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Abstrakt: Cilem této prace je seznameni se s vlastnostmi a tilohou mikrotubult
v zivych organismech a déle studium zavislosti kapacity, odporu, impedance a
fazového posuvu roztokt hovéziho sérového albuminu a tubulinu na jejich kon-
centraci a vzdélenosti elektrod pro ruzné frekvence elektrického pole. Béhem
meéfeni téchto zavislosti byl objeven a zkouméan dalsi jev, a sice tvorba hydro-
gelovych srazenin obou proteinu na elektrodé za pouziti elektrického pole gene-
rovaného stejnosmérnym napétim. Dale téz byla zkoumana a zaroven nepotvr-
zena reprodukovatelnost krystalizace hovéziho sérového albuminu v proménném
elektrickém poli na hrotové elektrodé, jez byla pozorovana pii predchozich expe-
rimentech. Spolecné s krystalizacnimi pokusy byla zméfena aktivni plocha dvou
vyrobenych hrotovych elektrod. VsSechna tato méfeni budou vyuzita pfi nasem
dalsim zkoumani vlastnosti tubulinu a také pri méreni vodivosti tubulinu a mik-
rotubult odtrhavaci metodou.

Klicova slova: hovézi sérovy albumin, tubulin, mikrotubuly, elektrické vlast-
nosti



Title:
Experimental study of electric and optic properties of tubulin and
microtubules in vitro and in vivo

Author: Ales Vik

Abstract: The purpose of this work is to familiarize with the properties and ro-
le of microtubules in living organisms and to study the capacitance, resistance,
impedance and phase difference of solutions of bovine serum albumin and tu-
bulin with respect to their concentration and distance between electrodes for
different frequencies of applied electric field. During the investigation of these
dependencies, another phenomenon has been discovered and investigated, na-
mely the formation of hydrogel precipitations of both proteins on the electrode
using an electric field generated by DC voltage. In addition, the reproducibility
of crystallization of bovine serum albumin in an alternating electric field on a tip
electrode that was observed in previous experiments has been also studied and
not confirmed. Together with the crystallization experiments, the active area of
two produced tip electrode has been measured. All these measurements will be
used in our further investigation of tubulin properties as well as in conductivity
measurement of tubulin and microtubules by tear-off method.
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Uvod

Mikrotubuly jsou velmi vyznamné biomolekuly, které se vyskytuji ve vsech eu-
karyotnich bunkach a nékterych bakteriich, kde plni nepifeberné mnozstvi funkei,
jako je mapriklad samotnd stavba bunky, udrzeni jejiho tvaru, transport latek
a v neposledni tadé vytvoreni mitotického vieténka, které ma za tikol rozdélit
chromozomy pii déleni buiiky. Mimo tyto potvrzené funkce existuji teorie, které
povazuji mikrotubuly za médium, které je zodpoveédné za siteni a ukladani infor-
maci v lidském mozku. Pro potvrzeni ¢i vyvraceni téchto teorif je nutné intenzivné
zkoumat elektrické vlastnosti mikrotubulu i jejich stavebni jednotky dimerniho
proteinu tubulinu.

Dlouhodobym cilem nasi skupiny je vyzkum vodivosti mikrotubuli pomoci
odtrhavaci metody a déle pak vliv, paklize néjaky existuje, kvantového provazani
dvou fotonu na jeji hodnotu a také vliv pruchodu provéazanych fotonu skrze struk-
turu mikrotubulu na samotné provazani.

Cile této bakalarské prace jsou ovsem méné ambicidzni. V nasledujicim textu
se tak ¢tenar seznami predevsim se zakladnimi vlastnostmi a funkci mikrotubula
v zivych organismech a také s vlastnostmi kalibracni molekuly hoveéziho sérového
albumin (zkr. BSA).

V experimentdlni ¢asti byly prozkoumany zejména zavislosti odporu R,, kapa-
city C,,, impedance Z, fazového posuvu © a mérné vodivosti o na koncentraci pro
BSA a stavebni jednotku mikrotubult, tubulin. Déle byly zkoumany zavislosti od-
poru R, kapacity C, a stejnosmérného proudu Ipc na vzdalenosti elektrod pro
BSA, schopnost tvorby srazeniny obou proteinu na kladné nabité elektrodé za
pouziti stejnosmérného proudu Ipc a také krystalizace BSA na hrotové elektrodé
ve stiidavém elektrickém poli. Pro tubulin a roztoky, ve kterych je rozpusteén,
byly prométeny zavislosti kapacity C, a odporu R, na frekvenci stiidavého elek-
trického pole v rozsahu frekvenci f € (20 Hz - 1 MHz). Mimo tyto jevy a zdvislosti
byla téz uréena aktivni plocha vyrobenych hrotovych elektrod, nebot pravé ak-
tivni plocha hrotové elektrody hraje dulezitou roli pti urc¢ovani vodivosti molekul
pomoci odtrhéavaci metody.



1. Hovézi sérovy albumin

V této kapitole bude ¢tenaii predstaven hoveézi sérovy albumin (zkr. BSA z angl.
Bovine Serum Albumin) a nékteré jeho vlastnosti.

BSA je v laboratorich hojné vyuzivany protein predevsim kvili jeho nizké
cené v porovnani s jinymi proteiny a také kvuli jeho pomérné dobré rozpustnosti.
Za pouziti pouze deionizované vody jako rozpoustédla 1ze dosdhnout koncentrace
az 40 mg-mL~! [1]. Pravé z téchto duvodu je pouzit jako kalibra¢ni molekula pro
méfeni v této préci.

Jak jiz nazev napovida, BSA je obsazen v krevnim séru skotu, kde se vyskytuje
v koncentraci okolo 50 g-L~! [2](plati pro albuminy obecné) a plnf zde predevsim
transportni roli a roli regulatoru krevniho tlaku. Jeho aminokyselinovou sekvenci
poprvé v roce 1975 popsal J. R. Brown [3]. Struktura BSA je tvorena 582 amino-
kyselinovymi rezidui propojenymi kovalentni vazbou, které takto tvoii sekundarni
strukturu ! zvanou a-sroubovice (48,7 % proteinu) a ndhodné struktury (41,3 %
proteinu), viz Obréazek 1.1. 2

Poté, co byla rozlusténa aminokyselinova sekvence BSA, bylo mozné vypocist
molekulovou hmotnost tohoto proteinu pouze z jeho slozeni. Tento postup dava
vyslednou hodnotu rovnou M = 66,267 kDa 3. Takto ziskand hodnota byla
ve velmi dobré shodé s tehdejsimi experimentalnimi vysledky, napt. s hodnotou
M = (66,700 £ 0,400) kDa, jez byla ziskdna pfi studiu sedimentacéni rovnovéhy
BSA.[4]

Nejcastéji vyuzivanou velicinou pro popis rozlozeni naboje (celkovy néboj
BSA za normélniho pH = 7 je roven Q = —18¢ [5]) * v proteinech je dipdlovy
moment p = ¢ - d, kde d je vzdalenost mezi dvéma odlisnymi naboji ¢q. Dipélovy
moment hovéziho albuminu je roven priblizné || p ||~ 400 D ® ¢[6, 7].

Obrazek 1.1: Molekula BSA 4F5S. Obrazek byl vytvoiren v programu Visual
Molecular Dynamics [8] za pouziti dat z [9] dostupné na [10] pod PDB ID: 4s5f.

'Primérn{ strukturou je nazyvan aminokyselinovy fetézec.

2Druhy typ sekundarni struktury, 3-sklddany list, se v tomto proteinu nevyskytuje.
3Dalton, nebo také atomova hmotnostni jednotka: 1Da = 1,660539040 - 10727 kg.
4Elementérni naboj: le ~ 1,602 -10~1° C.

5Z4apis || p || ztotoznime se zapisem p.

61 D = 1 Debye = 3,33564-10~3°C"m.
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Obréazek 1.2: Sekundarni struktury proteint. Na obrazku (A) je zndzornéna
tzv. a-Sroubovice, §-sklddany list je na obrézku (B). [11]

1.1 Krystalizace

V této sekci bude struéné popsan proces krystalizace a uvedeny nékteré metody
krystalizace proteinu a jejich vysledky pro BSA (pokud byly nalezeny). Tato ka-
pitola se predevsim zakladd na informacich ziskanych v pracech [12, 13].

Krystalizace biologickych makromolekul, jako jsou napt. nukleové kyseliny
nebo proteiny, je velmi uzite¢nym nastrojem pii zkoumani jejich struktury a
fyzikalnich vlastnosti. Bohuzel neexistuje jednotna teorie, kterd by popisovala
presny postup pii krystalizaci. Z tohoto duvodu je krystalizace do velké miry em-
piricky proces a je zalozena predevsim na zkusenosti a trpeélivosti krystalografa.

Procesem krystalizace, neboli vznikem krystalt, je myslena fazova zména ka-
paliny nebo plynu na pevnou latku [13]. Cely proces se skldda ze t¥{ hlavnich fazi
- nukleace, rustu a ukonc¢eni rustu krystalu a probihd obvykle velmi pomalu.

Ke vzniku krystalického jadra a naslednému rustu krystala je zapotfebi mimo
jiné zvysené koncentrace proteinu v roztoku a dale téz dostatek ¢asu pro vytvoreni
pravidelné usporadané krystalické struktury. Pokud je proces krystalizace ptilis
rychly, napt. nésledkem prudkého ochlazeni, vznikla struktura bude usporadana
jen na velmi malé skéle, zatimco na vétsi bude struktura uspordadana chaoticky,
coz je pro vétsinu experimentu neziadouci.

Béhem nukleace dochazi ke vzdjemnému kontaktu vhodné orientovanych mo-
lekul/iontu, které se po prekroceni limitu nasyceni (stav supersaturace) spojujf
pomoci nekovalentnich vazeb ve stabilni krystalicka jadra. Na tato jadra se déle
pripojuji dalsi molekuly ¢i ionty a vytvari tak krystal. Rust krystalu je poté
ukoncen ve chvili, kdy koncentrace krystalizované latky klesne pod limit rozpust-
nosti.

1.1.1 Metoda sedici/visici kapky

Obé tyto metody jsou oblibené pro svou jednoduchost a finanéni nenérocnost.
Hlavnim principem je difuze vodnich par mezi kapkou a rezervoarem roztoku ob-



sahujiciho srézeci ¢inidlo. Kapka roztoku (o obvyklém objemu V =~ (2 — 3) uL)
obsahujici srazeci ¢inidlo a protein ma nizsi koncentraci srazecitho ¢inidla nez roz-
tok v rezervoaru. Voda se tak z kapky vypafuje ve snaze vyrovnat koncentraci
¢inidla mezi kapkou a rezervoarem. Toto méa za nésledek pozvolné presyceni roz-
toku proteinu a néslednou krystalizaci. Rozdil mezi témito metodami je pouze v
umisteni kapky, viz Obrazek 1.3.

