s
zbavi nadbyt&né energie” (fejde
do z&kladniho stavu) tim, Ze ji

ahsorbce fluorescence fosforescence

vyz&i v podokk fotonu. Toto

emitovane zéeni je ve

vibraéni relaxace
S, » Wnitini konverze

spektrofluorimetru  zpracovavano - *

emisnim monochromatorem tak,

-, mezisystémova
1%, konverze

aby pomoci detekiho zaizeni

energie (E = hv)

mohlo byt zjis&€no, jaka je intezita -

SVétla emitovaného fﬂ) rﬁznych absorbce fluorescence fosforescence

vinovych délkach. Fluorescemi

spektrum je tedy zavislost intenzity 1210%s  t=10%s  t=10%-10%s

Obr.4 Schéma z#wych a nezfvych piechodi mez
elektrono¥ vibradnimi  stavyslozité molekuly (forn

Fosforescence: je emise Jabtonského diagramu).

fluorescence na vinové délce.

swtla, i které elektron ma stejny spin, takze sézm @gimo vratit zgt do zakladniho
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orbitalu. Ve srovnani s fluorescenci mé fosforeseatiouhou dobu dohasinani {xaL0*
s). ProtoZe molekula tak dlouho setrvava v excitéva stavu, ma mnohendtgi moznost
zbavit se pebyt&né energie nez&ym zpisobem.

Ke své praci jsem vyuzila zéeni CK fluorescetnimi zna&kami a pomoci metody
FRET (fluorescetni resonaéni pienos energie) a anizotropie bylyimny konformani
zmeény molekuly CK v zavislosti na navazanych substtate

2.2.1.1. Méfeni konformaénich zmén pomoci FRET

Prenos elektronové energie se uskiitge mechanizmy Zé&ymi nebo nezéavymi.

K zaivému (trividlnimu) penosu energie dochazi, kdyz excitovand molekulaomon
emituje z&eni, které je nasledmeabsorbovano molekulou akceptoru.

K excitaci nezvym prenosem energie=RET) dochazi, kdyZ ve s&si molekul
dochazi k absorpci pouze molekulami donoru, avéasiekym vysledkem jsou excitované
molekuly akceptoru, které budici ieai neabsorbuji. P tomto @genosu energie tedy
nedochazi k emisi gtla donorem. Renos energie je vysledkem elektrostatické interakce
mezi molekulami akceptoru a donoru.

FRET se mize nefit dvojim zpisobem:
1) emisi akceptoru
2) emisi nebo-li anizotropii donoru z&tpmnosti akceptoru

Rezonatni prenos energie Ize charakterizovat rychlostni konstaifksa), ktera
vyjadiuje pravépodobnost fenosu; wtujici slozkou je dipdl-dipolovyignos energie, pro
n¢jz byl odvozen Forstéw vzorec

koa = (Lft0) (Ro/Roa)°
Tp— doba dohasinani fluorescence donoru,
Ro — vzdalenost ve které je praymbdobnost fenosu energie rovna prajgbdobnosti
vnitini deaktivace vzbuzeného stavu molekuly,

Rpa — vzdalenost mezi donorem a akceptorem.

Rezonanni prenos energie je CK

/

o\
‘ uclnnost* e ‘

\7

Obr.5 Schéma rezoraiho genosu energie, D — donor;
A- akcento

tedy silré zavisly na vzdalenosti donori



a akceptoru (obr.5). FRET tak uniiofe popisovat konfornimi chovani molekuly enzymu
(CK) na zaklad menici se vzdalenosti donor-akceptor.

2.2.1.2. Steady-state fluorescéni spektroskopie

Techniky ngreni fluorescence mohou byt form&lrdéleny na d¢ skupiny.
NejbézrejSi a technicky relativh nejjednodussi je steady-state fluoresoén
spektroskopie, ifp které vzorek trvale oxajeme excitdanim swtlem a trvale registrujeme
v ¢ase emisi vzorku. Takto byla narana:

a) emisni spektra fluorescendegi Trp zbytki v monomeru CK a dale
b) zhasSeni Trp fluorescence akrylamidem.

2.2.1.3.Casow rozliena fluoresceini spektroskopie

P¥i druhém typu niafeni, casow rozliSena fluoresceéni spektroskopie, je vzorek
oz&en dostaténé kratkym pulznim sgtlem a nasledna emise je¢tana v ns¢asovych
intervalech. Takto byly ziskany vysledky:

a) poklesu intenzity fluorescence

b) poklesu anizotropie

2.2.1.3.1. Anizotropie
Zatimco pokles intenzity fluorescence je lehce ppaielny a bude registrovan jako

exponencialni pokles intenzity emisecase, metoda anizotropie vyZaduje &tk

priblizeni.
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Metoda anizotropie vychazi z jevu, ktery se pogigako ,fotoselekce fluorofor”
(obr.6). Fluorofory se chovaji jako vektoryfti Rejich oz&eni polarizovanym silem
(jejich vektor je na obrazku oz@en?) absorbuji kvantevty fluorofory, které jsou
orientovany rovnokZn¢ s vektorem polarizovaného &a E a jejich stejir veliky

—>
absorkini moment AM je na obrazku vyzten 1 vektorem, fixovany na osu x.

FOTOSELEKCE FLUOROFOR

" _ APM
COB ¥ = f

APM=E .cos o

______ BN T
Ty RO =], fi(@)
L3
’ L= J:mfz(a)
Anizotropie fluorescence
I;-1
A= 50
o 4

Obr.6 Obrazek znazauje fotoselekci fluorofor a vyjaeni anizotropie fluorescence.

UvaZzujeme déle, Ze se tento fluorofor bude v prostoohybovat, tedy jeho
absorkini prechodovy momerﬁI;M,fioexcitaci veIikostiHE, bude mensi n?:iéEAT\/ra
tedy bude roven séinu - E. cosn. Tolik k fotoselekci fluorofor.

Po excitaci polarizovanym &tem bude emise tohoto fluoroforu také polarizovana
Velikost emise je vyjéigena ,anizotropii“. Do vyzéeni fotonu se nas vektor na obrazku
jes€ nckam pohne, a tak jeho emisni vektor EM bude jimhalvelikost je bdi jako AM
ve specialnim fpact fluoroforu, rovnol8zné s osou x, nebo obetriieba tak, jak je na
obréazku vektor EM.

Intenzita emise se budeéht vhodnym polarizovanym detektorem. Kdyz bude
polarizator orientovany paralélrke snéru polarizované excitace, registrovanou intezitu
oznaime jako }. KdyZ bude polarizétor rychle aten kolmo k vektoru excitace,d&fenou

intezitu zn&ime L. Anizotropie A je pak dana vySe uvedanym zlomkem.to tedy
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bezroznrna veltina, nezavisla na koncentraci vzorku (intetatmise), protoZze rozdil

intenzit v¢itateli (1 - 11) je normalizovan celkovou intenzitou, tj. jmenclam zlomku.

2.2.2. Fluorescetini znateni MM-CK molekuly pro méreni jejich konformaénich

Zmén

2.2.2.1. Nezn&éna CK

Prirozenymi fluorofory proteifi jsou aromatické :_,’
aminokyselinové zbytky tryptofanu (Trp), tyrozinliyf) a PL.;{{
fenylalaninu (Phe). Jejich absornp pas lezi v rozsahu 240 az ,_ ﬁ . :' )
300 nm a emise je rowh v ultrafialové oblasti. ‘(";}’ C

Ab‘
Dominantnim fluoroforem je Trp, resp. jeho indolova %"‘- &<

X

i’f/

skupina, neb® ma mnohem SirSi emisni spektrum nez Tyr,
jenoz  fluorescenci umdazje jeho fenolovy kruh. opr.7 Monomer (CK). N
Fluorescence Trp zbyikje velmi citliva na vlastnosti okoli ;ig(gfi%r;éfljf?gl\gzgg n2y7;
molekuly, a proto ji lze Uﬁéré pouil’t pro sledovani

fluorescence molekuly CK jsem vyuzila péairp zbytky jako donoru, neligozice vSech
¢tyt Trp zbytka (obr.7) na velké domére pro ngteni konformanich znén vyhodna. To
predpoklada umighi externi fluoresceémi zna&ky na druhou (malou) doménu CK

molekuly.

2.2.2.2. Zn&eni CK dansylchloridem

N[GHS}E Dansylchlorid (DNCI, obr.8) je prvnim vhodnym

akceptorem emise Trp zbyik
OG V prvnim kroku zn&eni jsem reverzibikh

piikryla cysteiny (Cys), abych zamezila navazani DNt
Sozm aktivni mista Cys zbytka zachovala tak fugkost CK. 100

Obr.8 Dansylchlorid UM CK reagovalo se 100-nasobnym molarnim nadbytkem
tetrathionatu sodného (TTNa). Vysledny objem 1,2odpovidal 3QuM CK. CK s TTNa
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byla inkubovdna 10 minutippokojové teplot. Nasled® jsem gidala ve 20-nasobném
molarnim nadbytku DNCI a nechala inkubovat ve& @hodiny na ledu v lednici.tRemz
jsem kazdych 10 minut 5-krat obratila mikrozkumawdeuvzorkem, abych é&a jistotu, Ze

se DNCI dobe navaze na vSechny dostupné lyziny. Po 2 hodinokébaci jsem
ozna&enou CK promyla redukim roztokem (roztok B, vizifloha 7.2.8.) s pouZitim
filtrace (centrikon ,cut-off 30) p otakdch 6000 rpm. Néasledkem toho doSlo k redukci
Cys zbytki, které byly @ivodné oxidovany TTNa. Zn&enou CK jsem 3-krat promyla,
doplnila reduknim roztokem a nechalags noc inkubovat v lednici na ledu. Nasledujici
den jsem vzorek jeSt2-krat promyla a doplnila na vyslednou koncent2@uM CK.

Vysledkem byla zngena CK pro pouziti k nasledujicimereni (viz giloha 7.2.8.).

2.2.2.3. Zn&eni CK pomoci IAF

5-iodacetamid fluorescein (5-1AF, Molecular Prolbes. Oregon, obr.9) je dalSim
vhodnym akceptorem emise Trp zbytk o

5-IAF se specificky vaze na Cys zbytky.
Monomer CK obsahuje 4 Cys zbytky a jeden z nich

v poloze 283 je aktivnim mistem. Proto jsme se adiih

zcela empiricky vyzkouSet, zda jejich redukce uniozn

NH=C—CH,,|
o o . p . s s 2
sowasré ochranu aktivniho mista a navazani 5-IAF na 0

volny Cys zbytek. Oft jsem tedy zredukovala Cys Obr.9 5-iodoacetamidofluorescein
zbytky na molekule CK, inkubaci 1™ CK se 100- 1A

nasobnym molarnim nadbytkem TTNa, po dobu 10 niirppkojové teplot. Po zakryti
Cys zbytki reagovala 5uM CK s 2-nasobnym molarnim nadbytkem 5-1AF 2 hodwey
tmeé, pri pokojové teplot na kolébce. Po 2hod inkubaci CK s 5-IAF jsem némany
fluorescein odstranila promytim redufm roztokem (roztokem C, viztippha 7.2.9.) s
pouzitim filtrace (centrikon ,cut-off 30%) ip ot&kadch 6000 rpm a zredukovala tak
oxidované Cys zbytky. Zganou CK jsem doplnila reddkim roztokem a nechalargs
noc inkubovat v lednici na ledu. Nasledujici deenjsvzorek je& 4-krat promyla
roztokem C (viz filoha 7.2.9.) a doplnila na vyslednou koncentr&iuM CK.
Vysledkem byla naziané CK pro pouziti k nasledujicimeteni (viz giloha 7.2.9.).
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2.2.2.4. Zn&eni CK pomoci FITC

Poslednim pouzitym akceptorem Trp fluorescence |,
je fluorescein-5-isothiocyanate (FITC, MoleculaoBas
Inc. Oregon, obr.10).

FITC se vaze specifiky na Lys zbytky, a proto
nebylo nutné redukovat Cys zbytky k zachovani aitiv
CK. 116uM CK reagovala s 193 uM FITC 4 hodiny ve

tme, pii pokojové teplat. Vzorek byl po celou dobu Obr.10 Fluorescein-5-isothiocyanate
umisgn na kolébce. Po 4-hodinové inkubaci CK s FITC({FITC)

jsem nenavazany fluorescein odseparovala promybztoku B (viz piloha 7.2.10.) s
pouzitim filtrace (centrikon ,cut-off 30“)ip ot&kach 6000 rpm. Zri@nou CK jsem 4-krat
promyla roztokem B (vizifloha 7.2.10.) a doplnila na vyslednou koncent&@quM CK.

Vysledkem byla zngna CK pro pouziti k nasledujicimreni (viz giloha 7.2.10.).

2.2.2.5. Dvoji zn&eni CK pomoci IAF a ErITC

Pri tomto zpisobu zn#&eni jsem jako donor pouzila 5-1AF (obr.9) a jak@ebtor
erytrosin-5-isothiocyanate (ErITC, Molecular Proles.
Oregon, obr.11). Prvnim krokem bylo nagzemi CK
donorem (5-1AF) a po jeho navazani, jsem CK naitama
akceptorem (ErITC).

Nejprve jsem oft zredukovala Cys zbytky na
molekule CK, kdy 167uM CK reagovala se 100-

nasobnym molarnim nadbytkem TTNa, abych zachovala

Obr.11 Erythrosin-5-isothiocyanate

aktivni mista na CK. Inkubace s TTNa trvala 10min p(E”TC)

pokojové teplat. Po zakryti cysteiin reagovala 5QuM

CK s 2-nasobnym molarnim nadbytkem 5-IAF 2 hodimy tag, pii pokojové teplal.
Vzorek byl umisin na kolébce. Po 2hod inkubaci CK s5-IAF jsem mamany
fluorescein odstranila promytim roztokem B (vitilgha 7.2.11.) s pouzitim filtrace
(centrikon ,,cut-off 30“) pi ot&kach 6000 rpm. Po odmyti volného (nenavazanéhdy%-|

50 uM CK reagovala se 7AM ErITC ve tne na kolébce $ pokojové teplat po dobu 4
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hodin. Po 4-hodinové inkubaci jsem nenavazany EroOStranila promytim reddkim

roztokem C (viz filoha 7.2.11.) s pouzitim filtrace (centrikon ,aff-30“) pii otatkach
6000 rpm. CK byla f&s noc v lednici v roztoku C (vizipoha 7.2.11.) a tak bylyjwodns

zredukované Cys zbytky &poxidovany DTT. Nasledujici den jsem CKepedla do
roztoku D (viz piloha 7.2.11.) 4-nasobnym pouzitim filtrace (céatn ,cut-off 30%) pi

otatkach 6000 rpm a doplnila na koncentraci|B@ CK. Vysledkem byla nazgana CK
pro pouZiti k nasledujicim &reni (viz giloha 7.2.11.).

