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Abstract: The Natural Resistance-Associated Macrophage Proteins (Nramp)
form functionally conserved family of proton-dependent divalent metal ion transporters.
In the present study, we investigated transport properties of a prokaryotic Nramp
homolog — MntH transporter from Escherichia coli. HT transport mediated by MntH
was monitored in a bacterial model system using pH-sensitive green fluorescent pro-
tein (pHluorin). Our experimental conditions enabled us to observe an uncoupled H™*
transport mediated by MntH. Uncoupled H" flux had been previously described in eu-
karyotic Nramp proteins, nevertheless this is the first observation of this phenome-
non in a prokaryotic homolog. We demonstrated that the uncoupled H™ transport is
pH- and temperature- dependent. The uncoupled transport H* is also affected by spe-
cific single-point mutations at functionally important residues Asp*, His?!! and Asn*0!.
The second part of the work focused on effect of different ions, which are not MntH sub-
strates, on transport properties of MntH. It was shown that addition of excess calcium
or magnesium resulted in increase of H transport induced by divalent metal ions, but
on the other hand our data suggest that calcium inhibits uncoupled HT transport.
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Kapitola 1
Uvod

Rodina membranovych transportnich proteintt Nramp (Natural Resistance-
-Associated Macrophage Protein) hraje dilezitou roli v homeostazi dvojmoc-
nych kovovych iontti v fadé organizmi. Velkd pozornost je vénovana eu-
karyotnim zastupctim této rodiny, protoze jejich aktivita souvisi se schopnosti
organizmu vzdorovat infekénim onemocnénim [1]. Pochopeni mechanismu, ja-
kym proteiny Nramp funguji, by mohlo vést také k novym terapeutickym
pristupim v 1éébé neurologickych onemocnéni, jako jsou Alzheimerova c¢i
Parkinsonova choroba [2]|. Zastupci rodiny Nramp jsou v8eobecné povazovani
za symportni membranové proteiny prenasejici pres membranu kovové ionty
za vyuziti elektrochemického gradientu protoni [3]. Nami studovany prokary-
otni protein MntH (Proton-dependent Manganese Transporter) je povazovan
za vhodny modelovy systém ke studiu Nramp proteini diky své sekvencni
podobnosti s pfedkem eukaryotnich proteini této rodiny [4].

Tato diplomova préace se zabyvéa studiem vlivu iontd (zejména vapniku)
na kovem indukovany transport protonii proteinem MntH bakterie Escheri-
chia coli. Pti hledani vhodného experimentalniho prostiedi pro uskutec¢néni
tohoto méfeni jsme nalezli podminky, ve kterém se nam daii pomoci spek-
troskopickych metod sledovat odptazeny tok protont proteinem MntH.

Teoreticka c¢ast prace se zabyva obecnéji membranovymi transportnimi
proteiny a jejich klasifikaci, podrobnéji potom zejména Nramp rodinou s di-
razem na shrnuti znamych skutecnosti o bakterialnich homolozich této rodiny.
Rozebira také nejnovéjsi studie, které odhalily kanalu podobny mechanismus
prenosu u transportnich proteinii dfive fazenych mezi prenasece. Kapitola
Experimentalni metody a material vysvétluje postupy zvolené pro studium
transportu protonii a také okolnosti, které vedly k odhaleni experimental-



nich podminek vhodnych pro sledovani odprazeného toku protonti. Kapitola
Vysledky a diskuze se sklada ze dvou hlavnich ¢asti. V prvni prezentujeme vy-
sledky méreni odprazeného transportu protont divokym typem MntH a jeho
vybranymi jednobodovymi mutacemi, véetné vyhodnoceni aktivacni energie
transportu. Ve druhé se vénujeme problematice vlivu iontd na odpfazeny
i kadmiem indukovany sptrazeny transport protonti divokym typem MntH.
V zéavérecéné kapitole shrnujeme dosazené poznatky a nejpodstatnéjsi zavery
této prace.