Metodu visici kapky pro krystalizaci BSA vyuzili napt. I. R. Krauss et al. [14].
Pfi pouziti koncentrace 30 mg-mL~! vyrostly po sedmi dnech malé, kiehké krys-
talky. Jejich kvalitu se jim poté podarilo vylepsit zménou koncentrace proteinu
a optimalizaci srazedel, kde nejlepsi vysledky obdrzeli pti pouziti nasledujiciho
roztoku:

BSA: c¢=20 mg-mL™!
22-24 % w/v MPEG 5K
0,2 M MgCl,
0,1 M Tris-HCI, (pH € {7,8;8,0;8,2})

Tai [12] ve své diplomové praci obdrzel nejlépe reprodukovatelné vysledky za
pouziti nésledujicich roztoki a teploty T = 20 °C.

BSA: c¢=50 mgmL™!
48-50 % SAS (nasyceny roztok siranu amonného)
25 mM octan sodny (CH;COONa), (pH € (5,2;5,3))
10 mM fosgen (CoCl,), nebo bez dalsich aditiv

BSA: c¢=60 mgmL!
48-52 % SAS
25 mM octan sodny (CH;COONa), (pH € (5,4;5,6))
10 mM (fosgen CoCl,), nebo bez dalsich aditiv

Visici kapka Sedici kapka

roztok proteinu a P
srézedla

kryci sklicko

srazeci roztok

Obrazek 1.3: Schématické znazornéni krystaliza¢nich metod visici a sedici kapky.



1.1.2 Metoda sendvicové kapky

Dalsi metodou vyuzivajici difuze vody z kapky je metoda sendvicové kapky. Kapka
je v tomto pripadé umisténa mezi dvé kryci sklicka, viz Obrézek 1.4.

Sendvicova kapka

b PP ¢ i

/

il

roztok proteinu
a srazedla

kryci klicka

srazeci roztok

Obréazek 1.4: Schématické znazornéni krystalizaéni metody sendvicové kapky.

1.1.3 Krystalizace pod olejem (Microbatch)

Tato metoda se zaklada na vstiiknuti roztoku proteinu a srazeciho roztoku pod
vrstvu oleje, jez zabranuje rychlé difuzi vody. Rychlost difuze a tim i rychlost krys-
talizace je poté mozné jednoduse ovlddat tloustkou vrstvy ¢ druhem pouZitého
oleje.

I. R. Krauss et al. [14] ve své praci testoval, mimo jiz zminénych metod sedici
a visici kapky, i metodu krystalizace pod olejem. Avsak jejim pouzitim neby-
ly vytvoreny krystaly vyhovujici pozadavkum na difrakéni analyzu o vysokém
rozliseni.

1.1.4 Krystalizace v elektrickém poli

U krystalizace pod vlivem elektrického pole se rozlisuji dvé hlavni kategorie
metod. Do prvni kategorie spadaji metody, ve kterych roztok neni v kontaktu
s elektrodami (external methods). Do druhé kategorie spadaji naopak metody, ve
kterych je roztok v primém kontaktu s elektrodami (internal methods). [15]

Prvnimi, kdo pouzil ke krystalizaci elektrické pole, byli v roce 1976 Chin a
spol. [16]. Jejich metodu nazyvanou elektroporetickd difuze (electrophoretic dif-
fusion), pouzili na (do té doby velice obtizné krystalizovatelny) protein estradiol.
Tato krystaliza¢ni metoda spadé do prvni kategorie, pouzité pole mélo intenzitu
o velikosti F ~ 20 — 40 V-cm™! a rist vhodnych krystalu trval 24-48 h.

H. Koizumi a spol. [17] pouzili pro krystalizaci stiidavé elektrické pole o frek-
venci f = 1 MHz. Mezi dvé médéné elektrody vlozili plastovou nadobku, kterd
obsahovala roztok vajecného lysozymu o nasledujicim slozeni.



Lysozym: ¢ =57 mg-mL~!
100 mM octan sodny (CH;COONa), (pH 4,3)
0,5 M chlorid sodny (NaCl)

Dalsi metody patiici do prvni kategorie jsou napi. metoda sedici a visici kapky.
Na rozdil od klasickych variant téchto metod, je rezervoar s kapkou umistén mezi
elektrody. Tyto metody vyuzili napt. Taleb a spol. [18] ke krystalizaci vajecného
lysozymu.

Prukopniky metod druhé kategorie, kde je roztok proteinu v pfimém kontaktu
s elektrodami, byli Mirkin a spol. [19]. Ke krystalizaci pouzili upraveny Granada
Crystallization Box, ke generaci elektrického pole pouzili stejnosmérny proud
Ipc = 1 pA a elektrody byly vyhotoveny z platinového dratu. Rust krystalu
vhodnych k rentgenové krystalografii trval priblizné 24 hodin pro lysozym a 5 dni
pro thaumatin a byly pouzity nasledujici konfigurace roztok.

Lysozym: ¢ = 100 mg-mL™!
100 mM octan sodny (CH;COONa), (pH 4,6)
20% (w/v) chlorid sodny (NaCl ) ve vodé

Thaumatin: ¢ = 100 mg-mL™!
100 mM fosforecnan sodny (Na;PO,), (pH 7,0)
25% (w/v) vinan sodno-draselny (KNaC,H,O4) ve vodé

Sazaki a spol. [20] pouzili pro krystalizaci vajecného lysozymu kombinaci
vnitiniho elektrického pole (stejnosmérny proud Ipc = 2 pA) a vnéjsiho magne-
tick¢ho pole o velikosti B = 10 T. Na roztok o nasledujicim slozeni aplikovali tTi
ruzné konfigurace poli, viz Obrézek 1.5. Ve vsech pripadech pokusy provedli pro
zapnuté magnetické pole a vypnuty proud, zapnuty proud a vypnuté magnetické
pole a také pro zaroven zapnuty proud a magnetické pole, pficemz nepozorova-
li rozdil mezi vysledky se zapnutym proudem a vypnutym magnetickym polem
a zapnutym proudem a magnetickym polem pro magnetické pole rovnobézné se
smérem prochazejictho proudu, viz Obrazek 1.5-a).

Lysozym: koncentrace neuvedena
200 mM octan sodny (CH;COONa), (pH 4,5)
40 mg-mL~! chlorid sodny NaCl



a) Electrodes b) l’ Electrodes

Obrazek 1.5: Sméry jednotlivych poli, kde G oznacuje gravitacni pole, H magne-
tické pole a I proud v elektrodach.[20]



2. Mikrotubuly

Mikrotubuly jsou velmi dulezité biomolekuly vyskytujici se v eukaryotnich buiikach
a také v nékterych bakteriich, kde maji nepfeberné mnozstvi funkei. Jejich zakladni
stavebni jednotkou je heterodimerni protein tubulin spojujici se v dlouha vlakna
(protofilamenta), kterd tvori sténu mikrotubulu.[21, 11, 22] !

2.1 Tubulin

Protein tubulin je heterodimer? tvofeny dvéma globuldrnimi proteiny nazyvanymi
a-tubulin a S-tubulin (Obrézek 2.1), které jsou spolu pevné spojeny nekova-
lentnimi vazbami. Kazdy z monomeru, « i /3, je tvoren dvéma [-skladanymi listy
obklopenymi dvandcti a-sroubovicemi [23] a obsahuje vazebné misto s jednou
molekulou GTP (guanosin-tri-fosfat). U a-tubulinu je tato molekula neménnd,
tj. nemuze byt hydrolyzovana ani zaménéna za jinou. V piipadé S-tubulinu je
situace odlisnd, a sice molekula GTP muze byt hydrolyzovana za vzniku GDP
(guanosin-di-fosfat).

Uved'me nyni nékteré elektrické vlastnosti tubulinu. Izoelektricky bod ? a- a
S-tubulinu se pohybuje mezi hodnotami pI=>5,3 a pI=>5,7 [24]. Jak jiz bylo fec¢eno
v predchozi kapitole, nejcastéji vyuzivanou velicinou pro popis rozlozeni naboje
v proteinech je dipélovy moment p = q - d.

Velikosti dip6lového momentu obou monomert i dimeru tubulinu uré¢ili po-
moci pocitacové simulace A. Mershin a spol. [25] a hodnoty jsou rovny p, = 552 D,
ps = 1193 D a pgimer = 1740 D.

Obrazek 2.1: Dimer tubulinu 1JFF. Na obrazku je mozné vidét mirne odlisnou
strukturu a-tubulinu oznac¢eného zelenou barvou a S-tubulinu oznaceného barvou
modrou. Oba monomery jsou tvoreny 450-ti aminokyselinami[26], které tvoii dve
zakladni struktury: dva g-skladané listy a dvandct a-sroubovic. Obréazek byl vy-
tvoren v programu Visual Molecular Dynamics [8] za pouziti dat [27] dostupnych
na [10] pod PDB ID: 1jff.

nformace v této kapitole jsou, pokud neni uvedeno jinak, k nalezeni v téchto zdrojich.
2Heterodimer je dimer, ktery se skldda ze dvou odlisnych podjednotek.
3Je hodnota pH roztoku, pii které se navenek neutralni latka nepohybuje v elektrickém poli.

10



Obrazek 2.2: Struktura mi-
krotubulu. Pocdtecni kruh
13 tubulinovych jednotek o
vnéjsim poloméru 25 nm a
vnitinim 14 nm (nahote) a
boc¢ni pohled na mikrotubulus
(dole). [30]

B-tubulin o-tubulin

2.2 Mikrotubuly jsou tvoreny vlakny tubulinu

Mikrotubuly obvykle vznikaji rustem z poc¢atecniho kruhu tvoreného tubulinovymi
jednotkami, neboli dimery a- a S-tubulinu, které se v zivoc¢isnych bunkach obvykle
pouze navazi na jiz existujici kruh tvoreny ~-tubulinem, neboli nukleac¢ni misto.
Tyto kruhy tvorené¢ ~-tubulinem jsou obsazeny v organizacnim centru bunky, u
zivocisnych bunék je jim centrosom. Pocet jednotek tvoricich mikrotubulus se
muze zna¢neé ligit a zavisi na umisténi mikrotubulu v bunce, na druhu bunky
a také se muze lisit u stejnych bunék u ruznych zivocisnych druhu. Nejcastéji
se vyskytuji mikrotubuly, které vyrustaji z tubulinového kruhu obsahujiciho 13
tubulinovych jednotek, viz str. 24, 25 v [28]. Takovéto mikrotubuly maji vnéjsi
prumeér okolo 25 nm a vnitin{ okolo 14 nm [21]. Délky, kterych mikrotubuly do-
sahuji, jsou mnohonasobné vétsi nez jejich prumeér. Napiiklad délka mikrotubula
v axonu se pohybuje mezi 6 a 27 pum [29].

Mikrotubuly tedy maji tvar dlouhych dutych vélcu, jejichz stény jsou tvoreny
vlakny tubulinu. Diky tomuto tvaru jsou pomeérné malo ohebné a tuhé v po-
rovnani s jinymi vldkny bunécného cytoskeletu nazyvanymi aktinova a interme-
didlni vlakna. Aktinova vldkna jsou Sroubovité polymery vznikajici polymeraci
proteinu aktin. Diky jejich tvaru jsou velmi tenka (prumér okolo 7 nm, viz str.
514 v [22]) a také, oproti mikrotubulum, velice pruzné. Intermedidlni vldkna maji
z téchto tii typu vlaken tvoricich cytoskelet burnky nejvétsi pevnost v tahu, coz
je zpusobeno jejich tvarem podobnym lanu. Prave kvuli své pevnosti pomahaji
bunkam vydrzet mechanicky stres, k némuz dochézi pii natazeni bunék.