2.2.2.6. Dvoji zn@eni CK pomoci FITC a ErlTC

P¥i tomto zpisobu zn&eni jsem pouzila jako donor FITC a jako akceptdil Er
Nebylo nutné redukovat Cys zybtky k zachovani a@igtiCK, protoze FITC se vaze na
Lys. 11uM CK reagovala s 193 uM FITC 4 hodiny ve&npii pokojové teplat. Vzorek
byl po celou dobu umi&h na kolébce. Po 4hod inkubaci CK s FITC jsem némany
fluorescein odseparovala promytim roztoku B (viflgha 7.2.12.) s pouZzitim filtrace
(centrikon ,cut-off 30%) @i otatkach 6000 rpm. Po odmyti volného (nenavazanéholT FIT
50uM CK reagovala s 9¢M ErITC ve tnme na kolébce $ pokojové teplat po dobu 4
hodin. Po 4-hodinové inkubaci byl nenavazany Eridd3eparovan promytim roztoku B
(viz priloha 7.2.12.) s pouzitim filtrace (centrikon ,coff-30%) pii otatkach 6000 rpm.
Znxenou CK jsem jest4-krat promyla roztokem B (vizifpoha 7.2.12.) a doplnila na
vyslednou koncentra&0 uM CK. Vysledkem byla zr@na CK pro pouziti k nasledujicim

meteni (viz @iloha 7.2.12.).
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3. VYSLEDKY

3.1. Purifikace myofibrilarni CK

MM-CK byla purifikovana pomoci nizkoiontového madiz m. psoas (viz
metodika, piloha 7.2.1., ad 1), postupnultrafiltraci a ultracentrifugaci (viz metodika).
Proteiny ztisté myofibrilarni frakce byly uvélbvany pomoci kapalinové chromatografie,
linearnim fistem koncentrace soli v €him pufru @i pH 8,7. V rozsahu 10-40 mS byly
postupr separovany veskeré proteitigté myofibrilarni frakce. Ekni ¢as, kdy se zaly
uvoliovat proteiny, byl 10 minut, ip pritoku 1 ml/min (viz piloha 7.2.2., kapitola
metodika). Jednotlivé frakce z kapalinové chromedfig byly nasled& zahustny na
mikrokonech ,cut off 30“ na minimalni objentiplizné 10 ul a takto zahughé vzorky
byly pustny na SDS-elektroforézu, Mini Protean Il (viz meka]. Frakce z kapalinové
chromatografie, ktera se jevila jakista CK, byla nasledndvourozngrné rozctlena podle

KD N
135,0

97,0

78,

57,

38,

4,0 4,6 5,8 717 7,47 8,8 pH
7.28
Obr.1 Frakce z kapalinové chromatografie, ktera se na-&8lB&roforézeMini Protean |

jevila jako cista CK, byla naslednrozciléna na 2[-elektroforéze. Byly detekovany
riaizné izoformy CK sizoelektrickymi body pH 7.17, 7.28 a 7,47. Zaravebyle
detekovana ifitomnost dalSiho proteinu stejné molekulové hmdtrjako CK (43 kDa)
Pozdjsi vysledky ukazaly, Ze se jedna o aktMalacova et al., 2004yiz priloha 7.3.1.).

izoelektrického bodu. Na 2D-elektroforéze (obr.glyldetekovanyii rizné izoformy CK

s izoelektrickymi body v pH 7.17, 7.28 a 7,Malacova et al., 2004 yiz priloha 7.3.1.).
Zarover byla detekovanaiftomnost dalSiho proteinu stejné molekulové hmdtneko
CK. Tato molekulovd hmotnost odpovida téz aktintotéZe 2D-elektroforéza ukazala
pritomnost 2 proteiin ve frakci, ktera se na Mini Protean Il jevila jaksta CK, bylo nutné
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zmenit elwni profil na kapalinové chromatografii. Ehi pufr byl znénén na pH 9 a
v rozsahu 5-62 mS byly postupseparovany vesker¢

proteiny cisté myofibrilarni frakce. Ekni ¢as, kdy se

uvoliovaly proteiny, byl 12 minut, ip pratoku 1 ml/1

min. Jednotlivé frakce byly @& zahusny na pra—
mikrokonech ,cut off 30“ na minimalni objentiplizné
10 pl a takto zahugné vzorky byly pusny na SDS-
elektroforézu, Mini Protean Il (viz metodika). Feak
¢.17 obsahovala 2 proteiny coz potvrdila i detekae
SDS-elektroforéze (obr.2, Hoefer SE 600, 10ekcd
gel). Tyto 2 proteiny byly pomoci hmotnostt
spektrometrie identifikovany jako aktin (obr.3, pgtk ST 17 16=CK

Obr.2 Pomoci SDSelektoforézy

sekvence 45%) a CK (obr.4, pokryti sekvence 58%). Hodfer SE 600 a f zmeénenyck
] _ eluénich podminkéach, by
frakci ¢.16 byla ziskanacista CK s molekulovou rozdleny aktin a CK (frakce 17
Frakce 16 odpovidakisté CK a S

hmotnosti 43 kDa a specifickou enzymatickou aktivit je standard komeni CK.
82,35 IU/mg.

Pro vyhodnoceni vysledkna Maldi-Tof, byl pouzit program Mascot. Bylo héat

AKTIN

4

proti databazi NCB/nr a tolerance byla 0,7 Da.

MCDEDETTALVCDNGSGLVK AGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQ
SKRGILTLKYPIEHGITNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPTLLTEAPL NPKANREKMTQIM
FETFNVPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVTHNVPIYEGYALPHA  IMRLDLAGR DLTD
YLMK ILTER GYSFVTTAER EIVRDIKEKLCYVALDJENEMATAASSSSLEK SYELPDGQVITIGN
ERFRCPETLFQPSFIGMESAGIHETTYNSIMKCDIDIR KDLYANNVMSGGTTMYPGIADR MQKE
ITALAPSTMK IKIIAPPERK YSVWIGGSILASLSTFQQMWITK QEYDEAGPSIVHR KCF

Obr.3 Hodnoceno na zakladl8 hodnot m/z. Pokryti sekvence 45% odpovida aktin

MPFGNTHNK FKLNYK SQEEYPDLSKHNNHMAKVLTPDLYNK LRDKETPSGFTLDDVIQTGVDNP
GHPFIMTVGCVAGDEESYTVFK DLFDPIIQDRHGGFKPTDKHKTDLNHENLKGGDDLDPNYVLSS
RVRTGRSIK GYTLPPHCSRGERRAVEKLSVEALNSLTGEFKGK YYPLKSMTEQEQQQLIDDHFLF
DKPVSPLLLASGMARDWPDARGIWHNDNKSFLVWVNEEDHLR  VISMEKGGNMK EVFRRFCVGL
QKIEEIFKKAGHPFMWNEHLGYVLTCPSNLGTGLRGGVHVKLANLSKHPK FEEILTR LRLQK RG
TGGVDTAAVGAVFDISNADRLGSSEVEQVQLVVDGVKLMVEMEK  KLEK GQSIDDMIPAQK

Obr.4 Hodnoceno na zaklad24 hodnot m/z. Pokryti sekvence je 58% a moleld
hmotnost 43 kDa odpovida CK.
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3.2. Charakterizace myofibril

Pro experiment vygny CK v M-linii sarkomery byly purifikované myofiby
standardizovamy nasledujicimi kroky.

Prvnim bylo o¥teni zda neobsahuji substraty CK, nelejich vliv jsme chéli
mefit. Absence ATP, ADP, PCr a Cr, byla potvrzena ematyckymi metodami v obou
preparacich (viz metodika). Jako druha byla potvazgejich schopnost kontrakce
zmefenim délky sarkomery. Relaxované myofibrilyélyn délku 2.1 + 0.2um a po
kontrakci vyvolané 5 mM ATP a 7 mM CaCse zkratily na 1.6 £ 0.1m. Treti
charakteristikou byla specifickd enzymaticka ak#viCK ukend pro ,intaktni“ a
.eluované*“ myofibrily 0.4 =+
0.02 IU/mg proteinu a 0.01 + Mw, £
0.008 IU/mg proteinu

v uvedeném padi. 203.0 kD

. L 120.0 kD
SDS-PAGE separace — m 85.0 kD
proteini eluovanych myofibril 29+°
ukazala, ze eluce wy w0
o . ) 43.0kD s
nizkoiontovym mediem "
36.0kD

odstranila  z myofibril  nejen
pouze CK (43 kDa), ale téz

vymyla proteiny o vysSi

21.5kD

17.5kD

molekulové hmotnosti (120, 80,

70 kDa) a niz8i molekulové

hmotnosti nes 43 kDa (Obr.5).0br'5 Proteinové profily “intaktnich” myofibril (MF)

supernatantu eluovaného z myofibril pouzitim nirkddvéhe
media (E). (MwL) Nizko-molekularni standard, (Mwklysoko-

El ignifikantd  zmenil ;
uce sig anta meniia molekularni standardZ(irmanova et al., 2007yiz ptiloha 7.3.3.).

chovani myofibril ve

vyménném experimentu. Bfeni pohybu molekul CK metodou FLIP prokazalo
ireverzibilni vazbu CK-IAF (bez substtat oproti intaktnim myofibrilam. Proto byly
~eluované“ myofibrily vyfazeny z dalSiho &teni.
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3.3. Vazba CK-IAF v M-linii izolovanych myofibril

Misto vazby CK-IAF na myofibrilach bylo detekovanpomoci konfokalni
mikroskopie.Cerverg jsou obarvena aktinova vlakna v oblasti |-pruhmesers CK-IAF.
Stridani zelenych &ervenych pruti potvrzuje vazbu CK mezi dma I-pruhy (obr.6).

Nespecificka adheze CK-IAF
molekul a jejich axialni distribuce
v lumen myofibril (které by mohlo
ovlivnit mereni FLIP), byly vylodeny
pomoci xyz projekce a nasledné 3L
rekonstrukce dat. Vysledna vizualizac
CK-IAF pomoci konfokalniho
mikroskopu ukézala ,disky* z CK-IAF
molekul asociovanych v M-linii bez

penetrace v axialnim smu (obr.7).

Tento vysledek nam umoznil studov: Obr.6 Lokalizace CK-IAF v Miinii  myofibrily

vizualizované konfokalni mikroskopii. Phalloidilexa
vyménu CK-IAF molekuly vredlném 633 ¢ervené pruhy) zr aktinova filamenta uvnitl-
. L, ; ) pruhu a zelené pruhy ozhgi CK-IAF v M-linii
case v planarnim systému s$adnic Xy.  (Zurmanova et al.. 2007 viz niiloha 7.3.9).

Obr.7 3D rekonstrukce CK-IAF asociovné v Mhii izolovanych myofibril, kde je patrna vazba |
v M-linii bez axialni distribuceZurmanova et al., 2007 viz ptiloha 7.3.3.).
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3.4. Méfeni FLIP

Vysledky prezentované v grafu (obr.8) ukazuji sigbale specifickou interakci
CK-IAF bez
piitomnosti
substrai v M-

linii. Tato vazba

120

100 A
se signifikantg
lisi (P < 0.05) od
kontroly vykeleni
(Phalloidin-FITC

konjungat peva

80 A

60 -

40 A

vazan v I-pruhu), 50 -

PERCENTAGE OF FLUORESCENCE

jejiz fluorescence

poklesla o 40% L ! ! ' ! ‘ ' !
0 10 20 30 40 50 60 70
v 67 sekund TIME [s]
FLIP Obr.8 Ubytek flurescedni intenzity ze dvou kompartméntkteré reprezentt
nasledujici rychlosti pohybu z¥enych molekul CK, které byly vyhodnoce
experimentu, v ¢asoveé zavislosti pomoci FLIP metody. Hodnoty jsgjadieny+ S.E.M. (n = €

pocet preparaci myofibril) a reprezentuji: PhalloidiFiTC konjugat pevé vazai
piicemz derivace VI bandu jako kontrola vydteni (A), CK-IAF (bez substré) associované v M
i linii (o). Rychlost vynény CK-IAF (bez substré) molekulse signifikant liSi od

v 5-té sekunél  kontroly vybleni (P < 0.05JZurmanova et al., 2007,viz pfiloha 7.3.3.).

byla rovha — 0.96
(viz metoda). Tyto d& charakteristické hodnoty Ubytku fluorescence bgbtrovnany
v oblasti M-linie, I-pruhu a blizkém okoli. Intemaifluorescence CK-IAF (bez substrat
poklesla o 80% a derivace dosahla hodnoty — 3.@8jsou signifikant& odliSné hodnoty
od Phalloidin — FITC kontroly deni. Intenzity fluorescence v I-pruhu a okoli bylgimi
nizké a identické.

CK-IAF (v pritomnosti substré) vykazovala velmi pomaly pokles fluorescence
v pribéhu celého experimentu (obr.9). Tento pokles nagriikantré odliSny od kontroly
vybéleni, avSak liSi se (P<0.05) od signalu CK-IAF (Isebstrai). Jednotlivé hodnoty
derivace/pokles pro CK-IAF s navazanymi jednotlivygabstraty jsou nasledujici: ATP: -
1.30/16%, PCr: -1.10/46%, ATP-Cr: -0.95/33%isRiSné hodnoty pro ADP (nejsou
v obr.9) jsou 0.98/25%. Mezi jednotlivymi substraigjsou signifikantni rozdily. V tomto
ohledu se derivace pohybuje v rozmezi -0.95 az0-%.8asledujicimi poklesy intenzity
fluorescence od 16% do 46%.
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Pokles intenzity fluorescence pro CK-IAF (bez stdis) byl opakovay metren
jako  kontrola ke
skupirt CK-IAF se
substraty (obr.9) a

120

100 +
dosahovali hodnot -

3.26/82%. Ob
skupiny ngfeni (obr

80 -

60 -
8, 9) se signifikant&

nelisi (P < 0.05). 40 -

20 A

PERCENTAGE OF FLUORESCENCE

0 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 7(

TIME [s]

Obr.9 Pokles intenzity fluorescence v lhii sarkomery, ktery odpovida vigng
molekul CK-IAF véase, niteny metodou FLIP. &), (0) a (V) reprezentu
pokles int. fluorescence CK-IAF molekuhavazanymi substraty, ktery se ne
od kontroly (neuvedeno) (P< 0,05). (o) reprezeroiles int. fluorescence (
bez substrdit ktery se liSi od CK-IAF se substya(P<0,05).Uvedené hodnc
jsou paméry + S.E.M. (n=6) Zurmanova et al., 2007 viz ptiloha 7.3.3.).