Kapitola 2

Teoreticka cast

2.1 Prenos latek pres biologické membrany

Bunééna membrana plni funkci pfepazky, kterd muze regulovat priichod mo-
lekul do a ven z bunky. Pro vétsinu hydrofilnich molekul vytvari hydrofobni
vnitfek lipidové dvojvrstvy ti¢innou bariéru. Pres lipidovou dvojvrstvu mohou
volné prochazet pouze malé hydrofobni molekuly (Oz, COs, N5) nebo malé
nenabité polarni molekuly (H,O, glycerol, etanol) [5]. Vétsina ostatnich latek
prostupuje volnou difuzi pfes membranu prilis pomalu a proto ¢asto hovorime
o tom, Ze je membrana pro tyto latky nepropustna. Pro buinku je zivotné
dulezité, aby byla schopna tyto latky (vétsi polarni molekuly, ionty, nabité
molekuly...) pfenaset pfes membranu s dostatecnou rychlosti. Toto v burice
zajistuji membranové transportni proteiny, které prochézeji skrz membranu
a vytvareji tak prichody pro specifické latky. Dle zptisobu pfenosu substratu
lze membranové transportni proteiny rozdélit na dvé hlavni skupiny a to pte-
nasecové proteiny a kanaly [5].

Rozdil mezi pfenasec¢i a kanaly je jednak v mechanismu pfenosu latek
pres membranu, ale také v jejich selektivité. Prenasecové proteiny vykazuji
vysokou selektivitu a casto prenaseji pouze jeden typ molekuly. Transporto-
vanou latku navazou na jedné strané membrany a po sérii konformac¢nich zmén
ji uvolni na druhé strané membrany. Pokud je latka prenasena ve sméru svého
elektrochemického gradientu, jedna se o pasivni transport, ktery probiha sa-
movolné bez nutnosti dodavat energii. Pii pfenosu pouze jednoho substratu
hovorime o uniportu. Na rozdil od kanalii umi prenasece sprahnout prenos
latky pfes membranu s reakci uvolnujici energii a diky tomu uskutecnovat
prenos latek proti jejich elektrochemickému gradientu. V takovém pripadeé se



jedna o aktivni transport, ktery se déli na primarné aktivni (vyuziva chemic-
kou energii, napt. hydrolyza ATP) a sekundarné aktivni (energie z elektroche-
mického gradientu). Sekundarné aktivni transport byva oznacovan jako ko-
transport. Prenos latky, ktera jde proti svému elektrochemickému gradientu,
je pri kotransportu sprazen s prenosem jiné latky, ktera jde naopak ve sméru
svého elektrochemického gradientu. Pokud jsou latky pfenaseny pres mem-
branu ve stejném sméru hovorime o symportu, pokud v opa¢ném jedna se
o antiport [5].

Kanaly vytvafi v membrané hydrofilni otvor riznych velikosti. Velké ka-
naly nachézeji své uplatnéni v mezibunécnych spojich nebo ve vnéjsich mem-
branach mitochondrii ¢i chloroplastti. Na plazmatické membrané Zivocisnych
i rostlinnych bunék lze nalézt izké vysoce selektivni iontové kanaly. Tyto ka-
naly vykazuji vysokou iontovou selektivitu, ktera zavisi na priméru a tvaru
kanalu a na rozmisténi nabitych aminokyselin v jeho sténach. Protoze pii pre-
nosu substratu nedochazi k velkym konformacénim zménam, rychlost prenosu
skrz kanalové proteiny je az stokrat vyssi nez pomoci prenasecovych pro-
teind [6].

Kanaly na rozdil od pfenaSec¢ti neumi uskutecniovat aktivni transport.
Proto prenos latek pres membranu pomoci kanalt je vzdy pasivni, uskutec-
novany ve smeéru elektrochemického gradientu dané latky. Nékteré kanalové
proteiny jsou hradlovany. Hradlovany kanal umi reagovat na specificky pod-
nét tim, ze se otevie. Takovymi podnéty mohou byt zmény membranového
potencialu, mechanicky stres nebo navazani ligandu [5].

2.2 Rodina membranovych transportnich
proteintit Nramp

Proteiny Nramp (Natural Resistance-Associated Macrophage Protein), jinak
také SLC11 (SoLute Carrier 11) tvofi rodinu membranovych transportnich
proteint, jejichZ hlavni funkei je transport dvojmocnych kovovych iontt (Me? ™)
jako je Mn?*, Zn?* Fe?*, Co?* [§], Cu?*, Cd?* [9], Ni?T, Pb?* [10] pfes mem-
branu. Vyuzivaji k tomu energii uloZenou v elektrochemickém gradientu pro-
tond [3]. Jednd se tedy o sekundarné aktivni transportéry uskutecnujici sym-
port Me?* s H*. Substratem pienosu téchto prenasecovych proteinii nejsou
Mg?* a Ca’t. V databazi TCDB (Transport Classification Database) [11] na-
lezneme rodinu Nramp pod oznacenim 2.A.55. Proteiny této rodiny byly po-
psany v celé fadé organizmi od savci [1, 12], pfes rostliny [13] a kvasinky [14]



az po bakterie [15, 16].