Pomeérné dobry nahled na elastické vlastnosti mikrotubulu, které jsou urceny
napf. hodnotami Youngova modulu pruznosti Y, modulu pruznosti ve smyku G
a dalsimi, dava teoreticky model J.A. Tuszyriského [31], ktery mikrotubuly apro-
ximuje soustavou kulicek spojenych pruzinami. Hodnoty téchto parametru, jak
naznacuje neddvna studie H. R. Saeidiho [32], kterd se zabyva vlivem elektrického
pole na tubulinovy dimer, se mohou ménit v zavislosti na velikosti vnéjsiho elek-
trického pole, jez na mikrotubulus pusobi.
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Obréazek 2.3: Dva
typy miizky
mikrotubula. V
levé c¢asti obrazku
muzeme videt
vzdalenosti mezi
sttedy dimeru tu-
bulinu  (oznacené
Cernymi  teckami)
umisténych v obou
typech mikrotu-
bularni miizky
(A-mrizka a  B-
miizka). Vpravo od
téchto schémat jsou
poté vyobrazeny
rozlozené a také
do mikrotubulu
5.00nm slozené mrizky.[33]

2.3 Jsou rozliSovany dva typy mikrotubularnich
mrizek

Tubulinové dimery se do protofilament vazou pouze jednim zptuisobem, a sice a-
monomer k S-monomeru. Ovsem u podélné vazby mezi protofilamenty rozlisujeme
dva druhy. Jednou z moznosti je vazba a-a, 8-3. Miizku (Obrazek 2.3) tvorenou
takto svazanymi protofilamenty oznacujeme jako B-miizku. Druhou moznosti je
vazba a-3, -« kterou oznacujeme jako A-miizka.

U obou typtu mfizek se vyskytuje podélny posun vzajemné sousedicich protofi-
lament. Hodnoty tohoto posunu se lisi v zavislosti na typu mrizky a jcho hodnoty
jsou 4,92 nm pro B-mfizku a 0,92 nm pro A-mrfizku. Na obrazku 2.3 jsou téz
uvedeny vzdalenosti stfedu nejblizsich dimert v obou typech miizky.

2.4 Rozlisitelné konce mikrotubuli a dynamicka
nestabilita

Diky paralelni orientaci tubulinovych dimeru maji mikrotubuly strukturni pola-
ritu. Muzeme tedy rozlisovat jejich konce, kde konec, na kterém je vystaven a-
tubulin, nazyvame minus-konec a konec opacny, na kterém je vystaven S-tubulin,
oznacCujeme jako plus-konec.

Pokud mikrotubulus polymeruje z nuklea¢niho mista, neboli y-tubulinového
kruhu uvniti bunky, jeho plus-konec se prodluzuje smérem od organizacniho cen-
tra prikladanim dalsich jednotek tubulinu. Tento rust muze trvat i nékolik minut,
ale pot¢ dojde k nahlé zmene a mikrotubulus se za¢ne zkracovat (Obréazek 2.4).
V pokusech in vitro (vné buiiky) polymeruji mikrotubuly z obou koncu, avsak na
plus-konci dochézi k rychlejsimu rustu a také rozpadu.
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Obrazek 2.4: Dynamicka nestabilita mikrotubulu. (A) Prubéh polymera-
ce a depolymerace mikrotubulu, jez je zpusoben ndhodnou hydrolyzou molekuly
GTP pfed navazanim dalsi podjednotky tubulinu. Tato hydrolyza zptsobi ztratu
GTP-cepicky, coz nazyvame téz jako katastrofu, a nasledné znovuvytvoreni GTP-
¢epicky nazyvame zéchranou. (B) Schéma cyklu polymerace a depolymerace pro-
toﬁlament S naznaéem’m strukturnich zmén které vyﬁstl' v ohyb protofilament, jez
oznacené tubulinové dimery nesou navazanou molekulu GTP a vytvari tak tzv.
GTP-cepicku. Takovyto mikrotubulus m4 tendenci pokracovat v polymeraci. (C-
vpravo) Pokud je polymerace piilis pomald, GTP navézané na tubulin hydro-
lyzuje difve, nez je na néj navazan dalsi GTP-tubulin, a dochézi tak ke ztraté
GTP-cepicky a naslednému roztiepeni konce mikrotubulu a jeho depolymeraci.
(C-nahote) Na tomto obrdzku pofizeném na elektronovém mikrografu muzeme
pozorovat obé faze mikrotubulu. [11]

Toto chovani, typické pro mikrotubuly, je nazyvano dynamickou nestabilitou.
Puvodcem dynamické nestability mikrotubulu je schopnost tubulinovych molekul
hydrolyzovat GTP. Pokud je polymerace mikrotubult rychld, tubulinové dimery
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jsou pridavany na konec mnohem rychleji, nez je GTP hydrolyzovan. Takto vy-
tvoteny konec z vyhradné GTP-tubulinovych podjednotek je stabilni a nazyvame
jej GTP-cepickou. Jelikoz jsou chemické jevy do jisté miry nahodné, tubulin na
volném plus-konci piilezitostné zhydrolyzuje navazanou molekulu GTP diive, nez
se stihne navazat dalsi podjednotka tubulinu. Timto zpusobem dochézi k vy-
tvoreni konce z podjednotek GDP-tubulinu, coz zpusobi zakriveni jednotlivych
protofilament a polymerace tak prechazi v naslednou depolymeraci mikrotubulu.
Takto zapocata depolymerace muze pokracovat velkou rychlosti a muze dojit az
k dplnému zaniku mikrotubulu. Uvolnéné dimery tubulinu poté nahradi GDP za
GTP a opét se zapojuji do rustu nového mikrotubulu nebo se podileji na zachrané
jiz stavajiciho.

2.5 Funkce

Mikrotubuly maji diky své dynamické I
nestabilité, kterou jsou bunky schop- iRkt o
ny ovladat dle jejich potfeby, Sirokou m LR . cdouc hiavitka
skalu funkei. o ®

/

Zvysena dynamické aktivita pred-
chazi jedné z nejdulezitéjsich funkci
mikrotubulu, a sice vytvoreni mito-
tického vieténka. Mitotické vieténko je - ~ B
velmi dulezité pii déleni bunky a mé & ¢
za ukol spravedlivé rozdéleni chromo-
zomu mezi obé dcefiné bunky. Nao-
pak pokud je bunka fixovana v urcitém
stavu a pozici, dynamicka nestabilita
mikrotubulu je potla¢ena a ty mohou
uspoiaddvat organely uvniti buniky na ol
jejich prislusné misto. ATP

Mikrotubuly v zZivych bunkach
nikdy nepracuji samostatné. Jejich
funkce zavisi na velkém mnozstvi I
pridavnych proteinu oznacovanych téz
jako MAPs (z angl. Microtubule- ATp TR b
associated proteins). Z téchto MAPs &
zminme tzv. molekulové motory. Mezi
molekulové motory asociované s mik-
rotubuly patii dvé skupiny. Do prvni
skupiny se fadi kinesiny, jez se pohy- Obrazek 2.5: Pohyb kinesinu po po-
buji ve sméru plus-konce mikrotubulu, vrchu mikrotubulu. Kinesin-1 je mo-
a do druhé skupiny patii dyneiny, které toricky protein se dvéma globuldrnimi
se pohybuji ve sméru minus-konce. hlavickami, které slouzi jako motorické
Proteiny z obou téchto skupin maji dve domény. Na obrazku je znazornén cyklus
globularni hlavicky, pomoci kterych zimén ATP-ADD, které majf za nasledek
interaguji s povrchem mikrotubuli a “kracivy” pohyb kinesinu podél povrchu
opakovanou hydrolyzou molekul ATP  mikrotubulu. [11]

(adenosin-tri-fosfit) preménuji energii

povrch mikrotubulu l

P) +
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na mechanicky pohyb podél mikrotubulu (Obrézek 2.5).

Spojenim dynamické nestability mikrotubult a pohybu motorickych pro-
teinu podél mikrotubult vznikaji dopravni cesty, po kterych je prepravovano
nepreberné mnozstvi latek do ruznych ¢asti bunék. Mimo latek dulezitych pro
zivot burky jsou podél mikrotubuli za pomoci molekulovych motort prenaseny
i organely jako napr. endoplazmatické retikulum ¢i Golgiho aparat.

Dalsl mozné funkce mikrotubulu jsou stale predmétem zkoumaéani. V neuro-
nech, kterym je vénovana jedna z nasledujicich sekci, jsou mikrotubuly mimo
vyse zminénych funkci podeztelé z uchovavani a prenosu informace. Také z toho-
to duvodu jsou pravé mikrotubuly predmétem intenzivniho vyzkumu.

2.6 Elektrické vlastnosti tubulinu a mikrotubulu

Mikrotubuly jsou diky jejich stavbé nejen strukturné, ale i elektricky polarni.
Prvotni naznak toho, ze mikrotubuly maji nenulovy elektricky dipélovy moment
p, poprvé objevili Vasilev a spol. [34], ktefi za pouziti elektronové mikrosko-
pie pozorovali natoceni polymerujicich se mikrotubulu pod vlivem elektrického
(25 mV-cm™!) i magnetického (0,02 T) pole ve sméru téchto poli. Pozdéji byl
dipdélovy moment naméfen napi. Ramalhem a spol.[35], ktef{ stejné jako Vasilev a
spol. pozorovali natoceni mikrotubulu pod vlivem elektrického pole. Z tohoto po-
zorovani a méfeni ihlu nato¢eni mikrotubult viéi sméru kolmém k elektrickému
poli ndsledné pomoci fitu dat Boltzmanovym rozdélenim urcili hodnotu velikosti
prumérného dipélového momentu na p = (22,661 £+ 0,036) D pro mikrotubulus
formovan 13-ti protofilamenty o délce ~5 pum.

Dalsi hodnotou charakterizujici elektrické vlastnosti mikrotubulu je jejich vo-

divost. Umnov a spol. uré¢ili horni hranici vodivosti mikrotubula v #4du 90 Q~'m~1.

2.6.1 Mikrotubuly radime mezi feroelektrika

Povézme si nejprve néco o feroelektickych latkdach a jejich charakteristickych
vlastnostech [36].

Feroelektrickymi latkami nazyvame dielektrické latky vykazujici v jistém tep-
lotnim intervalu spontanni polarizaci P, jez je zavisla na intenzité vnéjsiho elek-
trického pole E. Pojem feroelektricita ve své habilitacni praci v roce 1912 po-
prvé pouzil Erwin Schrodinger. OvSem tento jev spontanni polarizace byl ex-
perimentalné pozorovan az Josephem Valaskem v roce 1920 u Seignettovy soli
(v anglickych textech spise Rochelle salt)*.

Feroelektrickym chovanim mikrotubuli se zabyvéa napiiklad J. Tuszynski.
Spolecné se S. Hameroffem a spol. [37] vytvorili zjednodugeny model mikrotu-
buldrni mfizky na zakladé 2D Isingova modelu. Na zdkladé tohoto modelu poté
provedli odhad Curieovy (kritické) teploty pro nekone¢nou miizku 7. ~ 402 K,
pricemz pro konecné rozmérnou miizku se tato teplota snizuje se snizujici se ve-
likosti mrizky.