3.5. pH zavislost CK-IAF interakce v M-linii

Hodnota pH ma velky vliv na interakci CK-IAF s niijayilami a mnozstvi
vyménéné CK-IAF v M-linii maze byt relativé vyjadieno jako porr intezity
fluorescence v M-linii a jeho okoli. Hodnoty péra byly méteny nasledujicim Zisobem.
V kyselém pH (pH 6.8 — 6.9) jsme nepozorovali Zadlprescerni signal v M-linii
v pribéhu vymenného experimentu a proto pémbyl 1. V neutralnim pH se objevila
vyménna reakce v podénu 2.45 + 0.15 a dosahla svého maxima 5.67 + 1.PGirm
alkalickém prosedi (pH 7.1 — 7.15). Vrozsahu tohoto pH byly ndsjei FLIP
experimenty provashy. V pH= 7.2 byl fluorescetni signal v M-linii slaby nebo Zadny a
pomer klesl na 1.2 + 0.02.
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3.6. Méreni konformaénich zmén CK

Za &elem shromazdit experimentalni data tykajici sefdmmatnich znén CK
odpovidajicitem ttiznym stawm: CK bez substrat CK s jednim substratem (ATP) a CK
se d¥ma substraty (ATP+Cr), jsme sledovali emisi k¥mith Trp zbytk, stejré jako
fluorescenci CK zngené DC, FITC, IAF, FITC+ErITC a IAF+ErITC pomocksty-state

acasow rozlisenych fluoresce&mich metod.

3.6.1. Nezn#end CK

Specifickd enzymaticka aktivita pro nezeaou CK, byla pro nasledujici

fluorescerni experimenty 250 1U/mg proteinu.

3.6.1.1 Skedni doby Zivota

Monomer CK obsahuje 4 viiiti Trp zbytky, které jsou vSechny lokalizované na

velké domén

(viz. obr.3, viz

le+5 —
metodika). Trp g

absorbuji p 280 lo+a |

nm a jejich emise

CK
CK+ATP
CK+ATP+CR

je v oblasti 350 £ 1e+3f

> [

s s o
nm. Nasledujici © i
poklesy lev2g v
fluorescence pro -
o o L, le+l £ M
tfi razné 2
konformani stavy o
1e+o L 1 . ] n Il n 1 n 1 n

jsou shrnuty na 100 200 300 400 500 600 700

Channel

obr.10
_ Obr.10 Efekt ATP and Cr na dohasinani Trp fluorescence midekuly; @) —
(Hornikova et al., nezn#&ena CK, @) — CK s 5 mM ATP, ¢&) — CK s 5 mM ATP and 5 mM CrgJ

o . - pristrojova odezvaCasova stupnice se rovna 0.037 ns/chartietriikova et al.,
2008; viz priloha  »008: viz pifloha 7.3.4.).
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7.3.4.). VSechny vzorky vykazovaly kompléxmultikomponentni pokles fluorescence.
Experimentélni hodnoty obr.10 ukazuji, Ze fluoresoé stedni doby Zivota CK se
signifikantre zkracuji v zavislosti na dodavce ATP. To jasrkazuje na konforntai
zmeénu indukovanou vazbou substratu, ktera ovlivnilagmokoli Trp zbytk. Nasledna
vazba Cr ke CK-ATP Zjsobilo mirny narust stdni doby Zivota. Konkrétni data ukazala,
Ze stedni doby Zivota vnifch Trp zbytki jsou 2.72, 2.38 a 2.42 ns pro CK, CK-ATP a
CK-ATP+Cr. Stedni chyba pmmeéru téchto hodnot je £ 0.05 ns.

3.6.1.2.Casow rozlisna fluorescerni anizotropie (steady state)

Pokles anizotropie jsme pouzili jako dalSi ukaz&tnformani zmeny CK po

navazani ligandu. Obr.11Ad6rnikova et al., 2008;viz piiloha 7.3.4.) ukazuje srovnani

poklesu emise

anizotropie 0.24

pro CK bez

o
)
o

ligandi (pln&

Anisotropy

cara),

o

N

o
T

Vv pritomnosti
5 mM ATP

(teckovana

Anisotropy

3 0.16

cara) a

Sowasré —-— CK-ATP
F ——- CK-ATP-creatine T

piitomnost 5

mM ATP a 5 Ol e
150 200 250 300 350 400
mM Cr

Channel

(¢arkovana Obr.11 Srovnani kivek dohasinani anizotropie fluorescence tryptof@kumolekuly
i ) bez a s navazanymi substrady— fit dohasinani anizotropie samotné CK (ptidéa)

cara). Kivky CK s 5 mM ATP (tekovanacara), and CK v itomnosti 5 mM ATP and 5 mM |

. (¢erchovan&ara); B - priklad experimentalniho dohasinani anizotropie nem
reprezentu)l CK. Casova stupnice se rovna 0.037 ns / charthetr(ikova et al., 2008;viz prilohe

nejlepsi 7.3.4).

proloZzeni dat. Pro iphlednost jsou experimentalni hodnoty vynechény.alik
experimentalnich dat a hustota experimentalnichi lepdikazano na obr.11Bi6rnikova
et al., 2008;viz priloha 7.3.4.), ktery popisuje pokles anizotropie 6&z substrat Fi
pohledu na obr.11A jefgjmé, Ze kivky maji odliSné charakteristiky poklesu anizofiep
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Toto pozorovani je v souladu s hypotézou rozdilnkonformanich zngn, které CK
ziskavéa v nefiftomnostici pritomnosti substrat Vysledky nelinearni analyzy nejmenSich
¢tverai jsou shrnuty v Tab.IHornikova et al., 2008;viz ptiloha 7.3.4.). Dlouhé koreiai

¢asy @, -charakterizujici celkovou

S [
ampie Bi | @ (ns)) Bz | @(ns) rotaci biopolymeru, zavisitpvazi na

CK 0.05| 1.2 | 0.19] 35 molekulové hmotnosti proteinu , jeho

CK-ATP 004 11 020 27 tvaru a vizkozi¢ solventu. Vzhledem

ktomu, Ze molekulovd hmotnost
ligandi (ATP = 551 Da, Cr = 131 Da)

je zanedbatelna vzhledem k hmotnosti
Tab.1 Dohasinani anizotropie fluorescence trp zbytk i . ) )
CK molekuly. T CK vzorky odpovidaji tem ruznym Proteinu (86000 Da), fizeme piradit
konformanim stawm molekuly CK: CK, CK-ATP a
CK-ATP+Cr. 3 - amplituda,@ - rotani korel&ni ¢as
(Hornikova et al., 2008;viz ptiloha 7.3.4).

CK-ATP-Cr|0.04, 1.1 | 0.20] 29

zmény ve @ hydrodynamickym
parametiim indukovanym
konformanim prechodem CK molekuly. Tab. 1 ukazuje, Ze samotna WKazuje
nejkratSi depolarizacp, = 35 ns. Tento vysledek odpovidéegsta¥ ,,open” inaktivni
konformace CK bez navazanych substrétejmenSip, = 27 ns byla nagtena pro CK —
ATP a mirny navrat k delp, = 29 ns pro CK — ATP+Cr komplex, cozZéshi o jejich

.closed" a ,intermediary" konformaci vzhledem k saimé CK.

3.6.1.3. ZhaSeni fluorescence akrylamidem

Ke koliznimu zhaSeni dochazi, kdyz je excitovdngrofor nezéivé deaktivovany
kontaktem s molekulou zhaSedla. Akrylamid (elektqmostradajici molekula) byl jako
acinny zhase. Mechanizmus zh&Seni je pr&pddobré zaloZzen na ignosu elektronu
z Trp na akrylamid (Brochon, 1994),

-1 = 1.1
Sample v (M) | 7 (ns) | kq(M7s7) jehoz enos je ovliviovan
CK 5.52 272 | 19x10 ] . A

prostedim. Vysledky zhaseni jsou

CK-ATP 4.97 2.38 2.1 x 10 ,
prezentovany v Tab.2 a obr.12

CK-ATP-Cr 4,72 242 | 20xfo _ L
(Hornikova et al., 2008;viz priloha

Tab.2 Namfené hodnoty zhaSeni fluorescence Trpy7.3.4). Rizny  sklon Stern-
akrylamidem Hornikova et al., 2008;viz priloha 7.3.4.).
Volmerova  vyneseni  (obr.12)

odpovida dostupnosti viitich Trp zbytk pro zhasS& ktery zavisi na ifitomnosti
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substrai enzymu. Srovnanim se zhaSenim volnych Trp v pindikuje, Ze vSechny Trp
zbytky v CK

3.0 /
jsou zn@né
zna&né chrargné /
2.5 /
od rozpoustdla. /
- yd e : /
Bimolekularni - /
o i /
konstanta 5 20 Y
fe . > /
zhasSeni K 2 / cK
Lxe o ] ] O CK-ATP
odrézi w@innost £ 15 A CK-ATP-creatine
Y4 Ve - = T
zhaseni. P
Vysledky 1.0
uvedené v Tab.2 : : .
0 100 200 300

ukazuiji, ze
. L. Acrylamide (mM)
Ucinnost zhaseni Obr.12 Akrylamidové zh&Seni fluorescence tryptafarSternVolmer plot prt
je  nejwtsi u samotnou CK %), CK s ATP (0) a CK s ATP+CK). Pro srovnani wentcludec
fluorescence quenching of free tryptophan in aneags solution (dashed lin
samotné CK. To Zzhaseni bylo vyp&itanoassuming the mean fluorescence lifetime of 2. 7nuaistlac
o bimolecular quenching constant of Trp by acrylantges.9x10M's™ (Efting anc
odpovida Ghiron, 1976Hornikova et al., 2008;viz priloha 7.3.4.).

rozvolnéné

strukt'e CK molekuly s vysokou permeabilitou pro akrylami@K-ATP komplex
vykazuje nejnizsi dostupnost Trp zbytku pro zkagez odpovida kompaktni strukéuCK
molekuly. Komplex CK-ATP+Cr prokazujeistni &innost zhaSeni. Zévem lzeftici, Ze
vysledky zhasSeni jsou zcela v souladu s vyslediugréiscetini anizotropie a podporuji
rozdilnou strukturalni konformaci CK molekuly Yifpmnosti tiznych substrdtkonkrétre
»open“ konformaci bez navazanych subsirgclosed* konformaci s navazanym ATP a

.intermediary” konformaci s navazanymi&wa substraty ATP+Cr.

3.6.2. CK zn&ena pomoci FITC

Za (&elem owteni vysledk ziskanych pomoci Trp fluorescence, jsme provedli
experiment stanoveni anizotropie u CK @& FITC (CK-FITC). Pro potvrzeni, Ze
znaeni neposkodilo CK strukturu, jsme ¢&ififi specifickou enzymatickou aktivitu CK,

které odpovidala 50 IU/mg.
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Absorbance zr@né CK pi 494 nm odpovida po#nu znaeni 1:1 pi znameé
koncetraci 15.21M CK a CK-FITC (obr.13).

1.4 7

15,2uM CK-FITC o™

0.8

0.6 I~ CK (monomer) / FITC = 1:1

Absorbance

] CK 15,2uM
] !
0.4 y

0.2 1/ ‘

O.O-""IT"__'__'I""I""I""I"'
250 300 350 400 450 500 550

Wavelength (nm)
Obr.13 Méfeni absorbance CKedrkovana kivka) a CK-IAF (t&kovana kivka) o znam
koncentraci a zjighi pon€ru zastoupeni CK:IAF = 1:1. (Hornikova - nepublikoy vysledek)

Vysledky fluorescetni anizotropie jsou shrnuty v Tab.3 a obr.14ld3ité je, Ze
nejdelSi koreléni ¢as odpovidajici 34 ns byl pro samotnou CK, a nagleiddva 27 a 30
ns patily k CK-ATP a CK-ATP+Cr v uvedeném padi. Pokles anizotropie afit
korelanich ¢agi jsou v nadherné shdaiskané emisi Trp zbyiknezngené CK. Uvedena
data ukazuji, Zetpdchozi inaktivni a otégna struktura CK se stava vice kompaktni po
vazl® ATP a formace inaktivhiho komplexu CK-ATP+Crugpbujecast&éné rozvolrni

této sevené struktury.

Sample Br |@(ns)| B2 | @(ns)| Bs | @:(ns)

CK 0.17| 0.12 | 0.08 11| 0.08 34

CK-ATP 0.15| 0.15| 0.06 1.0, 0.09 27

CK-ATP-CR | 0.17, 0.15, 0.0 1.4, 0.08 30

Tab.3 Dohasinani anizotropie fluorescence FITC navazangnCK. CK
vzorky jsou stejné jako v tab.(Hornikova et al., 2008;viz ptiloha 7.3.4).
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Obr.14 Fitované kivky dohasinani anizotropie fluorescence FITC. filkova - nepublikovan
vysledek)

3.6.3. CK znd&ena dansylchloridem

Pro potvrzeni hypotézy a &eni Trp fluorescence jsme takeiihi znacenou CK

pomoci DNCI.
i 0.8
Specificka
L 1 cK
enzymaticka L e CK -DANSYL
4 —_—— difference
aktivita CK 06 %
L CK — Dansyl 15iM
dosahla hodnoty = |\ "7 7 .
. e 1 CK(monomer)/DANSYL = 1/1
40 IU/mg, ¢oz g ., 1 :
44 § o \\ CK 15uM
odpovida 2
neporusené
struktue
znaenim. Aby T
se daly dote 0.0 +—/—7r+--—-+r—r——>m"—"—"rr——————— e
260 280 300 320 340 360 380 40
mefit Wavelength (nm)
konf L. Obr.15 Mgtfeni absorbance CK (pln&ikka) a CKDNCI (tetkovana kivka) c
ontormani zndmé koncentraci a zjiti poreéru zastoupeni CK:DNCI = 1:1. (Hornikova

zmeny  pomoci nepublikcvany vyslede
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FRET, je dilezité, aby na 1 monomeru CK byla navazana 1 mtdekINCI. Obr.15
znazotiuje ponér zastoupeni CK a DNCI #&ené jejich absorbanci. Z preérenych
spekter pratistou CK a CK dansylovanou vyplyva, ze na 1 monan@K je navazana 1
molekula DNCI. Tento vysledek je dobryedpoklad pro m¥eni konformanich znén
molekuly CK pomoci metody FRET. Na obr.16iizeme vidt dohasinani intenzity
fluorescence Trp zbyitk MuZzeme zde sledovat 2 doby Zivota: ci3té nedansylované
molekuly CK a 2) dansylované CK.
Z téchto

. . le+S ¢
kiivek jsme :

mohli  vypctitat

intenzita
=
@
®
S
T

life-time Trp

zbytka pro CK a
. le+3

CK s navazanymi g

substraty Tab.4. i
le+2 ¢
Klesl| z hodnot, 5

které odpovidaji IR
L, le+l F L
ciste CK ( (ns) : i

CK) na hodnoty, R Sl G

. - le+0 B2t L : L e e -

které odpovidaji 200 400 600 80
Channel

dansylované CK obr.16 Dohasinani intezity fluorescence Trp zhiythro CK a CKDNCI.
Hornikova — nepublikovany vysledek).
(t(ns)  Ck- P y vysledel)