Déle tento model rozsifili o popis feroelektrické signalizace [37]. Model popi-
suje predstavu, ze energie uvolnéna hydrolyzou GTP nebo dodand vnéjsim polem

4Prvnim, kdo tuto sil piipravil, byl lékarnik a chemik Pierre Seignette, ktery pochézel z
mésta La Rochelle. Odtud prameni ndzvy této soli, jejiz odborny ¢esky ndzev je vinan sodno-
draselny.
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je prendsena sitici se bariérou jinak natocenych dipélovych domén. Tato vina na-
konec preda svou energii molekule tubulinu, ktera je nasledné uvolnéna.

V dalsi své praci spoletné s J. Brownem [33] pomoci pocitacové simulace
vypocetli zavislost polarizace P mikrotubulu na teploté T pro nékolik typu mik-
rotubuldrn{ mrizky (13A, 13B, 12B a 14B)°.

V pripadé miizky 13A se vsechna protofilamenta v zakladnim stavu polarizo-
vala stejnym smeérem a kriticka teplota je rovna 1. ~ 250 K, naopak u mtizky 13B
se sousedni protofilamenta polarizovala navzajem opacné. Lichy pocet protofila-
ment meél ovsem za nasledek, Ze mikrotubulus byl v zdkladnim stavu maximalné
polarizovan. V tomto ptipadé je kritickd teplota pfiblizné rovna 7. ~ 300 K.
Miizky se sudym poctem protofilament 12B a 14B vykazovaly tzv. antiferoclek-
trické chovani, tj. pfi nizkych teplotach byl mikrotubulus kompletné depolari-
zovan az do kritické teploty 1"~ 550 K.

Slozitéjsi kvantové-mechanické modely vytvoril napf. E.E. Slyadnikov [38, 39,
40], jez pomoci nich urcil napf. kritickou teplotu pro nekonecéné dlouhy mikrotu-
bulus T, ~ 317 K, nebo také miru informace ulozené v mtizce pti dané teploté.

2.7 Specialni vlastnosti neuronovych mikrotu-
bulti

Neuronové mikrotubuly, mikrotubuly kmenovych bunék a astrocyt na rozdil od
mikrotubulu v ostatnich druzich bunék dle zjisténi Garvalova a spol. [41] obsa-
huji ve své dutiné céstecky o prumeéru d = 7 nm, které jsou od sebe vzdéaleny
od 8 nm do 20 nm. Vétsi mnozstvi téchto ¢astecek, které mély mezi sebou mensi
rozestupy, bylo pozorovano na rozpadajicim se plus-konci mikrotubulu.

Podrobnéjsi struktura téchto ¢astecek nemohla byt kvuli vysokému zasumeéni
porizenych snimku urcena. Navzdory tomu se autorum podarilo rozlisit tfi ty-
py Céstecek v zavislosti na jejich interakei se sténou mikrotubulu (Obrazek 2.6).
Prvnim typem je ¢astecka s pouze jednou stranou interagujici s vnitfnim povr-
chem mikrotubulu. Druhym pozorovanym typem je ¢éstecka mésickovitého tvaru,
jez se sténou mikrotubulu interaguje na dvou mistech. Tyto interagujici vybézky
mezi sebou sviraji thel &~ 140°. Poslednim typem castecek jsou takové, jez se
sténou mikrotubulu neinteraguji vitbecS.

5Velké pismeno znaci typ miizky, viz Obrazek 2.3, a ¢islice pied nim pocet protofilament v
mikrotubulu.

6Skuteény tvar viech typil éastecek muize byt jesté trochu odlisny, nebot tomograf ma v ose
z slepé misto.
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Obrézek 2.6: Snimky z cryoelektronového tomografu. A) Snimek mikrotu-
bulu obsahujiciho drobné éastecky (vyznaceny Sipkami), na kterém jsou oznaceny
nejcastéji se vyskytujici vzdjemné vzdalenosti ¢dstecek. B) Priblizeny snimek mik-

rotubulu, na kterém jsou vidét tii typy castecek, které jsou pocitacové vykresleny
na obrazku C). [41]



3. Vodivost

Elektricka vodivost G je fyzikalni veli¢inou popisujici schopnost materidlu vést
elektricky proud. Je definovéna vztahem (3.1), ze kterého je jiz patrnd jeji jed-
notka Q! nazyvdna Siemens [S].

G=. (3.1)

kde R znaci odpor latky.

Latky muzeme dle jejich vlastnosti rozdélovat do ruznych skupin. Podle schop-
nosti vést elektricky proud muzeme latky délit na kovy (mérny odpor v rozmezi
107% az 10~* Q-cm), polovodice (107* az 10 Q-cm) a izolanty (mérny odpor
vetst nez 101° Q-cm).[42] Dalsi moznosti je rozliSovat latky dle nosi¢t ndboje na
latky s iontovou vodivosti a elektronovou vodivosti. Obecné se v latkach mohou
vyskytovat oba typy vodivosti, kde obvykle jeden z nich ptrevlada.

V nasledujicich sekcich budou stru¢né popsany principy vedeni proudu v kapa-
lindch a polovodicich, jejichz kombinace se pravdépodobné vyskytuje v roztocich
proteint.

3.1 Vedeni proudu v kapalinach

Pro roztoky se mnohem ¢astéji nez pojem vodivosti pouziva tzv. mérna vodivost
o [Sm™!] definovdna vztahem 3.2.

Gl
pu— _’ 3-2
7T (32)
kde A je plocha elektrod (plocha prufezu vzorku) a [ jejich vzdélenost (délka

vzorku).

Roztoky kyselin, zasad a soli, které vedou elektricky proud, se nazyvaji elek-
trolyty. Vodivost elektrolytu je zptusobena volnymi anionty (-) a kationty (+),
mluvime tedy u nich o iontové vodivostil.

Volné ionty vzniklé elektrolytickou disociaci (ionizaci) se v elektrickém po-
li pohybuji smérem k opac¢né nabitym elektrodam, kde odevzdavaji prebytecny
naboj a stavaji se elektricky neutralnimi.

Elektricka vodivost roztoku zavisi predevsim na koncentraci latky v roztoku,
mnozstvi iontu, mobilité iontu a teploté roztoku.

3.2 Vedeni proudu v pevnych latkach

V pevnych latkéach je vedeni proudu realizovano valenénimi elektrony v tzv. vodi-
vostnich pasech. Mimo vodivostniho pasu existuji jesté povolené pésy (valencni)
a pas zakdzany, ktery oddéluje povolené pasy od vodivostniho, viz Obrazek 3.1.

Energetické pasy pevné latky jsou obdobou energetickych hladin atomu. V
pevnych latkach totiz dochézi, dusledkem interakce mezi atomy, k rozstépeni
energetickych hladin, které tak tvori velmi husté témér spojité energetické pasy.

1V nékterych éistych ldtkdch v kapalném skupenstvi (piedeviim kovy) je realizovdna
predevsim vodivost elektronova.

18



vodivostni pas

Obrazek 3.1: Schéma
usporadani energetickych
pasu v pevné latce, kde E
je energie elektronu, R jeho
poloha a Ej, sitka zakdzaného
pasu, ktera je ruznd pro ruzné
R latky:.

zakazany pas E,

valencéni pas

vodi¢ polovodic izolant
Obrézek 3.2: Schéma

E - m vodivostni pas
zakazany pas
. m valencni pas
usporadani energetickych
pasu ve vodi¢i, polovodic¢i
a izolantu, kde prerusované
cary u schématu vodice znaci

prekryti energetickych pasu.

Pomoci sitky zakdzaného pésu rozlisujeme vodice (kovy), polovodice a izolan-
ty, viz Obréazek 3.2.

U vodicu existuji dvé moznosti, prvni je, Ze se jejich vodivostni a valenéni pés
prekryvaji, a tudiz zakazany pas nemaji. Druhou moznosti je, ze maji vodivostni
pés zaplnén jen z casti a zakdzany pas ma sitku F, < 3 eV. Diky takto uzkému
zakdzanému péasu staci dodat velmi malou energii napi. slabym elektrickym po-
lem, aby elektrony piesly z valenéniho pasu do pasu vodivostniho.

3.2.1 Polovodice

Polovodice maji oddéleny valencni pas od neobsazeného vodivostniho pasu zakaza-
nym pasem o siice F, > 3 eV.

Mechanismus vodivosti polovodicu je nejlepsi vysvétlit na nazorném piikladu
typickych polovodic¢u jako jsou kiemik Si a germanium Ge. Elektronova konfigu-
race téchto atomu je nasledujici:

14Si(1s? 25% 2p° 3s? 3p?)

5,Ge(1s? 282 2p° 3s? 3p° 3d'° 4s? 4p?)

V pevném skupenstvi se elektrony 3s a 3p stavu atomu kiemiku (4s a 4p atomu
germdnia) zicastni kovalentni vazby. Cely krystal tvofeny jednim druhem atomu
je neutralni a v elektrickém poli za normalnich okolnosti proud nevede. Pokud ale
dojde k uvolnéni elektronu z kovalentni vazby (ptejde-li elektron z valenéniho pasu
do vodivostniho, napf. vlivem teploty), vznikd po ném tzv. dira, kterd se chova
jako kladné nabitd ¢astice. Tato dira muze byt zaplnéna valencnim elektronem ze
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sousedni nasycené vazby. Nasledkem téchto vymeén elektrontt mezi atomy dochéazi
k presunu diry jakozto nosice kladného naboje a zdporné nabitého elektronu.[42]

3.2.2 Odtrhavaci metoda

Jak jiz bylo feceno v tivodu této prace, nasim dlouhodobym cilem je meéreni vo-
divosti mikrotubuli odtrhavaci metodou.

Tato metoda spo¢iva v uchyceni jednoho konce méirené molekuly s vlastnim
dipélovym momentem k hrotové elektrodé a druhého k elektrodé ploché. Po
prichyceni molekuly obéma konci k elektrodam nasleduje pomalé oddalovéni
téchto elektrod az do okamziku, kdy se molekula od elektrod odtrhne. Pri od-
trzeni molekuly jsou elektrody rozpojeny a dochdzi tak k nérustu odporu, a tudiz
k poklesu vodivosti. Z velikosti tohoto rozdilu je nasledné mozné vypocist hod-
notu vodivosti daného objektu.

K uskuteénéni méteni touto metodou jsou dulezité predevsim dvé véci. Prvni
z nich je dostatecné jemny posun elektrod, druhou z nich je velmi mala aktivni
plocha hrotové elektrody. Tu lze, za predpokladu, ze odpor klesd nepiimo imérné
s plochou elektrody S, odhadnout nésledujicim vztahem (3.3).

Ry
Sy = 51— 3.3
2= 51 (33
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4. Popis mérici aparatury

V této kapitole bude ¢tenaf seznamen s pouzitymi ptistroji, jejich zapojenim a
dulezitymi parametry.

Meérici aparatura se skldda z nékolika ¢asti: priblizné 1 cm tlusté Zzelezné des-
ky, pryzovych vaku s vodou, posuvného systému s moznosti upevnéni elektrody
a merici elektroniky.

Zelezna deska je umisténa na dvojici pryzovych vaki s vodou, jez slouzi k tlu-
meni nezadoucich vibraci, na desce jsou umistény jednotlivé komponenty: plas-
tova kyveta se zlatou elektrodou (podrobnosti viz subsekce Elektrody), systém za-
jistujici jemny posun (drzdk DCM 205 Series Precision Positioner od firmy Casca-
de Microtech) pomoci dvojice mikrometrickyh sroubu a také piezo (AE0203D0O8F
od firmy Thorlabs), jehoz implementace nebyla prozatim zcela dokonéena.

Piezo, horni a spodni elektroda jsou déale pfipojeny na pristroj Agilent E4980S
Precision LHC Meter, jez byl pouzit k veskerym méfenim uvedenych v této praci.t

4.1 Elektrody

Pro méfeni kapacity C,, odporu R,, impedance Z. fazového posunu © a stej-
nosmeérného proudu Ipe roztoku byly pouzity nasledujici dvé konfigurace meérici
aparatury.

Zéklad je v obou ptipadech stejny. Jedna se o plastovou kyvetu vyrobenou z
15 ml zkumavky, jez je prilepena pomoci epoxidového lepidla ke sklicku. Uvnitt
této kyvety je zlata elektroda vyrobend ze zlatého tisténého spoje, ktera je vyve-
dena pod jednou ze stén kyvety ven.

Prvni z elektrod (Obrazek 4.1) je plochd postiibfena fosfor-bronzové elektroda
o rozmeérech (4,04 0,5) x (4,2+0,5) mm, jez je pripevnéna k vyskové nastavi-
telné hlavici pomoci cinového dratu. Cela elektroda je z vrchni strany odizolovana
vrstvou epoxidu, ktery je nanesen i na upeviovaci drat.

elektroda 4x4,2 mm
plastova kyvetka

Au tistény : —sklo

vrstva epoxidu

Obrézek 4.1: Schéma méfici aparatury pii pouziti ploché elektrody o plose
(4,04 0,5) x (4,2 £0,5) mm.[44]

1Pro podrobnéjsi popis aparatury a jejtho vyvoje mize ¢tenaf nahlédnout do prace K. Ko-
houtové [43]
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Meéfteni s touto elektrodou v sobé skryvaji mnoho nepfesnosti. Hlavni z nich
je urceni vysky d = 0 mm, ve které se elektrody vzajemné dotykaji. Tuto vysku
nazyvame bodem dotyku a je urcovana jako vyska, ve které je pozorovana prudka
zména méfenych veli¢in (dochézi ke zkratu). Bod dotyku urc¢eny takovymto zpuso-
bem by bylo v idedlnim piipadé mozné urcit az s presnosti jednoho dilku mikro-
metrického sroubu, tj. o4 = 0,0222 mm. Problém tkvi predevsim v ruznobéznosti
elektrod, viz Obrazek 4.3.

Druhou z elektrod (Obrazek 4.2) je wolframovy hrot, jez je téméf po celé své
délce izolovany izolaci ze silového kabelu. Na konci této izolace byla vytvorena
epoxidova kulicka, ze které pouze nepatrné vyéniva hrot (Obrazek 4.3). Timto
zpusobem byly co nejvice eliminovany nezadouct jevy, jako je vedeni proudu mimo
spicku hrotu.

izolace

hrot  pjastova kyvetka

: sklo
SPO]

Obrazek 4.2: Schéma meérici aparatury pri pouziti hrotu.[44]

izolace

epoxid \

wolframovy hrot
A B

elektroda 4x4,3 mm

~— Au tiStény spoj

Obrazek 4.3: Na obrazku A) je mozné vidét detail hrotu. B) Znézornéni neplana-
rity elektrod.[44]
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5. Experimentalni postupy a
analyza dat

V této kapitole budou popsany postupy jednotlivych méreni, zpracovéani dat a
budou zde téz diskutovany vysledky méfeni a piipadné komplikace.

5.1 Meéreni vlastnosti BSA pomoci ploché elek-
trody

Jak jiz bylo zminéno v kapitole Hovézi sérovy albumin, nasledujici méteni slouzi
predevsim k prvotnimu popisu chovani aparatury a vysledky budou pouzity napii-
klad k vypoctu aktivni plochy hrotu.

Pro méfeni s roztokem BSA byla pouzita koncentracni fada ¢ = (0; 0,1; 0,5; 1;
2; 5; 10) mg-mL~!, jez byla ziskdna rozpusténim 100 mg BSA v 10 mL Millipore-
Q watter (zkr. Q-voda). Z roztoku byla nasledné odebrana ruzna mnozstvi, jez
poté byla nafedéna Q-vodou na pozadovanou koncentraci.

Vzorky byly do kyvety napipetovany pomoci 0,5 mililitrové injekeni stiikacky,
jez byla vzdy nékolikrat procisténa cistou Q-vodou.

Meéfteni byla provadéna v rozmezich teplot T € (23;26) °C, jez byla urcovéna
pomoci bezkontaktniho teploméru (Geratherm non Contact).

5.1.1 Zavislost C), R,, Z a © na koncentraci BSA

Meéteni kapacity C,, odporu R,, impedance Z a fazového posuvu @ v konstantni
vzdalenosti d = (7,5 £ 0,2) cm, jez byla uré¢ena pomoci posuvného meéritka,
bylo provedeno za pouziti stfidavého napéti o dvou amplitudach U; = 10 mV a
U =1 V a ttech raznych frekvencich f; = 20 Hz, fo =1 kHz a f3 =1 MHz.

Zavislosti kapacity, odporu, impedance a fazového posuvu na koncentraci jsou
vyobrazeny na grafech Obrazek 5.1 - Obréazek 5.6.

7 nameéreného odporu byla poté dle vzorce (5.1) vypocitana mérnd vodivost,
jejiz zavislost na koncentraci je znédzornéna v grafech Obrazek 5.7 - Obrazek 5.9.

o d
~ SR,

kde S = (1,7 4+ 0,3) - 107° m? je plocha vrchni elektrody, d vzddlenost mezi
elektrodami a R, méfeny odpor.

Koncentraéni zavislosti jednotlivych veli¢in mély ocekdvany prubéh a souc¢asné
se shodovaly s predchozimi méfenimi, viz prace K. Kohoutové[43].

Fluktuace v zavislostech kapacity C), na koncentraci ¢ mérenych pii frekvenci
napéti f3 = 1 MHz jsou pravdépodobné zpusobeny pouze presnosti méfeni.

(5.1)

g
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Obrazek 5.1: Zavislost kapacity C), kondenzatoru obsahujici roztok BSA na kon-
centraci pri amplitudé stiidavého napéti Uy = 1 V a Uy = 10 mV a frekvenci
f1 = 20 Hz.

16 Amplituda napéti 1V o

1.2
0.8
0.4

C, [nF]

16 Amplituda napéti 10mV

1.2
0.8~
04r-

[nF]

Cc

O ¢ ¢ | \ ! \
0 05 1 2 5 10
¢ [mg/mL]

Obrazek 5.2: Zavislost kapacity C), kondenzatoru obsahujici roztok BSA na kon-
centraci pri amplitudé stfidavého napéti Uy = 1 V a Uy = 10 mV a frekvenci
fg = 1 kHz.
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Obrazek 5.3: Zavislost kapacity C), kondenzatoru obsahujici roztok BSA na kon-
centraci pri amplitudé stiidavého napéti Uy = 1 V a Uy = 10 mV a frekvenci
f3 =1 MHz.

1270 -
L
1020 -
g 770 e Amplituda napéti 1V, 20Hz
o~ 520 .
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= 520~
o L]
x
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¢ [mg/mL]

Obrazek 5.4: Zavislost odporu R, roztoku BSA na koncentraci pfi amplitudé
sttidavého napéti Uy = 1V a U, = 10 mV a frekvencich f; = 20 Hz, fo = 1 kHz
a f3 =1 MHz.
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Obrézek 5.5: Zavislost impedance Z roztoku BSA na koncentraci pii amplitudé
sttidavého napeti Uy =1V a Us = 10 mV a frekvencich f; = 20 Hz, fo = 1 kHz
a f5 =1 MHz.
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Obrazek 5.6: Zavislost fazového posuvu © roztoku BSA na koncentraci pii am-
plitudé stiidavého napéti Uy = 1 V a Uy = 10 mV a frekvencich f; = 20 Hz,
fgzlkHzafgleHZ.
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Obrézek 5.7: Zavislost vodivosti o roztoku BSA na koncentraci pii amplitudé
sttidavého napeéti Uy =1V a Uy = 10 mV a frekvenci f; = 20 Hz.
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Obréazek 5.8: Zavislost vodivosti o roztoku BSA na koncentraci pii amplitudé
sttidavého napéti U; =1V a Uy = 10 mV a frekvenci fo = 1 kHz.
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Obrézek 5.9: Zavislost vodivosti o roztoku BSA na koncentraci pii amplitudé
sttidavého napeéti Uy =1V a Uy = 10 mV a frekvenci f3 = 1 MHz.

5.1.2 Zavislost C, a R, na vzdalenosti elektrod

Meéreni vzdalenostni zavislosti kapacity C, a odporu R, pro ¢istou Q-vodu by-
lo provedeno pro amplitudu napéti U = 1 V a dvé frekvence f; = 20 Hz a
fg =1 MHz.

Zavislosti velicin C, a R, byly méfeny od bodu dotyku elektrod a jejich
vzdalenost byla déle zvétsovana. Hodnoty prislusnych velic¢in byly zaznamenavany
zhruba po 3 vtefinovém c¢ekani po zvétseni vzdalenosti elektrod.

Bod dotyku byl, v tomto i v dalsich mérenich, urcovan jako nastaveni mikro-
metrického sroubu, pii némz byl znatelné (i o nékolik fad) snizen odpor (respek-
tive zvysen prochazejici proud). Timto zpusobem zjistény bod dotyku neni urcen
zcela presné a to hned ze dvou duvodu. Zaprvé povrch elektrod neni dokonale
rovny a zadruhé elektrody k sobé nejsou zcela rovnobézné, viz kapitola Popis
meéricich aparatur. Z tohoto duvodu je do méfeni zavedena systematickd chyba,
kterou neni jednoduché urcit.

Za projev téchto nedokonalosti byly z po¢atku povazovany i neocekavané tvary
zéavislost! méfrenych veli¢in v regionu d € (0;1) mm, viz Obréazek 5.10 a Obrazek
5.13. Pozdéji se oviem ukazalo, ze tyto zvlastni prubéhy métenych zavislosti jsou
pravdépodobné zptsobeny zasunutim jiz neodizolované ¢asti vodice, na némz je
upevnéna horni elektroda, do roztoku. Pti pouziti objemu roztoku V' = 500 puL
saha jeho hladina ptiblizné do vysky 8 mm, zatimco izolace vodice koné¢i ve vysce
7 mm'. Z toho je patrné, Ze je-li horni elektroda pravé ve vzddlenosti d ~ 1 mm
od spodni elektrody, za¢ne se do roztoku ponofovat jiz neodizolovana ¢ast vodice.