DNCI) a potvrdili nam tak fitomnost rezonamiho genosu - FRET. Ze igdnich dob

Zivota se také vypitala vzdalenost mezi Trp a DNCI, ktefi@ai 2,8 nm. Podle vysledku
FRETu mizeme odvodit, Ze molekula DNCI je navazana na néwé@m mist vzhledem
k Trp, tedy ne na malé domén

T(ns) | T (ns) CK- o < .
sample CK DNCI FRET % PraTvcépodobré nékde blizko
CK 279 5 28 16.2 aktivniho mista molekuly CK.
CK-ATP 2.38 1.96 17.2
CK-ATP+CR 2.42 1.97 13.6

Tab.4 Life-time pro¢istou CK (1.sloupec) a dansylovanou CK
(2.sloupec). Posledni sloupec reprezentuje FRETRdsny
v procentech.Nlalacova et al., 2005yiz ptiloha 7.3.2.)
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3.6.4. CK znd&ena pomoci IAF

IAF se specificky vaze na Cys zbytk:
Molekula CK (jeji monomer) ma 4 cys zbytk
(obr.17), a jeden z nich v poloze 283 je aktivh
mistem. Proto jsme se rozhodli zcela empiric
vyzkouSet, zda jejich redukce umozni &maré

ochranu aktivniho mista a navazani IAF

volny Cys zbytek. Zjistili jsme, Ze itps redukci
p p Obr.17 Monomer CK se 4ni cystein
cys zbytki se IAF navazal. Pro ¢&ieni, zda vpoloze 74, 146, 254 a 28Fervert jo
znaseni neposkodilo CK strukturu, jsme &iiti ~ 0zn@en cys 283, ktery je aktivnim mist

CK molekuly. (autor obrazku Hornikoy
specifickou enzymatickou aktivitu CK, ktere
odpovidala 80 IU/mg. Vysledky fluorescen anizotropie (obr.18) ndm dévaji pouze jeden
rotadni korel&ni ¢as 37 ns, ktery reprezentuje rotaci celé molekuly To odpovida
hodnot uréené pomoci fluorescence Trp zbytkpiidani ATP a Cr vedlo s vysokou

pravdpodobnosti

0.40

k agregaci. IAF je

navazan na velmi
0.35
kompaktni  ¢ast

Autocorrelation

makromolekuly
CK, takze
depolarizace jeho

0.30 [},

0.25
fluorescence je

dana pevazre

rotaci  molekuly

Anisotropy

0.20

CK jako celku. 015 -

0.10 : : : : :
50 100 150 200

Channels

Obr.18 Dohasinani anizotropie fluorescence CK @emg IAF Aex= 455 NmAgn=
520 nm,éasoveé rozliSeni 0.1 ns/ch. (Hornikova — nepublikgvaysledek).
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3.6.5. CK dvojité znatend pomoci FITC a ErlITC

Pro owteni, zda zn&ni neposSkodilo CK strukturu, jsme é&iihi specifickou

enzymatickou aktivitu CK, které odpovidala pro CK-€ 50 IU/mg a pro CK-

FITC+ErTC byla 15 1U/mg.

Vysledky prezentované v Tab.5 znaagr prenos energie — lifetime zéené CK.

sample T (ns)
CK-FITC 3.9
CK-FITC-ErITC 3.6
CK-FITC-ErITC+ATP 3.6
CK-FITC-ErTC+ATP+Cr 3.6

Tab.5 t (ns) — stedni doby Zivota pro jednotlivé stavy

Ukazuji patrny penos energie ip

znaeni CK donorem a akceptorem. Po
navazani substratjiz pienos energie
neni patrny. Ztoho vyplyva, Ze
fluorescekni zna&ky (tedy donor-

akceptor) nejsou navazany na vhodném

CK. Je patrna z#éma mezi donorem a akceptorem, pomist molekule CK a tudiZz neni patmy
piidani substratu (5mM ATP a 5mM Cr) nedochazelo

kzadné zmné a proto tato metoda négpila
k oweieni konformanich znén CK. (Hornikova —

nepublikovany vysledek).

rozdil v penosu energie ip zmené
konformace CK, tzn. ip navazani
substrad.

Pro spravné gfeni konformanich znén pomoci FRET, je dobré mit donor a

akceptor ve vhodném painu zastoupeni, tedy 1:1. Pro pré&eni absorbanci CK, CK-

FITC a CK-

1.4 1
FITC+ErNTC 0

zndmé koncentraci
byl poner
zastoupeni mezi
FITC a EriTC byl
1:0.9, tedy ne upn

Absorbance

vhodny. To niZe
mit vliv na
negativni  vysledky

Z prongrovani

CK-FITC o CK-FITC-ER

FRET.

400 500 600
Wavelength (nm)

Obr.19 Mé¢teni absorbance CKdrkovana kivka), CKFITC (tetkovana Kivka) ¢
CK-FITC+ErITC (ervena kivka) o znamé koncentraci. Vygtem byl zjiS€n
pomer zastoupeni FITC:ErITC = 1:0,9. (Horniko- nepublikovany vysledel
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3.6.6. CK dvojité znatend pomoci IAF a ErITC

ProtoZze pedchozi experimenty ukazaly, Ze IAF se navaze naaChepoSkodi
strukturu CK, rozhodli jsme se také vyzkouSet ppbu&F jako donor a ErlTC jako
akceptor a zwtit konformani zmeny CK pomoci FRET. Tab.6 znazoije p'enos energie

— lifetime zng&ené CK. Vysledky

sample T (nS) i . .
ukazuji patrn nos energie
CK-IAF 4.3 i paimy e gie 1
CK-IAF-ErTC 38 zna&eni CK donorem a akceptorem. Po
CK-IAFE-ErITC+ATP 3.7 navazani substriétjiz prenos energie
CK-IAF-ErITC+ATP+Cr 3.7 neni patrny. Ztoho vyplyva, zZe

Tab.6 t (ns) — stedni doby Zivota pro jednotlivé stavy fluorescedni znaky (tedy donor-
CK. Je patrna zs#ma mezi donorem a akceptorem, po

pridani substratu (5mM ATP a 5mM Cr) nedochazelakceptor) nejsou navazany na vhodném
kzadné zmné a proto tato metoda négpila

k owsieni konformanich zmén CK (Hornikovda — mis€ molekule CK a tudiZ neni patrny
nepublikovany vyledek) L L ..
rozdilny @Fenos energie ip zmené

konformace CK, tzn. zém¢ vzdalenosti malé a velké domeény pavazani substrét Takeé
pomeér zastoupeni donor-akceptor byl nevyhovujici, tedynomer CK byl 14% zran
donorem a 44% zkan akceptorem.

Pro owieni, zda zngeni neposkodilo CK strukturu, jsme &t specifickou

enzymatickou aktivitu CK, které odpovidala 80 IU/mgp CK-IAF a pro CK-IAF+ErITC
byla 22 1U/mg.
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4. DISKUZE

Purifikace myofibrilarni CK

Cista myofibrilarni frakce obsahuje 40% proteinz pivodnich 100% v
homogenatu. Do patého cyklu (promyti) proteiny pow rychle klesaji a od 6. cyklu je
Ubytek pozvolny a vyraznse nemini. Je zajimavé, Ze aniz bychom statistickytpjli
korelaci poklesu protein s aktivitou i stejné procedie, procentualni aktivita
myofibrilarni frakce vymyvanim klesa obdobnymugpbem. Ze 100% aktivity &ené
v homogenatu, kles&bem prvnich 5-ti promyti k 1% a tento Ubytek akyivie dalSimi

promyvacimi cykly jiz prakticky nesmi (Gregor et al., 1999).

Pritomnost molekul aktinu v eluattistych myofibril, zn&né komplikovala proces
purifikace, nebt se pekryval na gelu SDS-elektroforézy (Mini Protean H)nami
purifikovanou kreatinkindzou vzhledem k velmi bkzknolekulové hmotnosti. AZ po
provedeni 2D-elektroforézy/Hoeffer byla odhalenhojgxitomnost identifikaci peptid
pomoci MALDI-TOF. Patr se jedna o depolymerizovany F-aktin vlivem medmz&ym
obsahem iorit (Lodish et al., 2003), které bylo pouzivano praicelCK z M-linie
myofibrily. Globularni aktin z cytosolu je s vysakoprav@&podobnosti odstr&n jiz

v pribéhu promyvacich cykl pri purifikaci myofibrilarni frakce.

Vysledky 2D-elektroforézy z téze frakéel3 detekovalyit izoelektrické body (pl)
v mirr¢ bazické oblasti pH 7.17, 7.28 a 7.47. K podobnydnotam doSel Rosenberg et
al. (1981) u krysi MM-CK, kde rozliSil dvizoformy téz v bazické oblasti (7.5 a 7.4). U
jinych sava se tSinou vyskytuji hodnoty pl MM-CK kosterniho svahkyselé oblasti
pH. Hershenson et al. (1986) n&it v kosternim svalu kralika 5 izoforem CK s odiygn
pl vrozsahu 6.09-6.9. Dale Takasawa ve své pkals, studoval CK kosterniho svalu
vepre uvadi ti hodnoty pl. Jedna majoritni frakce s izoelektyick bodem 6.57 a av
minoritni frakce s pl 6.74 a 6.34 (Takasawa andoldwa., 1983). Primarni sekvence
téchto izoforem odhalily jejich rozdilnou strukturuN¢koncovécasti (Takasawa et al.,
1983). To by vys#tlovalo specializovanou funkci N-koncovych aminoédys, kterou
Hornemann a Stolz (Hornemann et al., 2000b; Stotz Wallimann, 1998) hypoteticky
uvaZzuji jako zodpasdnou za vazbu do myofibrily.

Zajimavym nalezem je prace George(a) et al. (1984)-CK purifikovana z tkas

psiho myokardu zde existuje jako jednotna pl forrale, @i uvolnéni do plazmy se
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vyskytuje ve tech forméach. Vysledky z chromatofokusace ukazalfotmy MM1, MM2
a MM3 liSici se svymi izoelektrickymi body 7.5843.a 7.30, pcemz MML1 a tk&ova
CK (MMt) maji identickou peptidovou mapu, ale MM2WM3 se liSily nejmén v jedné

aminokyselig v C-konci.

Pri purifikaci CK kapalinovou chromatografii jsme elwli ¢istou CK frakci i
330 mM NaCl, pH 9. Takasawa (Takasawa and Shiokd®8}1) pouzival oproti nam
slaby anex (DEAE celluosu) pro purifikaci cytoskBcMM-CK z vefe acisty enzym
ziskal @i 10-krat nizSich koncentracich soli (20 mM)i mizSim pH media (8,7), ve
srovnani s mou praci. To je v souladu s nizSim KIvepre (majoritni izoforma 6,57),

oproti nami naréfené hodnatu potkana (majoritni izoforma 7,17).

Mnou namdtend specifickd enzymatickd aktivita purifikované 8K, 35 1U/mg je
3,4-krat nizSi nez je specifickd aktivita ko@r dodavané CK 280 IU/mg mnou
opakova® nantrené. Je ale také vice nez 10-krat vySSi nez spkgifenzymaticka
aktivita permeabilizovanych vilaken, ktera kolisa@lleatypu permeabilizace od 2,8 do 6,97
IU/mg (Gregor et al., 1999) a zhruba 140-krat vy specifickd enzymatickd aktivita
CK cisté myofibrilarni frakce (Gregor et al., 2003a).

Permeabilizovana vlakna zahrnuji kriomyofibrilarni téz cytosolickou formu CK
(ktera miZze bytéast&né odmyta) a mitochondrialni CK, kteraige interferovat v rozsahu
5-20% (Wegman et al., 1992). Specifickd enzymatigktivita cisté myofibrilarni frakce
poklesla na 0,42% CK aktivity vijoehu purifikace myofibrilarni frakce. Oproti
permeabilizovanym vlakim obsahuje jiz pouze strukturdlnvazanou CK v M-linii
sarkomery a veSkeré ostatni izoformy CK jiz bylymydy (Gregor et al., 1999).iRdalSich
krocich purifikace¢istého enzymu z myofibril dochazi k postupnému siarispecifické
enzymatické aktivity CK az na 82,35 IU/mg. CK ak#vbyla néiena enzymaticky
(Bergmayer, 1963) a jeji reprodukovatelnost byldvpmvana nitenim enzymatické
aktivity komegné dodavané CK. Mnou naffena hodnota specifické enzymatické aktivity
u purifikované CK dosahuje 24% (350 1U/mg) nebo 3@&0 1U/mg) aktivity komeame
dodadvané CK. Tato sniZzend hodnot&Zzen mit d¥¢ priciny. Pritomnost velmi malého
mnozstvi jednotlivych balastnich protéjrkteré jsou pod hladinou detekce na gelu SDS-
elektroforézy. Druhym, pra¥podobrjSim divodem, niize byt gedpokladan&ast&na

denaturace proteinu vigehu purifikace.
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Celkovy vyEzek CK je 0,09 mg ve 30 g tk&ncoz odpovida 4,28% totalniho
obsahu CK purifikované z kosterniho svalu, kterdavé& Kuby (Kuby et al., 1954a). Tato
hodnota je miré nizSi oproti nalem 5-10% u kosterniho svalu a 2% u srdbo svalu
(Wallimann et al., 1977; Turner et al., 1973). Kubgtava ve své praci specifickou
enzymatickou aktivitu purifikované rekrystalizova@X 52,3 IU/mg. Mnou nasgtena
hodnota je zhruba o 37% vyssi.

Je to obecna otadzka, zdali interakce enzymu sektstélnimi proteiny
lokalizovanymi v subcelularnich strukturach jeheskytu, maji vyznam praéizeni jejich
aktivity. Fyziologicky komponent zmény v Uvodu, kteryiidi aktivitu CK, obratil naSi
pozornost k firozené interakci CK s myofibrilami.

Myofibrily mohou byt povazovany za nejjednodus§ulguru, ktera si uchovava
svoji fyziologickou funkci, tj. kontrakci. S@éasré nAm umo#uje @istup na molekularni
arovni k CK — myofibrilarni interakci, kter4d by miahovliviiovat jeji enzymatickou
aktivitu. Pro takovou interakci jsouildzité dw véci: vyména CK mezi déma uvedenymi
kompartmenty, a vazba, ktera drzi CK a proteinyimielpospolu. Ob jsou obsahem nasi

prace.

Myofibrily jako experimentalni objekt

Purifikované myofibrily si zachovavaji svoji fytagickou funkci, ktera byla
potvrzena schopnosti kontrakce, CK aktivitou 0,840,682 1U/mg odpovidajici Ventura-
Clapier et al. (1987) a naSiniggichozim nalemm (Gregor et al., 2003a).