IMéieno od povrchu elektrody.
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Zavislosti kapacity C, a odporu R, byly proto opétovné zmeérfeny za pouziti
mensiho objemu roztoku V' = 250 uL. Pfi tomto objemu vzorku hladina neni

dostatecné vysoko, aby se neodizolovana ¢ast vodice ponotila do roztoku i pfi
dotyku elektrod.

Vysledky tohoto méreni, viz Obrazek 5.11, Obrazek 5.12, Obréazek 5.14 a
Obrazek 5.15, podporuji vyse zmincnou teorii o pricine zvlastnich tvaru meétenych
zavislosti.

40

301 TN

20+ Q-voda, 20Hz

C, [nF]

10

0

200+

100

C, [pF]

Q-voda, 1MHz

\
1501 =
3

50~

Obrazek 5.10: Zavislost kapacity C), kondenzatoru obsahujictho Q-vodu na
vzdalenosti d elektrod pri amplitudé stiidavého napéti U = 1 V a frekvencich
fi =20 Hz a f, =1 mHz pro objem vzorku V' = 500 uL.
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Obréazek 5.11: Zavislost kapacity C, kondenzatoru obsahujictho Q-vodu a BSA
na vzdalenosti d elektrod pri amplitude stiidavého napeti U = 1 'V a frekvenci
f1 =20 Hz pro objem vzorku V = 250 uL.
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Obrazek 5.12: Zavislost kapacity C, kondenzatoru obsahujictho Q-vodu a BSA
na vzdalenosti d elektrod pii amplitudé stiidavého napeéti U = 1 V a frekvenci
fi =1 MHz pro objem vzorku V = 250 uL.
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Obrazek 5.13: Zavislost odporu R, Q-vody na vzdalenosti d elektrod pii ampli-
tudeé stiidavého napeti U = 1 V a frekvencich f; = 20 Hz a f, = 1 MHz pro
objem vzorku V = 500 uL.
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Obrazek 5.14: Zavislost odporu R, Q-vody a BSA na vzdalenosti d elektrod pfi
amplitudé stridavého napéti U = 1 V a frekvenci f; = 20 Hz pro objem vzorku
V =250 uL.
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Obrézek 5.15: Zavislost odporu R, Q-vody a BSA na vzdalenosti d elektrod pfi
amplitude stridavého napeti U = 1 'V a frekvenci fo = 1 MHz pro objem vzorku
V =250 uL.

5.1.3 Zavislost Ipc na ¢ase a vzdalenosti elektrod

Meéfteni stejnosmérného proudu bylo provedeno za pouziti predpéti (Bias) o am-
plitude U = 1 V a v nékterych pifpadech i U = 10 mV 2.

Zéavislost prochéazejicitho proudu Ipe na vzdalenosti d pro Q-vodu byla méfena
celkem ¢tyfmi ruznymi postupy.

e Prvni postup spocival v nalezeni bodu dotyku a nasledném oddalovani elek-
trod. Hodnoty prochazejiciho proudu byly zapisovany po priblizné t¥ivtetrin-
ovém cekani.

e Pfi druhém méfeni byl zvolen opacny postup, tedy priblizovani vrchni elek-
trody az do bodu dotyku. Doba cekani pred zaznamenanim hodnoty proudu
byla stejné jako v pfedchozim piipadé.

e TTeti ze ¢tyl provedenych postupu byl stejny jako postup prvni, s jedinym
rozdilem, totiz po otoceni mikrometrickym sroubem byla hodnota proudu
zapsana az po ustaleni. Takto bylo postupovano do hodnoty d = 0, 0488mm
a poté kvuli znatelné zvysené nestabilité hodnot proudu byla zavedena
tricetivterinova doba ¢ekani.

e Posledni postup se od prvniho a tretiho lisi opét pouze v dobé mezi zvétsenim
vzdalenosti elektrod a zapsanim hodnoty prochazejictho proudu. V tomto

2Pokud neni zdiiraznéno pouziti tohoto piedpéti, je automaticky predpokladédno pouziti
U=1V.
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pripadé dochézelo k zaznamenani hodnoty bezprostfedné po otoceni mik-

rometrickym Sroubem.

Krivky vzeslé z téchto postupt je mozné vidét na Obrazku 5.16. Z tohoto grafu
je mozné vidét, ze vsechny ¢tyti kiivky vykazuji, alespon v néjaké ¢asti intervalu
d € (0;1) mm, linedrni zavislost s téméfr totoznou smérnici. Jelikoz se jedna o
stejny region, jako v pripadé¢ vzdalenostni zavislosti kapacity a odporu, je toto
chovani pripisovano stejnému jevu, viz sekce Zdvislost C, a R, na vzddlenosti

elektrod.
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Obréazek 5.16: Zavislost stejnosmérného proudu Ipc protékajiciho mezi elektro-
dami na vzdalenosti elektrod d. Méfeno pro cistou Q-vodu.

Meéfieni zavislosti Ipo na vzdalenosti bylo provedeno i pro koncentraci proteinu
BSA ¢ = 5 mg-mL™!. Pfi tomto méieni byly pozorovdny pomérné velké fluktuace
prochazejictho proudu v zavislosti na vzdalenosti elektrod, viz Obrazek 5.17. Toto
chovani bylo zpusobeno viditelnym vysrazenim proteinu na kladné nabité (horni)
elektrodé. Z tohoto duvodu byla provedena dal3i méfeni s koncentracemi ¢ = 2
a 0,5 mg-mL~! a dvéma piedpétimi U; = 1 V a U, = 10 mV. U koncentrace
¢ = 2mg-mL ! a predpéti U; byla opét pozorovana tvoiici se srazenina protei-
nu 3 na horni elektrodé. Pfi stejném piedpéti, ale koncentraci ¢ = 0,5 mg-mL ™1
zadna srazenina pouhym okem pozorovana nebyla, stejné tomu bylo i u obou
predchozich koncentraci pii pouzitém predpéti Us,.

Toto chovén{ proteinu bylo pomérné prekvapivé, nebot nebylo pozorovéano pii
piredchozich méfenich, viz [43]%. Z tohoto duvodu byl tento jev podroben dalsimu

3Pravdépodobné se jednd o hydrogel.
4Pozdéji se ukdzalo, Ze i u starych vzorkii mohlo dochdzet ke tvorbé srazeniny, pouze jen

podstatné pomaleji, a proto si tohoto jevu nikdo nevsiml.
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zkoumani.

Ke studiu tvorby srazeniny byly pouZity tii koncentrace ¢ = 1, 2 a 5 mg-mL ™!
a predpéti U = 1 V. Pii téchto parametrech byl méren casovy vyvoj Ipc v kon-
stantni vzdalenosti elektrod d.

Nejprve byl nalezen bod dotyku za pouziti pouze Q-vody a od tohoto bodu
byla vrchni elektroda umisténa do vzdalenosti d = 3,33 mm od spodni elektrody.
Poté byla Q-voda odsata a do kyvety byl injekéni stiikackou vpraven roztok pro-
teinu. Nésledné byla v minutovych intervalech zaznamenavana hodnota proudu
Ipc a v nékterych pifpadech byla poiffzena fotografie elektrody °. Vysledné casové
zavislosti a vybrané fotografie je mozné vidét na Obréazku 5.18 - Obréazku 5.21.

U nejnizsi koncentrace ¢ = 1 mg-mL™! je patrny, z dlouhodobéjsiho hledis-
ka, rust proudu Ipc v ¢ase. Naproti tomu u dalgich dvou koncentraci prochéazejici
proud mezi elektrodami s rostoucim ¢asem klesa. Tento rozdil je nejspiSe zpusobem
tvarem narustajici srazeniny na elektrodé. Ve vSech pripadech srazenina zacala
rust na hranach elektrody, kde je nejvetsi gradient elektrického pole, a poté se
rozgifovala po elektrodé. V piipadé koncentrace ¢ = 1 mg-mL~! sraZenina po
rozprostieni se po elektrodé narustala nerovnomeérné a tvorila uprostred elek-
trody jakysi kapkovity tutvar. Elektrody se tudiz skrze srazeninu ptiblizovaly
rychleji, nez ubyval protein v okolnim roztoku. Naproti tomu u koncentrace
¢ = 2 mg-mL™! sraZenina rostla téméf rovnomérné po celé plose elektrody.
Srazenina vytvéarela pouze velmi maly kopecek, ktery se rychle vyhlazoval, viz
Obrazek 5.19 a Obrazek 5.21. Z tohoto duvodu se na priblizeni elektrod muselo
spotfebovat mnohem vice proteinu a prochazejici proud s ¢asem klesal. U koncen-
trace ¢ = 5 mg-mL~! sraZenina rostla pfedevsim na hranich elektrody a pomalu
se roz§itovala do stran, z tohoto duvodu dochézelo, stejné jako v piipadé kon-
centrace ¢ = 2 mg-mL~!, k poklesu proudu v ¢ase vlivem spotiebovani velkého
mnozstvi proteinu na priblizeni elektrod.

Fluktuace hodnot proudu Ipc jsou pravdépodobné zpusobovany pravé ne
zcela rovnomérnym rustem srazeniny. Porovnanim vyvoje rustu srazeniny pro
koncentraci ¢ = 2 mg-mL~! zaznamenanym na fotografiich s piislusnym grafem
je vidno, ze hodnota prochazejiciho proudu vzrostla, pokud se na elektrodé tvoril
drobny kopecek (tzn. elektrody se priblizuji rychle), a naopak klesla, kdyz se tento
kopecek zarovnaval, tzn. elektrody se témér neptiblizuji a pouze se spotiebovava
protein v roztoku.

Déle je zde nutné zminit, ze rychlost rustu viditelné zavisela na koncentraci
proteinu, a to tak, ze v roztoku o vétsi koncentraci srazenina rostla pomaleji, ale
byla odolnéjsi. Toto pozorovani bylo nejvice patrné u nejvyssi pouzité koncentra-
ce ¢ = 5 mg-mL~!, kde méfeni muselo probihat 40 minut, aby se utvofila pomérné
dobfe viditelna sraZenina, kterou poté bylo obt{zné z elektrody odstranit, nebot
utvorila drobné¢ krystalky na povrchu. Naopak u nizsich koncentraci srazenina
nebyla schopna prekonat ani povrchové napéti roztoku.

Duvodem pomalejstho rustu srazeniny u vyssich koncentraci je kratsi stiedni
volna dréaha molekuly BSA zpusobend vyssi koncentraci molekul v roztoku a tim
vetsi pravdépodobnosti srazky. Zaporné nabity protein se tedy bude smérem ke
katodé pohybovat pomaleji. Vyssi pevnost srazeniny je pravdépodobné primym
dusledkem rychlosti rustu. Pfi pomalejsim rustu maji molekuly proteinu vice ¢asu
se vuci sobé zorientovat tak, aby vytvofily vice hustou a pevnou strukturu.

5Pouze u koncentraci ¢ = 2 mg-mL~! a ¢ = 5 mg-mL~1.
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Po néarustu srazeniny byla méfena zavislost proudu Ipc na vzdédlenosti obéma
sméry (pfiblizovani i oddalovani elektrod). Naméfené zévislosti je mozné vidét
na grafech Obrazek 5.22 - Obrazek 5.24 6.