Eluce CK z myofibril (eluované myofibrily) pomociizkoiontového media byla
acinnd a snizila specifickou aktivitu CK na 0,01 8@ IU/mg. Cilem eluce bylo ziskani
jednoduchého kinetického modelu. AvSak FLIP experitrukazal, Ze nahrazeni nativni
CK za CK-IAF je v M-linii peveé vazana. Na zaklgdtoho byly eluované myofirily
vylouéeny z experimentu. Naslednd SDS-PAGE analyza ukazatratu dalSich
strukturnich protei z myofibril, krom¢ ocekavané CK (43 kDa) (obr.5-viz vysledky).
Zejmeéna aktin (vysSi bend, 43 kDa) sgates CK (nizsi bend, 43 kDa) byly potvrzeny
hmotnostni spektrometrii. ddteré dalSi vysokomolekularni proteiny okolo 70, 88020
kDa byly detekovany pomoci SDS-PAGE. V niZzSi MWexinalo o dva pruhy v oblasti 20
a 30 kDa. 30 kDa by mohl byt DRAL-FHL2, ktery zpiieslkovava kotvu CK s titinem
(Lange et al., 2002; Lange et al., 2005). Obr.Z2 (4tsledky) ukazuje, Ze nizkoiontové

medium mohlo poSkodit strukturu sarkomery v oblasg&nSich proteiinTento zfisob
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mohl odkryt rgkteré nespecifické interakce CK v M-linii. Tentoskydek téz ukazuje, Ze
malé proteiny jsou stejnnezanedbatelné prdigzenou interakci CK v M-linii stegatak

jako jeji hlavni partn& myomesin a M-protein.

pH zavislost CK-IAF interakce v M-linii sarkomery

Vysledky ukazuji silnou pH zavislost s myofibrilamM-linii sarkomery. V slab
kyselém prosedi je vazba nativni CK tak silna, Ze zcela wyja vyménu CK mezi
okolim a M-linii. Tyto nalezy koresponduji s poze@oim silné pH zavislosti na interakci
mezi CK a myomezinu (Hornemann et al., 2003). Tefatkt miZe byt hypoteticky
vyswtlen fyziologickou funkci CK, jako pH pufru (Adanmet al., 1990) a ATP pufru
v oblasti fyziologickych hodnot zény pH @i kotrakci (Chase and Kushmerick, 1988).
Téz ,energy channelling® mezi CK a myozin ATPazoosahuje maximaip pH 6.95
(Gregor et al., 2003a), to by mohlo pomoci Wt/ vyznam silné vazby v M-linii f
okyseleni. Proces vyny CK dosahuje maximalni rychlosti v méribazickém prosedi
pH 7.10-7.17, coz je v souladu #@dchozimi daty (Ventura-Clapiet al., 1987), které
ukazuji rekonstrukci CK v M-linii  pH 7.1. Slabsi interakce CK téziae byt vys¥étlena
jejim pl v mirr¢ alkalické oblasti Malacova et al., 2004viz priloha 7.3.1; Wright-Weber
et al., 2006). Na druhé strarkraft et al. (1995) pouzil neutralni pH na v§mu CK
molekul v permeabilizovanych vlaknech. V tomto @thg pozorovali pouzéast€nou a

pomalou vyn¢nu CK-1AF molekul v M-linii.

Uloha CK substrdit
Vysledky prezentované v obr.6, 7 (viz vysledkyyayiuji pouziti metody FLIP

metody v planarnim systému dvou &mnic. Vysledné hodnoty obr.8, 9 (viz vysledky)
nam umo#uji kvantifikovat vyménu CK a reciproné usuzovat silu vazby. V mign
alkalickych podminkach (7.1 — 7.15) je v§ma mezi nativé vdzanou a externi CK-IAF
velmi rychld (v sec) (obr.8, viz vysledky). Rychiag/mény v pgritomnosti substrétje az
60-krat pomalejSi (v min) v pbéhu ustaleni rovnovahy. FLIP experiment ukéazal, jak
konformani zmena CK molekuly indukovana vazbou substraivliviiuje proces vyriny
mezi M-linii a okolim. Tyto vysledky ukazuji sij$i vazbu CK zpsobenou vazbou
substrai. ATP indukovana autofosforylace svalové CK (Sttlal., 2002) a nukleotidilace
(Satyajit et al., 1999) fize téz ovlivnit tuto interakci s myofibrilami, sitj jako
konformani zmena zmisobena vazbou substigilahiri et al., 2002; Mejsnar et al., 2002;
Mejsnar et al., 2005).
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V této praci ukazujeme, Ze substraty zpomalilyhtgst vyneny CK molekuly ve
velmi tzkém rozmezi pH. To &i o tom, Ze sila vazby mezi CK a M-Ilinii se zvySika
zaklad téchto vysledk shrnujeme, Ze silna strukturalni vazba CK vyzZagiijeomnost
substrai.

Meé&reni konforménich znén CK

Jsou d¥ obecr prijimané skuténosti, které podstagnovliviuji absolutni hodnoty
enzymové aktivity. Enzymy pracuji velmi pod jejictaximalni aktivitou (jak bylo geno
v homogenatu nebo vainv roztoku) v subcelularni strukeiin situ. Tedy v porovnani s
hodnotami prezentovanymi v sekci s vysledky, jecBm&a aktivita myofibrilar vazané
CK v purifikované myofibrilarni frakci - ve sheéd gredeslymi nalezy (Ventura-Clapier R
et al.,, 1987; Zurmanova et al., 2007; Gregor et24l03a) — o dvaady nizSi. Nicmé#
relativreé specifické aktivity stejnéh@adu pro nezngnou a FITC-zngenou CK zné
biologicky funkini CK molekulu uzitou v naSich experimentech.

Indol, heterocyklicky benzen-pyrolovy hybridni p@stni rettzec tprytofanu, je
obecrg znam pro svou aromatickou reaktivitu a pro spedktopické nasledky roz&ného
elektronového systému. Indolova fluorescence jerenpro svou vysokou citlivost na jeji
lokalni mikroprostedi (Lakowicz, 1999; Eftink, 2000). Trp zbytky jstady idealni vniini
fluorofory pro sondovani i malych konfordrdch zneén, které postihuji jejich lokalni
interakce s proteinem. VSechryftuorescerni anizotropie z obr.11A (viz vysledky) byly
prokdzany, Ze obsahuji dva kokglacasy prezentované v Tab.1 (viz vysledky). RychlejSi
komponenta s koretaim ¢asem blizkym 1 ns je vztazena k segmentovému pohybu
proteinu. Amplituda segmentové mobility je vztazénamplitud segmentového pohybu
betal.Cim vy33i je segmentova svoboda proteinu, tim viggsingla byt tato amplituda

betal. Maly pokles betal je tedy zndmkou CK rigidez za fitomnosti substrét

Vysledky verifikani série experimefts FITC zatgenou CK jsou shrnuty v Tab 3
(viz vysledky). Bylo zji&no, Ze ubytky anizotropie obsahuji 3 komponentgZpntované
v piislusnych sloupcich). 3. komponenta, jako hlavmigti, je diskutovana ve vysledcich.
Prvni d¥ komponenty odraZeji rychlou depolarizaci emisem&ukorespondujicich
amplitud (beta 1 a 2) ztg Ze tyto dva pohyby vystluji vétSinu fluorescetni
depolarizace, ktera je nasledkem relatigiroké pohybové svobody &8iho FITCu v

proteinové struktie. Odhaleny posr nasSi CK znéici procedury k FITC (1:1) potvrdil

12



nase oekavani, Zze 3 mozna mista pi
vazbu FITC nedavno identifikovan
(Gregor et al., 2003c) a ozfema v obr.1
jsou nahod#& obsazena pouze po jedno

fluoroforu.

Caso¢ rozlisena fluorescemi

anizotropie odrazi depolarizaci emis

zpisobenou bdi vnittnimi  (Trp) nebo

vnejsimi (FITC) pohyby  fluoroforu. v Obr.1 Monomer CK, ZIut vyznateny vazebna

proteinech zahrnuji tyto pohyby rychl mista pro FITC &erver jsou ozn&eny vnitni

Trp. Hornikova et al., 2008;viz ptiloha 7.3.4).
kolisani postranniclkezzcia fluoroforu (s
korelainim ¢asem v ps), pomalejSi segmentovy pohyb (blizko)lan®t&ni difazi celé
makromolekuly, ktera nese informaci o tvaru a \agik proteinu (vizd2,03 v Tab.1 a 3
viz vysledky). Tato metodologie je tedy neocenielmastroj pro ohodnoceni virii

felxibility a celkovych hydrodynamickych parameeproteinu (Lakowicz, 1999).
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5. ZAVER

Prace prokazala adekvatnimi chemickymi a fyzikhinimetodami nasledujici
vlastnosti myofibrilarni kreatinkinazy (EC 2.7.3.@3K), vycisténé zcisté myofibrilarni
frakce krysiho a kraliho svalu m. psoas.

1) Sekvetini 2D SDS elektroforéza odhalilé tzoelektrické body v zkém rozsahu
fyziologického pH 7.17, 7.28 a 7.47. Specificka yenaticka aktivita CK byla 82.35
IU/mg.

2) Rychlost vyminy fluorescenné znaiené CK-IAF mezi M-linii izolovanych
myofibril a okolim (nepimo Ungrné vypovidajici osile vazbyCK molekuly v M-linii),
meéfena v rovnovazném stavu metodou FLIP, se zpomabkjgselovanim okolniho
prostedi v rozmezi pH 6.5 - 7.2.

3) Rychlost vyniny CK-IAF molekuly je ovliviena gitomnosti substrat(pH 7.10 —
7.17), kdyz rychlosti CK se substraty (konformagtosed” a ,intermediary”) jsou
prikazreé snizeny oproti rychlosti CK bez substr&t konformaci,open*).

Specifickd enzymaticka aktivita fip téchto pokusech se snizovala podle vazby
v myofibrilach az o dvaady k hodnat 0.40 IU/mg.

4) Mefeni steady-statdluorescence vnihich tryptofanovych zbytk nezngené CK
prokazala a) troji pokles fluorescencéase podle vazby substiab) zménu stedni doby
Zivotalifetime2.72 ns volné CK, vlivem vazby ATP (2.38 ns) a \@zATP+Cr (2.42 ns).

5) ZhasSeni fluorescence umich tryptofanovych zbytk akrylamidem bylo podle
Stern-Volmerovy rovnice troji velikosti pro CK, CKTP, CK-ATP+Cr.

6) Metodamitime-resolvediuorescence sledovanim Ubytku anizotropie byly tro
konformace nezri@né CK zjis&¢ny rota&ni korel@&ni ¢asy molekuly: CK=35 ns, CK-
ATP=27 ns, CK-ATP+Cr=29 ns.

Specificka aktivita nezgané CK pi fluorescernich netenich byla 250 1U/mg.

7) Vysledky pod body 4,5,6 byly potvrzeny stejnymmetodami niieni steady-state a
time-resolvedfluorescence molekuly CK zdené FITC. Fslusné roténi ¢asy pro CK-
FITC molekulu byly ve stejném padi: 34, 27 a 30 ns.

Specificka aktivita CK-FITC bylaiptéchto pokusech 50 IU/mg.
8) Na molekule CK zn#né dansylchloridem, dvdjitznaené FITC+ErTC a

IAF+ErITC a byl prokdzafluorescedni resonaidni energeticky fenosFRET.
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7. PRILOHY

7.1. LITERARNI UVOD

7.1.1. Ptehled genové exprese izoforem CK a porovnani primorstruktur

(http://www.genecards.org)
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CK al i gnnent

>brai n CKB

MPFSNSHNAL KL RFPAEDEFPDL SAHNNHVAKVL TPEL YAEL RAKSTPSGFTLDDVI QTGVDNPGHPY! M
TVGCVAGDEESYEVFKDLFDPI | EDRHGGYKPSDEHKT DL NPDNL QGGDDL DPNYVLSSRVRTGRSI RGF
CLPPHCSRGERRAI EKLAVEAL SSL DGDL AGRYYALKSMIEAEQQQL I DDHFL FDKPVSPLLLASGVARD
WPDARG VWHNDNKTFLVW/NEEDHLRVI SMKGANWKEVFTRFCTGLTQ ETLFKSKDYEFMANPHL GYI
LTCPSNLGTALRAGVHI KLPNL GKHEKFSEVLKRLRL QKRGT GGVDTAAVGGVFDVSNADRL GFSEVELV
QWVDGVKLLI EMEQRL EQGQAI DDLMPACQK

>nmuscl e CKM

MPFGNTHNKFKLNYKPEEEYPDL SKHNNHVAKVL TLEL YKKLRDKETPSGFTVDDVI QTGVDNPGHPFI M
TVGCVAGCDEESYEVFKELFDPI | SDRHGGYKPTDKHKT DL NHENL KGGDDL DPNYVL SSRVRTGRSI KGY
TLPPHCSRGERRAVEKL SVEAL NSL TGEFKGKYYPLKSMIEKEQQQL I DDHFL FDKPVSPLLLASGVARD
WPDARG WHNDNKSFLVW/NEEDHLRVI SMEKGGNVKEVFRRFCVGL(KI EElI FKKAGHPFMANCQHL GYV
L TCPSNL GT GLRGGVHVKL AHL SKHPKFEEI L TRLRL QKRGTGGVDTAAVGSVFDVSNADRL GSSEVEQV
QLVWDGVKLMWEMEKKLEKGQSI DDM PAQK

>CKMI'1A

MAGPFSRLLSARPCGLRLLALAGAGSLAAGFL L RPEPVRAASERRRL YPPSAEYPDL RKHNNCIVASHL TPA
VYARLCDKTTPTGWILDQCI QT GVDNPGHPFI KTVGWAGDEET YEVFADL FDPVI QERHNGYDPRTMKH
TTDLDASKI RSGYFDERYVLSSRVRTGRSI RGLSLPPACTRAERREVERVVVDAL SALKGDLAGRYYRLS
EMIEAEQQQL I DDHFL FDKPVSPLL TAAGVARDWPDARG WHNNEKSFL I VWNEEDHTRVI SMEKGGNIVK
RVFERFCRGLKEVERLI QERGNEFMANERL GYI LTCPSNLGTGLRAGVHI KLPLLSKDSRFPKI LENLRL
KRGTGGVDTAATGGVFDI SNLDRLGKSEVELVQLVI DGVNYLI DCERRLERGQDI Rl PTPVI HTKH
>CKMI1B

MAGPFSRLL SARPGLRLLALAGAGSLAAGFLLRPEPVRAASERRRL YPPSAEYPDL RKHNNCVASHL TPA
VYARLCDKTTPTGW LDQCI QT GVDNPGHPFI KTVGWAGDEETYEVFADL FDPVI QERHNGYDPRTMKH
TTDLDASKI RSGYFDERYVLSSRVRTGRSI RGLSLPPACTRAERREVERVVVDAL SGLKGDLAGRYYRLS
EMIEAEQQQLI DDHFL FDKPVSPLLTAAGVARDWPDARG WANNEKSFLI VW/NEEDHTRVI SMEKGGNIVK
RVFERFCRGLKEVERL| QERGNEFMANERL GYI LTCPSNLGTGLRAGVHI KLPLLSKDSRFPKI LENLRL
KRGTGGVDTAATGGVFDI SNLDRLGKSEVELVQLVI DGVNYLI DCERRLERGQDI Rl PTPVI HTKH

>CKMI'2
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MASI FSKLLTGRNASLLFATMGTSVLTTGYL LNRQKVCAEVREQPRL FPPSADYPDL RKHNNCVAECL TP

Al YSKLRNKVTPNGYTLDQCI QTGVDNPGHPFI KTVGWAGDEESYEVFADL FDPVI KL RHNGYDPRVIVK

HTTDLDASKI TQGQFDEHYVLSSRVRTGRSI RGLSLPPACTRAERREVENVAI TALEGLKGDLAGRYYKL

SEMIEQDQORL | DDHFL FDKPVSPLLTCAGVARDWPDARG WHNYDKTFLI W NEEDHTRVI SMEKGG\M

KRVFERFCRGLKEVERL| QERGAEFMANERL GYI L TCPSNLGTGLRAGVHVRI PKL SKDPRFSKI LENLR
LQKRGTGGVDTAAVADVYDI SNI DRI GRSEVELVQ VI DGYNYLVDCEKKL ERGQDI KVPPPLPQFGKK

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignnment

nmuscl e
brain

nmuscl e
brain

nmuscl e
brain

nmuscl e
brain

nmuscl e
brain

nmuscl e
brain

nmuscl e
brain

MPFGNTHNKFKLNYKPEEEYPDL SKHNNHVAKVL TLEL YKKLRDKETPSGFTVDDVI QTG 60

MPFSNSHNAL KL RFPAEDEFPDL SAHNNHVAKVL TPEL YAELRAKSTPSGFTLDDVI QTG

*kk Kk kk - kx ko ks khkkkh Khkkkhkkdkhkhkkhk Kkkhkxk ckk k kkkkkk s kkkhkkkhkkx

VDNPGHPFI MTVGCVAGDEESYEVFKELFDPI | SDRHGGYKPTDKHKT DL NHENL KGGDD
VDNPGHPYI MI'VGCVAGDEESYEVFKDLFDPI | EDRHGGYKPSDEHKT DL NPDNL QGGDD

khkkhkkkhhk khdhhkddhdddrddhhddrdhdhd: khhdddx *dxddxdddkd: % khxk*x*x skk e kk ok ok

LDPNYVLSSRVRTCGRSI KGYTLPPHCSRCGERRAVEKL SVEALNSL TGEFKCGKYYPLKSMT
LDPNYVLSSRVRTCGRSI RGFCLPPHCSRGERRAI EKLAVEAL SSL DGDLAGRYYALKSMI!

R R b S Sk R R O b SR ) khkkhkkkhhkhkhhdxk kxk kd*kx *x% *-. . *kk kkkkk

60

120
120

180
180

EKEQQQLI DDHFL FDKPVSPLLLASGVARDWPDARG WHNDNKSFLVWNEEDHLRVI SM 240
EAEQQQLI DDHFLFDKPVSPLLLASGVARDWPDARG WHNDNKTFLVW/NEEDHLRVI SM 240

R kR kI R R ok kR Rk I b S S R R Sk S S SR S S R R R O o S

EKGGNWKEVFRRFCVGL QKI EEI FKKAGHPFMANQHL GYVL TCPSNL GTGLRGGVHVKLA
KCONVKEVFTRFCTGLTQ ETLFKSKDYEFMANPHLGYI LTCPSNLGTGLRAGVHI KLP

rkkkkkkhkkkhkk kK k% kK kK . kkkk K*hkkhkkkkkhkkhkkhkkkkhkkkhkk K*kk. k%

300
300

HL SKHPKFEEI LTRLRL QKRGT GGVDTAAVGSVFDVSNADRL GSSEVEQVQLVWDGVKLM 360

NL GKHEKFSEVL KRL RL QKRGT GGVDTAAVGGVFDVSNADRL GFSEVEL VOWVDGVKL L

rk kk kk kk kkkkhkkkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkkhk khkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkk kkhkhkk kkhk kkkkhkkkk.

VEMEKKLEKGQSI DDM PAQK 381
| EMEQRLEQGQAI DDLMPAQK 381

rkkk s s kks kk kkk s Kk Kk Kk

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignnent

CKMI'1A
CKMI1B
CKMT2

CKMI'1A
CKMI'1B
CKMI2

CKMI'1A

MAGPFSRLLSARPGLRLLALAGAGSLAAGFLLRPEPVRAAS- ERRRL YPPSAEYPDL RKH
MAGPFSRLLSARPGLRLLAL AGAGSL AAGFLLRPEPVRAAS- ERRRL YPPSAEYPDL RKH
MASI FSKLLTCGRNASLLFATMGTSVLTTGYLLNRQKVCAEVREQPRLFPPSADYPDL RKH

* % * ko ok k. * * .k * - E LR SRR . * % * k- kkkhk kkdkkkx

NNCVASHL TPAVYARL CDKTTPTGA LDQCI QTGVDNPGHPFI KTVGWAGDEETYEVFA
NNCVASHL TPAVYARL CDKTTPTGAM L DQCI QTGVDNPGHPFI KTVGWAGDEET YEVFA
NNCVAECL TPAI YSKLRNKVTPNGYTLDQCI QTGVDNPGHPFI KTVGWAGDEESYEVFA

*kkk*k khkkk+ ke ok ok kk Kk khhkhkkhkhkkhkkhkkhhkkhkhkhkhhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkk kkhkkkk

DLFDPVI QERHNGYDPRTMKHT TDLDASKI RSGYFDERYVL SSRVRTGRSI RGLSLPPAC

360

59

60

119
119
120

179
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CKMI'1B DLFDPVI QERHNGYDPRTMKHT TDLDASKI RSGYFDERYVLSSRVRTGRSI RGLSLPPAC 179

CKMr2 DLFDPVI KL RHNGYDPRVMKHT TDL DASKI TQGQFDEHYVLSSRVRTGRSI RGLSLPPAC 180
*******: ********.************ .* ***:**********************
CKMI'1A TRAERREVERVVVDAL SGLKGDLAGRYYRL SEMITEAEQQQL | DDHFLFDKPVSPLLTAAG 239
CKMr1B TRAERREVERVVVDAL SGLKGDLAGRYYRLSEMIEAEQQQL I DDHFLFDKPVSPLLTAAG 239
CKMT2 TRAERREVENVAI TALEGLKGDLAGRYYKL SEMIECQDQORL | DDHFLFDKPVSPLLTCAG 240
*********.*.: **-***********:****** :**:*****************.**
CKMI'1A MARDWPDARG WHNNEKSFLI VWNEEDHTRVI SMEKGGNVKRVFERFCRGLKEVERLI QE 299
CKMI1B MARDWPDARG WHNNEKSFL | WNEEDHTRVI SMEKGGNVKRVFERFCRGLKEVERLI QE 299
CKMT2 MARDWPDARG WHNYDKTFLI W NEEDHTRVI SMEKGGNVKRVFERFCRGLKEVERLI QE 300
R R S IR S *: ****: Rk S R R Rk S S O R R R b o S S
CKMI'1A ROGAEFMANERL GYI LTCPSNLGTGLRAGVHI KLPLLSKDSRFPKI LENLRLQKRGTGGVD 359
CKMI'1B RGNEFMANERL GYl LTCPSNLGTGLRAGVHI KLPLLSKDSRFPKI LENLRLQKRGTGGVD 359
CKMI2 ROGAEFMANERL GYI LTCPSNLGTGLRAGVHVRI PKLSKDPRFSKI LENLRLQKRGTGGVD 360
******************************: * ****. **. kkkkhkkhkkkhkhkkhkkkkk%x
CKMI'1A TAATGGVFDI SNLDRLGKSEVELVQLVI DGVYNYLI DCERRLERGQDI Rl PTPVI HTKH- 417
CKMI1B TAATGGVFDI SNLDRLGKSEVELVQLVI DGVYNYLI DCERRLERGDI Rl PTPVI HTKH- 417
CKMT2 TAAVADVYDI SNI DRI GRSEVELVQ VI DGVYNYLVDCEKKL ERGQDI KVPPPL PQ:GKK 419

*** * **** ** * ******* ******** *** -******* -* *

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignnment

CKMT1A MAGPFSRLL SARPGL RLLALAGAGSL AAGFLLRPEPVRAAS- ERRRL YPPSAEYPDLRKH 59
CKMT1B MAGPFSRLL SARPGL RLL ALAGAGSL AAGFL L RPEPVRAAS- ERRRL YPPSAEYPDLRKH 59
CKMT2 MASI FSKLLTGRNASLLFATMGTSVL TTGYLLNRQKVCAEVREQPRL FPPSADYPDLRKH 60
brain e MPFSNSHNALKLR: - - - = = - - = - - - - - FPAEDEFPDLSAH 26
muscle s MPEGNTHNKFKLN- - - - < = - <<= =< - - YKPEEEYPDLSKH 26
* sk k ok *
CKMT1A NNCMVASHL TPAVYARL CDKTTPTGWILDQC! QTGVDNPGHPFI KTVGMWAGDEETYEVFA 119
CKMT1B NNCMASHL TPAVYARL CDKTTPTGWI L DQCI QTGVDNPGHPFI KTVGMWAGDEETYEVFA 119
CKMT2 NNCMAECL TPAI YSKLRNKVTPNGYTLDQC! QTGVDNPGHPFI KTVGMWAGDEESYEVFA 120
br ai n NNHVAKVL TPEL YAEL RAKSTPSGFTLDDVI QTGVDNPGHPYI MI'VGCVAGDEESYEVFK 86
nuscl e NNHVAKVL TL EL YKKL RDKETPSGFTVDDVI QTGVDNPGHPFI MI'VGCVAGDEESYEVFK 86
* % **. * % :* .* * **.*:*:*: ***********:* * % % ******:****
CKMT1A DLFDPVI QERHNGYDPRTMKHTTDLDASKI RSG- YFDERYVL SSRVRTGRS| RGLSLPPA 178
CKMT1B DLFDPVI QERHNGYDPRTMKHTTDLDASKI RSG- YFDERYVL SSRVRTGRS| RGLSLPPA 178
CKMT2 DLFDPVI KLRHNGYDPRVMKHTTDLDASKI TQG- QFDEHYVL SSRVRTGRSI RGLSLPPA 179
br ai n DLFDPI | EDRHGGYKP- SDEHKTDLNPDNL QGGDDL DPNYVL SSRVRTGRS| RGFCLPPH 145
nuscl e ELFDP! | SDRHGGYKP- TDKHKTDLNHENL KGGDDL DPNYVLSSRVRTGRS! KGYTLPPH 145
:**** * ** ** * :* *** L * .* -************* * * % %
CKMT1A CTRAERREVERVVVDAL SGL KGDL AGRYYRL SEMIEAEQQQL| DDHFLFDKPVSPLLTAA 238
CKMT1B CTRAERREVERVVVDAL SGL KGDL AGRYYRL SEMIEAEQQQL| DDHFLFDKPVSPLLTAA 238
CKMT2 CTRAERREVENVAI TALEGL KGDLAGRYYKL SEMIEQDQQRLI DDHFLFDKPVSPLLTCA 239
br ai n CSRGERRAI EKLAVEAL SSL DGDL AGRYYAL KSMIEAEQQQL| DDHFLFDKPVSPLLLAS 205
nuscl e CSRGERRAVEKL SVEALNSL TGEFKGKYYPL KSMIEKEQQQL| DDHFLFDKPVSPLLLAS 205
*:*.*** * **..* * *:** *..*** :**:**************** .
CKMT1A GVARDWPDARGH WHNNEKSFLI WNEEDHTRVI SMEKGGNVKRVFERFCRGLKEVERLI Q 298
CKMT1B GVARDWPDARGH WHNNEKSFLI VWNEEDHTRVI SMEKGGNVKRVFERFCRGLKEVERLI Q 298
CKMT2 GVARDWPDARGH WHNYDKTFLI W NEEDHTRVI SMEKGGNVKRVFERFCRGLKEVERLI Q 299
br ai n GVARDWPDARGH WHNDNKTFLVVWNEEDHL RVI SMOKGGNVKEVFTRFCTGLTQ ETLFK 265
nuscl e GMARDWPDARG! VHNDNKSFLVVWNEEDHLRVI SVEKGGNVKEVFRRFCVGLQKI EEI FK 265
kkkkhkhkhkkkhkkhkhkhkkkk*k :* ** * *k kk*k ***** ****** k% **k*%k k%
CKMT1A ERGAEFMARERL GYI L TCPSNLGTGLRAGVHI KLPLLSKDSRFPKI LENLRLQKRGTGGV 358
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CKMI'1B ERGNEFMANERL GYI LTCPSNLGTGLRAGVHI KLPLLSKDSRFPKI LENLRLQKRGTGGV 358

CKMr2 ERGVEFMANERL GYI LTCPSNLGTALRAGVHVRI PKLSKDPRFSKI LENLRLQKRGTGGV 359
brain SKDYEFMANPHLGY1 LTCPSNLGTG-RAGVHI KLPNLGKHEKFSEVLKRLRLQKRGTGGV 325
nuscl e KAGHPFM/\NQ—|LGYVLTCPSNLGTGLRGC-NH\/KLAHLSKHPKFEEI LTRLRLQKRGTGGV 325
. *k k% :*** ************ *** * * :* * .***********
CKMI'1A DTAATGGVFDI SNLDRLGKSEVELVQLVI DGVNYLI DCERRLERGQDI Rl PTPVI HTKH 417
CKMI1B DTAATGGVFDI SNLDRLGKSEVELVQLVI DGYNYLI DCERRLERGQDI RI PTPVI HTKH- 417
CKMT2 DTAAVADVYDI SNI DRI GRSEVELVQ VI DGVNYLVDCEKKLERGQDI KVPPPLPQFCGKK 419
brain DTAAVGGVFDVSNADRL GFSEVELVOWVDGVKLL I EVEQRLEQGQAI DDLMPACK- - - - 381
nuscl e DTAAVGSVFDVSNADRLGSSEVEQ\/Q_WDC-NKLM\/EI\/EKKLEKG(BI DDM PAQ((— --- 381

**** * * * * ** * kkk*k ** * *** . *--** * %k k%
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7.1.2. Sekvence kreatinkindzy (EC 2.7.3.2); M — izoforkalik