15 - ¢=5 mg/mL, Bias=1V

12.5

T

10

loc [+A]
kg

7.5

0.5

Iog [HA]

Obréazek 5.17: Zavislost stejnosmérného proudu Ipc protékajiciho mezi elektro-
dami na vzdalenosti elektrod d. Méreno pro roztoky BSA.

SDitvodem, pro¢ kiivka méfend pro oddalovani elektrod pro koncentraci ¢ = 2 mg-mL~!
konci ve vzdélenosti d = 1,5 mm, je, ze kvuli prilisnému piiblizeni elektrod doslo k ¢asteénému
odtrzeni srazeniny a z tohoto duvodu bylo zbyteéné pokracovat v méfeni.
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Obréazek 5.18: Zavislost stejnosmérného proudu Ipc protékajiciho mezi elektro-
dami na ¢ase pro roztoky o koncentraci ¢ = 1 mg-mL™! a ¢ = 2 mg-mL™!.

f'

Obrazek 5.19: Fotografie riistu srazeniny pii pouziti roztoku BSA o koncentraci
¢ =2 mg-mL~". Cisla na obrazku oznacuji minutu, ve které byl snfmek pofizen,
sipka na obrazku z devaté minuty poukazuje na vyse zminény maly rostouci
vybézek.
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Obréazek 5.20: Zavislost stejnosmérného proudu Ipc protékajiciho mezi elektro-
dami na ¢ase pro roztok o koncentraci ¢ = 5 mg-mL ™!,

Obrazek 5.21: Fotografie rustu srazeniny pii pouziti roztoku BSA o koncentraci
¢ =5 mgmL™!
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Obréazek 5.22: Zavislost stejnosmérného proudu Ipc protékajiciho mezi elektro-
dami na vzdélenosti pro roztok o koncentraci ¢ = 1 mg-mL~!, méfeno po utvoreni
srazeniny.
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Obrazek 5.23: Zavislost stejnosmérného proudu Ipe protékajictho mezi elektro-
dami na vzdélenosti pro roztok o koncentraci ¢ = 2 mg-mL™!, méfeno po utvoreni
srazeniny.
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Obréazek 5.24: Zavislost stejnosmérného proudu Ipc protékajiciho mezi elektro-
dami na vzdélenosti pro roztok o koncentraci ¢ = 5 mg-mL~!, méfeno po utvoreni
srazeniny.

5.2 Meéreni s hrotovou elektrodou

V této sekci budou popsana méfeni aktivni plochy hrotové elektrody a téz pokusy
o krystalizaci BSA na hrotu elektrody.

5.2.1 Aktivni plocha hrotu

Pro ur¢eni mérné vodivosti tubulinu a mikrotubulu méfenim odtrhéavaci metodou
je nutné znat, mimo jiné, aktivni plochu hrotu. K jejimu zjisténi byla provedena
méfeni odporu R, v konstantni vzdalenosti d pro hrot a elektrodu o znamé aktivni
plose. Odpor R, byl méfen pro dvé amplitudy napéti Uy =1V a Uy = 10 mV a
t1i frekvence f1 = 20 Hz, fo =1 kHz a f3 =1 MHz v ¢isté Q-vode.

Aktivni plocha hrotu byla poté urcena pomoci vzorce 5.2.

Rp7D
)
Rp,H

kde Sy je aktivni plocha hrotu, Sp = 16,8 mm? aktivn{ plocha deskové elek-
trody, R, p odpor naméreny s deskou a R,y odpor naméfeny s hrotem.

Toto méfeni bylo nejprve provedeno pro zahnuty hrot (oznacme A). Jeho ak-
tivni plocha byla, v souladu s timto faktem, vétsi nez hodnota vypoctena v praci
K. Kohoutové [43] za pouziti rovného hrotu.

Po tomto zjisténi byl pro dalsi méfeni pfipraven novy hrot, viz Obrazek
5.25 (ozna¢me B). Aktivni plocha hrotu B byla méfena ve vzddlenosti elektrod

Sk = Sp (5.2)
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Obrazek 5.25:

Fotografie hrotu
B porizena skrze
okulédr mikroskopu.

d = (6,0 £0,2) mm, ve které byl poté uskuteénén pokus o krystalizaci, a také
ve vzdalenosti d = (1,1 £ 0,2) mm, kvuli porovnani aktivni plochy s hrotem
A. Hodnoty aktivnich ploch obou hrotu jsou uvedeny v tabulce Tabulka 5.2.1,
hodnoty z nichz byly tyto aktivni plochy vypocteny je mozné nalézt v tabulkach
Tabulka 5.4.1 - Tabulka 5.4.1 v ptiloze.

f [ kHz | 0,02 1 1000 0,02 1 1000
U[mV] 1000 | 1000 1000 10 10 10
Aig Sy [mm? ] | 0,0956 | 0,1297 | 0,9114 | 0,0208 | 0,0786 | 0,8942
Bs Sy [ mm? | | 0,0405 | 0,0859 | 0,4456 X X X
Bia Sy [ mm? | | 0,0036 | 0,0061 | 0,2953 | 0,0053 | 0,0040 | 0,2941
Ki1[43] | Sy [ mm? ] | 0,0145 X 0,4961 | 0,0648 X 0,5860

Tabulka 5.1: Vypoctené hodnoty aktivni plochy hrotu s oznacenimi A a B, kde
dolni index oznacuje vzdalenost elektrod.

5.2.2 Krystalizace BSA v elektrickém poli

Vzhledem k predeslému necekanému tispéchu s krystalizaci BSA [43] pod vlivem
elektrického pole jsme se rozhodli prozkoumat podminky a ovérit reprodukova-
telnost vysledku. Motivaci predevsim bylo vyuziti drobnych krystalt na hrotu k
dalsim méfenim.

Prvni pokusy o krystalizaci byly provedeny s hrotem A, jenz byl pouzit v
predchozich mérenich. Tento hrot, jak jiz bylo zminéno v predchozi kapitole, byl
zahnuty, a tudiz jeho aktivni plocha, jak doklada i vypocet, byla vétsi nez u hro-
tu, u ktercho byla krystalizace tispésna.

S timto hrotem byly realizovény t¥i pokusy ve vzdalenosti d = (7,0£0,2) mm,
které bohuzel nevedly k tispésné krystalizaci. Z tohoto diuvodu byl pro dalsi poku-
sy pouzit nové vyrobeny hrot B s mensi aktivni plochou a vzdalenost byla snizena
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na priblizné d = (6,040, 2) mm v prvnim pokusu, d = (5,040, 2) mm v pokusu
druhém a d = (1,0 £0,2) mm v dalsich dvou pokusech.

Vysledky krystaliza¢nich pokusu a jejich podminky pro oba hroty jsou uve-
deny v tabulce Tabulka 5.2.2.

hrot | ¢ [mg-mL™"] zdroj napéti [V] | f [kHz] | ¢ [h] | vysledek
As 2 stiidavy 1 1 1 NE
Ar; 2 sttidavy 1 1000 1,5 NE
Az 2 stejnosmérny 0,5 X 1 NE
Bs 1 stiidavy 1 1000 2 NE
Bs 5 stiidavy 1 1000 1 NE
B ) stridavy 1 1 2 NE
B, 0,5 stridavy 1 1 1 NE

Tabulka 5.2: Parametry pokust krystalizace BSA, kde ”"NE”znac¢i neuspéch a
" ANO”ispech.

5.3 Meéreni vlastnosti tubulinu pomoci ploché
elektrody

Pro méreni elektrickych vlastnosti tubulinu byly pfipraveny dvé stejné koncent-
racni fady ¢ = (0,0, 75;1,5;3;6) mg-mL~!. Tyto koncentracni fady byly ziskany
ze dvou nezdvisle pripravenych vzorku (ozn. D1 a D2) témér ¢istého roztoku tu-
bulinu o koncentraci ¢ = 6 mg-mL™!.

Roztok tubulinu v témét ¢isté vodé o malé vodivosti byl pripraven dialyzou
roztoku tubulinu a pufrovaciho roztoku BRB80 nagimi kolegy z Ustavu fotoniky
a elektroniky, Akademie véd CR, v.v.i.

5.3.1 Zavislost C,, R,, Z a © na koncentraci tubulinu

Z uspornych duvodu bylo méfeni s tubulinem provedeno, na rozdil od ekviva-
lentnitho meéreni s BSA, za pouziti vzorku o polovicnim objemu V = 250 uL a
tudiz musela byt upravena i vzdélenost, ve které byly hodnoty zaznamenavany
d = (2,22 £0,02) mm (méfeno mikrometrickym sroubem od bodu dotyku).

Meéreni bylo uskuteénéno, stejné jako v pripadé BSA, za pouziti stiidavého
napéti o dvou amplitudach U; = 10 mV a U; = 1 V a tfech ruznych frekvencich
fi =20 Hz, f=1kHz a f3 =1 MHz.

Zéavislosti jednotlivych veli¢in jsou vyobrazeny na grafech Obrézek 5.26 -
Obrazek 5.34. Porovnanim se stejnymi zavislostmi pro BSA je mozné vidét, ze
jejich prubéhy jsou témeér totozné, pouze s odlisSnymi hodnotami.

Ze vzorce 5.1 byla vypoctena mérnd vodivost a jeji zavislosti na koncentraci
je mozné vidét na Obrazek 5.35 - Obrazek 5.37.
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Obrazek 5.26: Zavislost kapacity C), kondenzatoru obsahujici roztok tubulinu na
koncentraci pti amplitude stiidavého napeti Uy =1V a Uy = 10 mV a frekvenci

fl =20 Hz.
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Obrazek 5.27: Zavislost kapacity C), kondenzatoru obsahujici roztok tubulinu na
koncentraci pfi amplitudé stiidavého napéti Uy =1V a Uy = 10 mV a frekvenci
f2 =1 kHz.