1 MPFGNTHNKY KLNYKSEEEY PDLSKHNNHM AKVLTPDLYK KLRDKETPSG FTLDDVIQTG

61 VDNPGHPFIM TVGCVAGDEE SYTVFKDLFD PIIQDRHGGF KPTDKKTDL NHENLKGGDD

121LDPHYVLSSR VRTGRSIKGY TLPPHCSRGE RRAVEKLSVE ALNSIGEFK GKYYPLKSMT

181EQEQQQLIDD HFLFDKPVSP LLLASGMARD WPDARGIWHN DNKSFYWVN EEDHLRVISM

241 EKGGNMKEVF RRFCVGLQKI EEIFKKAGHP FMWNEHLGYV LTCPSNGTG LRGGVHVKLA

301 HLSKHPKFEE ILTRLRLQKR GTGGVDTAAV GSVFDISNAD RLGSS¥EQV QLVVDGVKLM

361 VEMEKKLEKG QSIDDMIPAQ K

mTmooO >

Alanin G Glycin
Cystein H Histidin
Asparagova kyselina | Isoleucin
Glutamova kyselina K  Lysin
Fenylalanin L Leucin

M Methionin S Ser
N  Asparagin TThreonin
P rolia V  Valin
Q Glutamin W  Tryptofan
R  Arginin Y Tyrosin
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7.2. METODIKA PRACE
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7.2.1. Slozeni pouzitych médii praipravu myofibrilarni frakce a eluci CK z myofibril

ad 1) Homogeniz#&ni medium, nastavit pH=7.0 KOH (Wallimann and Eppenberger,
1985)

MW Molarita ad 1000ml
KCI 74,55 0,1M 7,460 g
EGTA 380,40 1mM 0,380 g
EDTA 372,24 5 mM 1,860 g
DTT 154,20 5 mM 0,771 ¢
PMSF 174,20 0,1 mM 17 mg
NaN; 65,10 3 mM 195 mg

ad 2) Medium s nizkym obsahem ionit, nastavit pH=7.1 KOH (Arrio-Dupont and De
Nay, 1986)

MW Molarita ad 1000ml
EDTA 372,24 3mM 1,120 g
MOPS 209,27 20 mM 4,190 ¢

D-MANITOL 182,18 230 mM 41,900 g

DTT 154,20 5 mM 0,771 g

ad 3) Bezvapnikovy izotonicky roztok nastavit pH=7.0 KOH
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MW Molarita ad 1000m|
NacCl 58,44 121 mM 749
EGTA 380,40 1 mM 0,380 g
EDTA 372,24 5 mM 1,860 g
DTT 154,20 0,2 mM 30,84 mg
PMSF 174,20 0,1 mM 17 mg
NaNs 65,10 3 mM 195 mg

ad 4) Relaxd&ni pufr, nastavit pH=7.1 KOH

MW Molarita ad 1000ml
HEPES 238,3 20 mM 4,77 g
MgCl, 95.20 1,2 mM 114,24 mg
EGTA 380,40 5mM 199
EDTA 372,24 1 mM 0,372 ¢
DTT 154,20 2mM 30,84 mg
PMES 174,20 0,1 mM 17 mg
NaN3 65,10 3mM 195 mg
Propionat draselny 100 mM
ApsA 916,4 0,2 mM 183 mg
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7.2.2. Elwni protokoly

Protokol eluce:

Ekvilibraéni pufr (Buffer A) pH = 8,72

Elwni pufr(Buffer B) pH = 8,7

step
number start (ml) step
1 0,0 |Collect Fractions of size 1.00 ml during entun
2 0,0 Isocratic Flow with 100% Buffer A: 5 mM TrigH 8.72,
0% Buffer B: 5 mM Tris, 1 M NaCl, pH 8.7 at 1.60/min for 1.0 ml
3 1,0 | Static Loop: Inject 1.0 ml sample at 1.00nmnt for 1 min
4 2,0 Isocratic Flow with 100% Buffer A: 5 mM TrigH 8.72,
0% Buffer B: 5 mM Tris, 1 M NaCl, pH 8.7 at 1.00/min for 5.0 ml
5 7,0 Linear gradient with 0% to 50% Buffer B: 5 mMivls, 1 M NacCl,
pH 8.7 at 1.00 ml/min for 12.0 ml
6 19,0 |Linear gradient with 50% to 100% Buffer Bn# Tris, 1 M NacCl,
pH 8.7 at 1.00 ml/min for 6.0 ml
7 25 Isocratic Flow with 0% Buffer A: 5 mM Tris, pH 8.72
100% Buffer B: 5 mM Tris, 1 M NaCl, pH 8.7 at 1.60/min for 3.0 m
8 28 Isocratic Flow with 100% Buffer A: 5 mM Tris, pHZ2,
0% Buffer B: 5 mM Tris, 1 M NaCl, pH 8.7 at 1.00/min for 3.0 ml
9 31 Isocratic Flow with 0% Buffer A: 5 mM Tris, pH 8.72
100% Buffer B: 5 mM Tris, 1 M NaCl, pH 8.7 at 1.60/min for 5.0 m
10 36 End of protocol

10¢



Protokol eluce: - zména elknich podminek = z#ma pH
Ekvilibra¢ni pufr (Buffer A) pH = 9,02
Elweni pufr(Buffer B) pH = 9,0

step
number Start (ml) step
1 0.0 Collect Fractions of size 1.00 ml during entun
2 0.0 Isocratic Flow with 100% Buffer A: 5 mM TrigH 9.02,
0% Buffer B: 5 mM Tris, 1 M NaCl, pH 9.0 at 1.60/min for 1.0 ml
3 1.0 Static Loop: Inject 1.0 ml sample at 1.00nmi for 1 min
4 2.0 Isocratic Flow with 100% Buffer A: 5 mM TrigH 9.02,
0% Buffer B: 5 mM Tris, 1 M NaCl, pH 9.0 at 1.00/min for 5.0 ml
5 7.0 Linear gradient with 0% to 50% Buffer B: 5 mMivls, 1 M NacCl,
pH 9.0 at 1.00 ml/min for 12.0 ml
6 19.0 |Linear gradient with 50% to 100% Buffer BnM Tris, 1 M NacCl,
pH 9.0 at 1.00 ml/min for 6.0 ml
7 25.0 |Isocratic Flow with 0% Buffer A: 5 mM TrigH 9.02,
100% Buffer B: 5 mM Tris, 1 M NaCl, pH 9.0 at @.tl/min for 3.0 m
8 28.0 |lIsocratic Flow with 100% Buffer A: 5 mM TyrigH 9.02,
0% Buffer B: 5 mM Tris, 1 M NaCl, pH 9.0 at 1.6@0/min for 3.0 ml
9 31.0 |Isocratic Flow with 0% Buffer A: 5 mM TrigH 9.02,
100% Buffer B: 5 mM Tris, 1 M NaCl, pH 9.0 at @.tl/min for 5.0 m
10 36.0 | End of protocol
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7.2.3. SDS-elektroforéza, zasobni roztoky

Roztok A: 29,4 g akrylamidu a 0,8 g N,N-methylenbisakrylamsgurozpusti v bO
a doplni na 100 ml ¥0. Roztok se iefiltruje pres 0,22um a skladuje v tmavé lahvitip
4°C. Roztok A by ner#l byt stari nez 1 gsic.

Roztok B: 10 g SDS na 100 mlJ@. Roztok se skladujeigpokojové teplat.

Roztok C: 9,1 g Tris se rozpusti v.B upravi pH kyselinou chlorovodikovou (HCI)
na pH=8.8 a doplni D na 100 ml. Roztok se skladujé #°C.

Roztok D: 3 g Tris se rozpusti v, upravi pH HCI na pH=6.8 a doplni® na
100 ml. Roztok se skladujéig°C.

Roztok E: 30,3 g Tris, 144 g glycinu, 10 g SDS a doplnjOHha 1000 ml. Roztok
se skladuje i pokojové teplat.

Roztok F: 10 mg bromfenolové madse rozpusti v 1 ml roztoku D. Roztok se
skladuje v —28C.

Roztok G: 1 g persiranu amonného se rozpusti a doplni nanl18,0. Roztok se
skladuje se i —20C.

Elektrodovy pufr: 100 ml roztoku E se iedi 900 ml HO.

Vzorkovy pufr: pouziva se kedéni vzorku v pondru 1 : 1 pro SDS-elektroforézu.
Vzorkovy pufr se skladujeip—20°C. Bromfenolova modobsazena ve vzorkovém pufru

slouzi ke zviditelaini ,cela“ pii elektroforéze.

SloZeni vzorkového pufru: 2,4 ml roztoku D
2 ml roztoku B
1 ml glycerolu
4 ml HO
0,1 ml roztoku F
0,5ml0,1 MDTT

MnoZstvi roztok pro gipravu polyakrylamidového gelut@zné hustoty) o tloustce

1 mm pro Mini Protean Il, Bio-Rad. Uvedené mnozgiypro 2 gely.



zaostovaci
délici gel 12% 10% |gel 5%
A (ml) 4 34 0,8
B (ul) 100 100 50
C (ml) 5 5 D (ml) 2,5
H,0O (ml) 0,8 1,4 1,6
TEMED (pl) 5 5 5
G (ul) 100 100 50

Barvici roztok Coomassie brilliant blue a Bismark brown R: byl pripraven
smichanim roztak 0,2% (w/v) CBB a 0,05% (w/v) BBR, které se rozjpust
v methanol:kys.octova:voda = 40 : 7 : 53 s kazdyat@ntovym dilem 1 : 0,75.

Odbarvovaci roztok: methanol : kys.octova : voda=40:7 : 53

MnoZstvi roztok pro gipravu polyakrylamidového gelui@né hustoty) o tlousce 1

mm pro Hoefer SE 600. Uvedené mnozZstvi je pro 2. gel

zaostovaci
délici gel 12% 10% [gel 5%
A (ml) 20,8 17,4 4.4
B (ul) 520 520 260
C (ml) 13 13 D (ml) 6,5
H,0 (ml) 17,4 20,8 14,8
TEMED () 20 20 20
G () 235 235 235
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7.2.4. Slozeni roztok na stanoveni aktivity CK v kyvé&{vs = 100 ml)

Roztok¢. 1 — zasobni pufrovaci roztok
115 mM imidazol
11,5 mM octan hi@enaty
2,3mM EDTA

- rozpustit v redestilované B, upravit pH na 7.5 1 M kyselinou octovou a doplni

do 100 ml redestilovanou-B.

Roztok¢. 2 — zasobni reagémi roztok pro CK
2,3 mM ADP
5,8 mM AMP
11,5uM ApsA
23 mM D-glukdza
2,3 mM NADP
- nésledujici chemikalie rozpustit v roztoku 1, upravit pH=7.1 — 7,15 1 M

kyselinou octovou a doplnit roztoketh 1 do 100 ml. RoztoK. 2 rozlit do menSich

lahvicek a zamrazitip—20°C.

Roztoke. 3 — reageini mefici roztok
23 mM NAC

- lahvi¢ku s roztokem €. 2 rozmrazit na pokojovou teplotu, pridat NAC a

upravit pH=6,7 1 M kyselinou octovou. Roztoké. 3 pripravovat bezprostredné pied

pouzitim.

Roztoké. 4 — substrat
345 mM PCr

- navazeny PCr rozpustit v 10 ml redestilovan®H

Roztok proredEni kometni CK — zdsobni pufrovaci roztok
115 mM imidazol
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11,5 mM octan hi@naty

2,3mM EDTA

23 mM NAC

- chemikalie rozpustit v redestilovang® upravit pH=6,7 1 M kyselinou octovou

a doplnit do 50 ml redestilovanoy®l.

MnoZstvi roztok a chemikalii pipetované do kyvety pro Eieni aktivity CK

2 ml roztokwe. 3

5 ul HK pro 1500U/ml

6,5ul G6P-DH pro 700U/ml

100ul vzorku ¢i komekni CK (3pg/ml)
START 5 minut pokat

200pl roztokuc¢. 4

dukladne promichat na magnetické micoa

Stabilita roztoki:

Roztoke¢. 1: @i4°C ... 3 nésice
Roztoke. 2:v-20°C ... 2 n¥sice
Roztoké. 3:pi4°C ... 5 dni
pii pokojové teplat ... 24 hodin
v-20°Cc . 2 — 3 tydny
Roztoke. 4: @i4°C ... 3 nésice
v-20°C . 12 ndsiaa
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7.2.5. SloZeni roztok pro neieni proteir / Lowry 1951

Roztok A:
2% NaCO; do 0,1 M NaOH (2 g N&€03/100 ml 0,1 M NaOH)
- roztok A se nize skladovat maximad8 hodin

Roztok B:
0,25 g CuSQ. H,O a 0,5 g NaK vinanu do 50 ml redestilovan®H
- do hotového roztoku Bijuat pectku NaOH. Roztok B se e skladovat

maximalré 3 tydny.
Roztok C:
Folin-Ciocalteau fenolové reagens iedit s redestilovanou @ 1 : 2, vzdy dsrg

pied pouzitim

Roztok D:
roztedit 50 A : 1 B, vZdydsre pred pouZzitim
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7.2.6. TCA precipitace

Roztoky: 24% kyselina trichloroctova (24 g GCIOOH + 76 ml HO)
- vyslednéa koncentrace TCA musi byt 6%, tzn. Zeeko TCA bude 3 : 1. Takto redny
vzorek 10krat promicham v mikrozkumavce a nechaecipitovat 1 hodinu na ledu
v ledniice. Po hodi&é vzorek stéim na max. ot&ky po dobu 10 minut. Supernatant
odpipetuji a vzorek ri@dim vychlazenym 96% EtOH, abych se zbavila veSHRelé
obsazené ve vzorku. @pstaiim pri max. ot&kach po dobu 5 minut. Taktafipraveny

vzorek byl ngedn rehydratanim pufrem.

Rehydraténi pufr— rozpouSéni min 1 hodinu
7 M UREA
2 M THIOUREA
4% CHAPS
1% Ampholiny (Amersham Pharmacia Biotech)
1% DTT

krystal bromfenolové mad

Podminky fokusace:
Limit 50 pA, 20°C

150 V 750 Vh
500 V 500 Vh
3500 V 42000 Vh

Ekvilibra¢ni pufr |— inkubace 15 minut gt pokojové teplot
2% SDS
6 M UREA
0,1 mM EDTA
0,1% bromfenol blue
50 mM Tris-HCI, pH 6,8
30% glycerol
1% DTT

Ekvilibra¢ni pufr Il — inkubace 15 minut ¥i pokojové teplot
2% SDS
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6 M UREA

0,1 mM EDTA

0,1% bromfenol blue
50 mM Tris-HCI, pH 6,8
30% glycerol

2,5% iodacetamid
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7.2.7. Barveni stibrem — protoko(Blum et al., 1987)

1. Fixace
Gel fixujeme odl hod do 3 dmi na kolébce {epace)ve fixaénim roztoku, p¥i pokojové
teploté. (pokud gel fixujemeigs noc a déle, nemusi byt na kolébce). P& it

fixa¢niho roztoku/gel:

45% methanol 450ml 100% methanol

10% kys.octova 100ml konc. kys. octové

mQ voda do 1000ml

0,018% formaldehyd 50 37% formaldehydu/100ml fix.roztokd piridat tésné

pired pouzitim!!

2. Promyvani EtOH
Gel promyt3x20 min v 50% ethanolu(gel zkzl4).

3. Promyvani 0,02% Na-thiosulfatem
Gel promyt2x30sed\N&,S,03 «5H,0, dbat naas (bily gel zase zfpinledni).
piiprava 2g NaS,03 x 5H,0 /1000mI mQ vodu

4. Promyvani H,0
Gel dikladns promytmQ vodou 3x20se¢musi se odstranit Na-thiosulfét).

5. Barveni stibrem

Do roztoku AgNQ (100ml) gidattésné pired barvenim75ul 37% formaldehydu
(0,027%). Poté vlozit do taktdipraveného roztoku gel (50ml/gel). Bar2id min ve tmg
na kolébce.

ROZTOK AgNQ; PRIPRAVIT VZDY CERSTVY!!

0,2% roztok AgNO3 (100ml) 0,29 AgNG/100mI mQ vodu

- roztok michat minimak20 min

6. Promyvani H,0
Gel promyt3x10 sec mQ vodou.
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7. Vyvijeni
Do vyvijeciho roztoku fidamtésné pied vyvijenim 5Qul 37% formaldehydu (0,18%,
jinak je gel nepkhledny) a vyvijim gel tak dlouho, aZ jsou &tidmavé pruhy.

vyvijeci roztok:

2,9% NaCOs 50ml 6% NaCOs; (15g/250ml mQ vody)
0,0004% Na-thiosulfat 2ml 0,02% Na-thiosulfat
mQ voda 50mi

8. Promyvani H,0O

Jakmile se objevi tmavé prouzky, rychle gel prom@ vodou (gkolik sekund)

9. Zastaveni reakce

Reakce se zastavi roztokemslozeni:

45% methanol 45ml 100% methanolu
10% kys. octova 10ml konc. kys. octové
mQ voda do 100ml

- pokud se necha gel vyvijet déle, tak bendy tlousbtu = sliji se bendy
10. SuSeni

Gel vlozim mezi 2 celofany, kteréi@alre vypnu, odstranim bubliny a necham uschnout

na vzduchu do druhého dne.
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7.2.8. Protokol pro znéeni CK dansylchloriderfGrossmann, 1991)

ROZTOKY:

A) 50 MM Hepes ., pH8 50 ml

- 595 mg Hepes / 50 mi @

B) 50 mM Hepes + 2mM DTT, pH 8 (redukni roztok) 25 ml
- 7,715 mg DTT / 25 ml roztok A

C) Z&sobni roztok CK (100uM)
- 2,15 mg CK /0,5 ml roztok A

D) Zasobni roztok tetrathionatu sodného (TTH)(3 mM)
-1,378 mg TTH / 1,5ml roztok A

E) Zasobni roztok Dansylchloridu (DNCI) (600 uM)

- 2,67mg DC / 1m| DMF

ZNACENI CK:
1) Reverzibilni prikryti cysteinu 283 — oxidace TTH
- 36Qul zasobniho roztoku CK reaguje s 840oztoku D
- inkubace 10 minip pokojoveé teplat
2) Konjungace s DNCI
- pridat 6Qul roztoku E, finalni koncentrace DNCI = 3/
- inkubace 2 hod ve t&ma ledu (0,£C), kazdych 10 min 5krat obratit
3) Separace od volného DC a redukce cysteinu 283
- stadit vzorek na 1/3 a promyt 3kréat roztokem B na deatrech ,cut off 30 pti 6000
rpm a nechat inkubovatgs noc v lednici v roztoku B (redukce cysteidTT)

- rano stdit a 3krat promyt roztokem B a doplnit na kéneu koncentraci 3QM CK
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7.2.9. Protokol pro zn&ni CK pomoci IAF

ROZTOKY

A) Imidazolovy pufr, pH 7,5 50 mi

- 50 mM imidazol, 170,25 mg imidazolu / 50 ml
- 20 mM KClI, 74,5 mg KCI / 50ml

B) 20 mM Tris pufr, pH9 30 ml

- 72,9 mg Tris / 30ml

C) 20 mM Tris + 2 mM DTT, pH 9,5 (redukéni roztok) 30 ml
-72,9mg Tris + 92,55 mg DTT / 30ml|

D) 50 mM Hepes, pH 9,5 50 ml

- 595 mg Hepes / 50ml

E) Zasobni roztok CK (167 uM)

- 3,6 mg CK /0,5 ml roztoku A

F) Zasobni roztok TTH (16,7 mM)

-5,115mg TTH/ 1 ml roztoku A

G) Zéasobni roztok 1AF (1,2 mM)

- 0,309 mg IAF /0,5 ml DMF

ZNACENI CK
1) Reverzibilni pFikryti cysteinu 283 — oxidace TTH
- 360l zdsobniho roztoku CK reaguje 8dDroztoku F
- inkubace 10 minip pokojoveé teplat
2) Konjungace s IAF
- pridat 100pl roztoku G, finalni koncentrace IAF = 10/
- inkubace 2 hodippokojové teplat ve tnE, na kolébce

3) Separace od volného IAF a redukce cysteinu 283

- vzorek stdit na 1/3 a 4krat promyt roztokem C na centrikongxeh-off 30“ pri 6000

RPM a nechat inkubovatgs noc v lednici v roztoku C (redukce cysteidil T)

4) Dokorgeni

- rano stdit a 3krat promyt v roztoku D a doplnit na kéneu koncentraci 50M CK



7.2.10. Protokol pro zné&eni CK pomoci FITC

ROZTOKY

A) Carbonat/bicarbonatovy (CB) pufr, pH 9,5 50 ml
- 172 mg NaCO3; + 344 mg NaHC®/ 50 ml

B) 20 mM Tris pufr, pH 9,5 30 ml

- 72,9 mg Tris / 30ml

C) Zasaobni roztok CK (116 yuM)

-5 mg CK/ 1 ml roztoku A

D) Zasobni roztok FITC (25,7 mM)

-1 mg FITC / 10Qul DMF

ZNACENI CK
1) Konjungace CK s FITC
- 0,5 ml zasobniho roztoku CK reaguje s8,80ztoku D, 15g FITC / 1 mg CK, finalni
koncentrace FITC = 192M
- inkubace 4 hodippokojové teplat ve tnE, na kolébce
2) Separace od volného FITC
- vzorek stdit na 1/3 a 4krat promyt roztokem B na centrikongmit-off 30“ pri 6000
RPM
- po poslednim teni se vzorek doplni roztokem B na kémau koncentraci 5QM CK
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7.2.11. Protokol pro dvoji zngeni CK pomoci IAF + ErITC

ROZTOKY

A) Imidazolovy pufr, pH 7,5 50 mi

- 50 mM imidazol, 170,25 mg imidazolu / 50 ml

- 20 mM KClI, 74,5 mg KCI / 50ml

B) 20 mM Tris pufr, pH9 30 ml

- 72,9 mg Tris / 30ml

C) 20 mM Tris + 2 mM DTT, pH 9,5 (redukéni roztok)

-72,9mg Tris + 92,55 mg DTT / 30ml|
D) 50 mM Hepes, pH 9,5 50 ml

- 595 mg Hepes / 50ml

E) Zasobni roztok CK (167 uM)

- 3,6 mg CK /0,5 ml roztoku A

F) Zasobni roztok TTH (16,7 mM)
-5,115mg TTH/ 1 ml roztoku A

G) Zéasobni roztok 1AF (1,2 mM)

- 0,309 mg IAF /0,5 ml DMF

H) Zasobni roztok EriITC (0,84 mM)
- 0,374 mg /0,5 ml DMF

ZNACENI CK

1) Reverzibilni prikryti cysteinu 283 — oxidace TTH
- 360l zasobniho roztoku CK (E) reaguje s §40oztokem F

- inkubace 10 minip pokojové teplot

2) Konjungace s IAF

- pridat 100pl roztoku G, finalni koncentrace IAF = 1M/

- inkubace 2 hodijp pokojové teplot ve tne, na kolébce

3) Separace od volného IAF

- vzorek stdit na 1/3 a 4krat promyt roztokem B na centrikongait-off 30“ pti 6000

RPM a doplnit na 0,5 ml

30 ml



4) Konjungace s ErITC
- k 0,5 ml CK+IAF gidat 100ul roztoku H, finalni koncentrace ErITC = /1
- inkubace 4 hodippokojové teplat ve tnE, na kolébce
5) Separace od volného ErITC a redukce cysteinu 38
- vzorek stdit na 1/3 a 4krat promyt roztokem C na centrikongeh-off 30“ pri 6000
RPM a nechat inkubovatgs noc v lednici v roztoku C (redukce cysteihl T)
6) Dokonéeni

- rano stdit a 4krat promyt v roztoku D a doplnit na kéneu koncentraci 5QM CK
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7.2.12. Protokol pro dvoji zn&eni CK pomoci FITC + ErlITC

ROZTOKY

A) Karbonét/bikarbonatovy (CB) pufr, pH 9,5 50 ml
- 172 mg NaCO; + 344 mg NaHC®/ 50 ml
B) 20 mM Tris pufr, pH 9,5 30 mi

- 72,9 mg Tris / 30ml

C) Zasaobni roztok CK (116 yuM)

-5 mg CK/ 1 ml roztoku A

D) Zasobni roztok FITC (25,7 mM)

-1 mg FITC / 10Qul DMF

E) Z&sobni roztok ErITC (0,42 mM)

- 0,187 mg ErITC / 0,5 ml DMF

ZNACENI CK
1) Konjungace CK s FITC
- 0,5 ml zasobniho roztoku CK reaguje s |3,80ztoku D, 1%g FITC / 1 mg CK, finalni
koncentrace FITC = 192M
- inkubace 4 hodippokojové teplat ve tnE, na kolébce
2) Separace od volného FITC
- vzorek stdit na 1/3 a 4krat promyt roztokem B na centrikongmit-off 30, pii 6000
RPM
- po poslednim t&eni se vzorek doplni roztokem B na 0,5 ml
3) Konjungace CK s ErITC
- k 0,5 ml CK+FITC pidat 114ul roztoku E, finélni koncentrace ErITC = g
- inkubace 4 hodippokojoveé teplot ve tne, na kolébce
4) Dokorgeni
- vzorek stdit na 1/3 a 4krat promyt roztokem B na centrikongait-off 30, pii 6000
RPM

- po poslednim t&eni se CK doplni roztokem B na ké&neu koncentraci 5QM CK
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7.3. VYSLEDKY

7.3.1.

Three isoelectric points of the creatine kinasetmdsit, purified from myofibrils
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THREE ISOELECTRIC POINTS OF THE CREATINE KINASE M-S UBUNIT,
PURIFIED FROM MYOFIBRILS

D. Malacova, J.. Zurmanova, J. Mejsnar

Department of Physiology and Developmental Biolé@gulty of

Science, Charles University, Prague, Czech Republic

One of the molecular problems of muscle energetlash remains unclear, is an operation
principle of enzyme molecules in energetic reactioMyofibrillar creatine kinase (EC

2.7.3.2.) (CK) is a homodimeric enzyme, consisthgvo M-subunits, with molar mass of
43 kDa. Computed force fields indicate that thessabe-induced energy minimizing

principle is not a sufficient condition for the tdgtion of enzymatic activity (1). Lifetime

fluorometry of double labeled CK verified the ragadn range of the method for

measurements of conformational changes (2). Forfdinther progress of a loading

protocol with fluorophores, an identity of the Mbsunit was revealed, using mass
spectroscopy (MALDI) and sequential 2D SDS eledtmpsis methods. MMCK from the

rat psoas muscle was eluated from a pure myofbritaction by our procedure, using a
low ionic strength medium and subsequently purifibg liquid chromatography

techniques. The M-subunit was detected by SDS rejgwbresis as a single band,
corresponding to 43 kDa. However, MALDI detected trand overlaid with the band of
actin. Chromatofocusing results and 2D SDS eleboogsis identified three subunits of
MMCK (M1, M2, M3) of different isoelectric pointsithin a narrow range of pH, being

7.17, 7.28 and 7.47, respectively.

1. Mejsnar J et al.: Physiol. Res. 51: 35-41, 2002.
2. Gregor M et al.: Physiol. Res. 52: 579-585, 2003
Supported by grant No. VZ 113100003.
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7.3.2. Fluofrescence resonance enerqy transfer (FRETans\dated
creatine kinase molecule
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FLUOFRESCENCE RESONANCE ENERGY TRANSFER (FRET) IN
DANSYLATED CREATINE KINASE MOLECULE

D. Malacovd, P. Hermaf J. Mejsnar, J. Vecef, J. Zurmanova

Charles University PraguéFaculty of SciencéFaculty of Mathematics and Physics,
Czech Republic

The aim of our study is to bring more light on hoanformational changes underlying the
cellular control of enzyme activity should be meaasu The present study follows up on
the purification of creatine kinase (CK) EC 2.7.8@m myofibrils (1) and the search for
the appropriate fluorophores for FRET. The formambination of donor - acceptor pair,
ErlITC-IAF blocked CK activity (Cys283 by IAF) (2nd a tested fluorophore FITC, was
randomly bound at three sites of the molecule R&action of CK with dansyl chloride,
under reversibly protected cysteines, was carrigdas described (4), with a modification
of the procedure, when dialysis was replaced bytr@ems YM-30 (Millipore, 30 000
MW cut-off). The absorbances at 280 and 340 nmcatdi that one mole of the dansyl
group has reacted per mole of monomeric CK. Theip@nzyme activity of dansylated
CK dissolved in 50 mM Hepes buffer pH 8.0: 4%uBhol.min-1.mg-1 confirmed a
successful protection of cysteines during dansytati-luorescence decays and anisotropy
measuring apparatus were based on a laser exgitabarce and a photon counting
detection (Hamamatsu), with excitation at 298 nm #inorescence collection at 360 nm.
The intrinsic tryptophans’ fluorescence life tinee fCK, CK-ATP and CKATP- creatine”
decreased from 2.72, 2.38 and 2.42 ns to 2.28, dné61.97 ns, respectively, indicating
presence of an efficient FRET, being equal to 1626 and 13.6 %, respectively.
However, in all three cases the calculated domaceptor distances were found to be close
to 2.8 nm. Data indicates that the labelled segménhe protein does not significantly
change the distance to the tryptophans after bintbrboth substrates. In order to follow
physiological conformational changes we will idgnt different place for the attachment
of the label.
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7.3.3. Creatine kinase binds more firmly to the M-bandatfbit skeletal muscle
myofibrils in the presence of its substrates
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7.3.4.Creatine kinase structural changes induced by saibst
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