42



25

20+

C,, [PF]
&

T

Amplituda napéti 1V, D1

Amplituda napéti 10mV, D1

¢ [mg/mL]

Obrazek 5.28: Zavislost kapacity C), kondenzatoru obsahujici roztok tubulinu na
koncentraci pti amplitude stiidavého napeti Uy =1V a Uy = 10 mV a frekvenci
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Obrazek 5.29: Zavislost odporu R, roztoku tubulinu D1 na koncentraci pii ampli-
tudé stiidavého napéti Uy =1 V a Uy = 10 mV a tfech frekvencich f; =20 Hz,
fgzlkHzaflleHz.
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Obrazek 5.30: Zavislost odporu R, roztoku tubulinu D2 na koncentraci pfi ampli-
tude stridavého napeti Uy =1V a Uy = 10 mV a trech frekvencich f; =20 Hz,
fgzlkHzaflleHz.
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Obrazek 5.31: Zavislost impedance Z roztoku tubulinu D1 na koncentraci za
pouziti amplitudy stiidavého napéti Uy = 1 V a Uy = 10 mV a tfech frekvenci
f1:20 I‘IZ7 fgzlkHzaflleHz.
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Obréazek 5.32: Zavislost impedance Z roztoku tubulinu D2 na koncentraci za
pouziti amplitudy stiidavého napéti Uy = 1V a Uy = 10 mV a tiech frekvenci
f1:20 I‘IZ7 fgzlkHzaflleHz.
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Obrazek 5.33: Zavislost fazového posunu @ roztoku tubulinu D1 na koncentraci
za pouziti amplitudy stfidavého napéti Uy =1V a Uz = 10 mV a tfech frekvenci
f1:20 I‘IZ7 fgzlkHzaflleHz.
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Obrazek 5.34: Zavislost fazového posunu @ roztoku tubulinu D2 na koncentraci
za pouziti amplitudy stridavého napeti Uy =1V a Uz = 10 mV a trech frekvenci
f1:20Hz,f2:1kHzaf1:1MHz.
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Obréazek 5.35: Zavislost mérné vodivosti ¢ roztoku tubulinu na koncentraci pii
amplitude stridavého napcti Uy =1V a Uz = 10 mV a frekvenci f; = 20 Hz.
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Obréazek 5.36: Zavislost mérné vodivosti o roztoku tubulinu na koncentraci pii
amplitude stiidavého napeti Uy =1V a Uy = 10 mV a frekvenci fo = 1 kHz.
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Obréazek 5.37: Zavislost mérné vodivosti ¢ roztoku tubulinu na koncentraci pii
amplitudé stiidavého napéti Uy =1V a Uy = 10 mV a frekvenci f3 = 1 MHz.
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5.3.2 Frekvencni zavislosti C, a R, tubulinu a pufrovaciho
roztoku

Meéreni kapacity C, a odporu R, v zavislosti na frekvenci bylo provedeno v rozsahu
frekvenci od 20 Hz do 1 MHz pii teploté T € (26 —28) “C. Zavislosti byly méreny
pro oba vzorky (D1 a D2) dialyzou vycisténych pufrovacich roztoku bez tubulinu
a také pro dva roztoky (D1 a D2) tubulinu o koncentraci ¢ = 3 mg-mL™",

Vysledné zavislosti jsou vykresleny v grafech Obrézek 5.38 - Obréazek 5.41.
Na téchto kfivkach si je mozné povsimnout velkych rozdilu ve tvaru kiivek me-
zi samotnymi pufrovacimi roztoky a roztoky s tubulinem, a to predevsim mezi
frekvencemi 1 kHz az 10 kHz. Vezmeme-li k témto zavislostem v potaz i zménu
chovani fazového posunu © mezi frekvencemi fo = 1 kHz a f3 = 1 MHz, viz
Obrézek 5.33 a Obréazek 5.34, je pomérné pravdépodobné, ze pravé v tomto frek-
vencnim rozsahu bude lezet hodnota rezonancni frekvence tubulinu.

10 ¢ %o,

C, [pF]

10°} \

10" 10 10 10 10 10
f[Hz]

Obrézek 5.38: Zavislost kapacity C, pufrovacich roztoku D1 a D2 na frekvenci.
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Obrazek 5.39: Zavislost kapacity C,, tubulinu v pufrovacich roztocich D1 a D2 na

frekvenci.
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: Zéavislost odporu R, pufrovacich roztoki D1 a D2 na frekvenci.
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Obrazek 5.41: Zavislost kapacity 7, tubulinu v pufrovacich roztocich D1 a D2 na
frekvenci.

5.3.3 Zavislost Ipc na case t

Meérteni zavislosti stejnosmérného proudu Ipc na ¢ase za konstantni vzdalenosti
elektrod d = (2,22 4+ 0,2) mm bylo provedeno pro dva roztoky o koncentracich
¢ = 0,75 mg-mL™! (ze vzorku D1) a ¢ = 3 mg-mL™" (ze vzorku D2) za pouziti
predpéti U = 1 V. Vysledky méfeni je mozné vidét na grafu Obrazek 5.42.

V ptipadé nizsi z méfenych koncentraci prochazejici proud od ¢tvrté minuty
meéfeni s drobnymi fluktuacemi klesal. V tomto ptipadé se ani po 40 minutach
nevytvorila srazenina viditelna pouhym okem, tak jak tomu bylo u BSA. Z tohoto
duvodu bylo méfeni opakovdno pro vyssi koncentraci ¢ = 3 mg-mL™1.

Prubéh proudu Ipc v zévislosti na ¢ase se pro koncentraci ¢ = 3 mg-mL™!
velmi podobd stejné zavislosti naméiené pro BSA o koncentraci ¢ = 5 mg-mL™1
viz Obréazek 5.20. V tomto ptipadé byly zhruba jiz po 30 minutach viditelné velmi
fidké srazeniny proteinu na rozich elektrody. Tyto srazeniny rostly, na rozdil od
BSA, velmi pomalu. Tento rozdil v rychlosti ristu muze byt zptusoben poloviécnim
pouzitym objemem vzorku a tudiz mensim poctem molekul, dale pocet molekul
tubulinu bude ve stejném vzorku méné nez molekul BSA, nebot tubulinovy dimer,
ve kterych se protein pfirozené vyskytuje, je témer dvakrat tézsi nez BSA. Vyssi
hmotnost tubulinu muze téz ovlivnit jeho pohyblivost v roztoku.
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Obrazek 5.42: Zavislost stejnosmérného proudu Ipe na ¢ase pro obé méfené kon-

centrace.
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Z.aver

V teoretické c¢asti této prace byl ¢tenair seznamen se zakladnimi vlastnostmi
hovéziho sérového albuminu (zkr. BSA) a vybranymi krystaliza¢nimi metoda-
mi proteinu. Déle zde byly podrobnéji popsany struktura, dynamicka nestabilita,
uloha v transportu latek a organel napii¢ buitkou a vybrané elektrické vlastnosti
mikrotubulu a téz nékteré vlastnosti jejich stavebni jednotky dimerniho proteinu
tubulinu.

Hlavni experimentélni néaplni této prace bylo predevsim méteni zavislosti ka-
pacity Cp, odporu R,, impedance Z, fazového posuvu @ a meérné vodivosti o
na koncentraci proteinui BSA a tubulinu. Dale také urceni zavislosti kapacity
Cp, odporu R, a stejnosmérného proudu Ipc na vzdélenosti elektrod pro BSA a
¢istou Q-vodu. Pii méreni posledni jmenované zavislosti byla pozorovana tvorba
srazeniny BSA na kladné nabité elektrodé. Méteni vzdalenostni zavislosti stejno-
smérného proudu bylo timto rustem srazeniny velmi ovlivnéno a z tohoto duvodu
nebylo po zjisténi rustu srazeniny i u tubulinu pro tubulin uskute¢néno. Tvary
zavislosti kapacity C), a odporu R, na frekvenci spolec¢né se zavislosti fazového po-
suvu O na koncentraci, mérené pro ruzné frekvence, poukazuji na mozny rozsah,
ve kterém by mohla lezet hodnota rezonancni frekvence pro tubulinovy dimer.

V predchozich experimentech nasi skupiny bylo zjisténo, ze pfi méteni s hro-
tovou elektrodou doslo ke krystalizaci BSA na spic¢ce hrotu. Jelikoz by tato vrstva
proteinu mohla byt vyuzita v dalsich experimentech, byla krystalizace na hrotu
a jeji reprodukovatelnost podrobena dalsimu zkoumani. Bohuzel pokusy o krys-
talizaci skoncily netspéchem.

V souvislosti s krystaliza¢nimi pokusy a nasim dlouhodobym cilem bylo pro-
vedeno méfeni aktivnich ploch dvou hrotu. Prvni z hrotu mél zahnutou spicku,
a tudiz mél i pomérné velkou aktivni plochu, druhy hrot byl, dle pozorovéani pod
mikroskopem, zatim nejlepsim vyrobenym hrotem ve smyslu velikosti aktivni plo-
chy, coz bylo potvrzeno i naslednym métenim.

V budouci experimentalni ¢innosti by bylo vhodné se dale pokouset o krys-
talizaci BSA na hrotové elektrodé a v pripadé tspéchu metodu otestovat i na
dalsich proteinech. Stejné tak by bylo vhodné podrobnéji prozkoumat vlastnosti
srazeniny proteinu na elektrodé, nebot se domnivam na zakladé pozorovani pro
koncentraci ¢ = 5 mg-mL !, Ze tento postup by mohl taktéz vést ke krystalizaci,
bylo by ovsem zapotifebi ponechat formovat srazeninu podstatné déle. Avsak i
pokud by tento postup nevedl ke krystalizaci, jsem si jist, ze po lepsim popsanim
vlastnosti srazeniny by tento jev nalezl uplatnéni jako metoda pro zhusténi pro-
teinu v urcitém miste.
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Symboly a zkratky

Dulezité veliciny, konstanty a zkratky pouzité v textu. Nékteré z nich mohou mit
vice vyznamu, proto je dany vyznam upfesnén na daném misté v textu.

Symboly

M [Da] molekulova hmotnost

Da 1Da (Dalton) = 1,66054-107" kg
pl ] izoelektricky bod

D [C-m] dipélovy moment

D 1 D (debye) = 3,33564-10~7 C-m
P Cm 2] elektrickd polarizace

E V-m~!] intenzita elektrického pole

T

S-m~2] mérnd vodivost (1 S (Siemens) =1 Q71)

S

[
[
K] teplota
[
(w/v) |

%] hmotnostni zlomek

Zkratky

BSA - Bovine Serum Albumin

MPEG - Methoxy Polyethylene Glycol
GTP - Guanosin-tri-fosfat

GDP - Guanosin-di-fosfat

MAPs - Microtubule-associated proteins
ATP - Adenosin-tri-fosfat

ADP - Adenosin-di-fosfat

HVT - Teorie skrytych proménnych
BBO - Beta baryum borat

Q-voda - Millipore-Q watter
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Prilohy

5.4 Tabulky hodnot

5.4.1 Aktivni plocha hrotu

F[kHz] | 0,02 1 1000 | 0,02 1 1000

U[mV] | 1000 | 1000 | 1000 | 10 10 10
R,u[MQT| 269 | 176 | 21 | 1240 | 289 | 22
R,p[MQ] | 0,153 | 0,136 | 0,116 | 0,153 | 0,135 | 0,116
Sy [mm? ] | 0,0956 | 0,1297 | 0,9114 | 0,0208 | 0,0786 | 0,8942

Tabulka 5.3: Vypoctené hodnoty aktivni plochy hrotu A pro dané parametry ve
vzdalenosti d = (1,0 £ 0,2) mm.

f [ kHz | 0,02 1 1000 0,02 1 1000
U[mV] 1000 1000 1000 10 10 10
Ry u| MQ 7758 | 2384 | 3,33 | 570,0 | 355,1 | 3,35
R,p[|MQ ]| 0,167 | 0,08 | 0,058 | 0,181 | 0,085 | 0,059
Sy [mm? ] | 0,0036 | 0,0061 | 0,2953 | 0,0053 | 0,0040 | 0,2942

Tabulka 5.4: Vypoctené hodnoty aktivni plochy hrotu B pro dané parametry ve
vzdalenosti d = (1,0 £ 0,2) mm.

Fl{kHz] | 0,02 1 1000
U[V] 1 1 1
R, MQ ]| 11522 | 44,72 | 583
R,p[MQ]| 028 | 023 | 0,15
Sy [mm? ] | 0,0405 | 0,0859 | 0,4456

Tabulka 5.5: Vypoctené hodnoty aktivni plochy hrotu B pro dané parametry ve
vzdélenosti d = (6,0 + 0,2) mm.
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