2.3 Eukaryotni homology Nramp

Jako prvni byly v roce 1992 naklonovény geny SMF1 a SMF2 kvasinek [14].
Ukazalo se, ze SMF1 a SMF2 jsou zapojeny do odezvy organismu na stres
zpiisobeny nedostatkem Mn2T a hraji diileZitou roli v jeho p¥ijmu.

Vyuzitim Smflp specifickych protilatek bylo ukazano, ze Smflp je loka-
lizovdn na plazmatické membrané kvasinek [8], kde umozituje Mn?" vstup
do buitiky. Buiiky s deletovanym SMF1 hromadi stejné mnoZstvi Mn2" jako
buiiky s funkénim Smflp a navic nevykazuji vaznou poruchu v aktivité en-
zymu vyuzivajicich mangan jako kofaktor. Smflp proto nemiize byt jediny
transportni systém umoziujici Mn?* vstup do buiiky [17], ale na akumulaci
Mn?* v buiice se pravdépodobné podili i pfenasece jinych latek, napi. jinych
kovii. Tyto transportni systémy pro kovy jako jsou Fe?T, Cu?* ¢i Zn%* maji
k Mn?* niz§i afinitu. Jejich podil na pfijmu Mn?* buiikou je tedy zavisly
na koncentracich pfislusnych kovi ve vnéjsim prostredi [18].

Naopak butiky s nefunkénim Smf2p maji vazné porusenou schopnost Mn?+
hromadit a zpfistupnovat ho pro bunécné procesy. Smf2p je lokalizovan uvnitt
buiiky a umoziiuje odtok Mn2* z vnitrobunéénych vacki. Zda se, Ze tyto vacky
mohou predstavovat jakousi zasobarnu ¢i prechodné tilozisté pro kov smérujici
do Golgiho aparatu ¢i mitochondrie [18].

Dalsim zastupcem rodiny Nramp v kvasinkich je SMF3. Je exprimovan
na membrané vakuoly a je regulovin pomoci Fe?*. Jeho delece neméa vliv
na pifjem Mn?*, coz ukazuje na jeho tilohu pfi pfenosu Fe?* z vakuoly do cyto-
solu a na udrZeni celkové homeostéze Fe?* v buiice [4, 19].

V roce 1993 se podafilo naklonovat mysi gen zodpovédny za rezistenci
viudi infekei mykobakterii [1], ktera zpisobuje tuberkulézu. Protein kédovany
timto genem byl nazvan Nrampl. Exprese NRAMPI1 je piisné regulovana
a omezena pouze na fagocyty. Nrampl je integralni membranovy fosfoglyko-
protein. Predpoklada se, ze obsahuje dvanact transmembranovych segmentti a
je exprimovan na membranu vacki patficich k endocytické draze. Tyto vacky
mohou fazovat s membranou fagosomu [20]. Nrampl pienasi Me?* z fago-
somu do cytoplazmy a tim omezuje pristup cizorodého mikroorganizmu, po-
hlceného pii fagocytdze, k zivotné dilezitym Zivindm (jako je Fe?T, Mn?* a
Co?1), kterych je v lumenu fagosomu omezené mnozstvi [21]. Tim se Nramp1
stava jednim z obrannych mechanizmi organismu proti mikrobtm [4].
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Naopak NRAMP2 (nékdy oznacovany téz jako DCT1 ¢ DMTI) je ex-
primovan na bunéény povrch rtznych bunék. Nramp2 mtzeme také nalézt
v brzkych [22] i pozdnich endosomech [23] nékolika typi bunék. Nachazi se
napiiklad na apikalni membrané bunék epitelu ledvin a dvanactniku, kde zod-
povida za pifjem Fe?" z potravy [10]. Ukézalo se, ze Nramp?2 je hlavni systém
stfeva savctl, ktery umoziiuje pifjem Fe?" a ktery neni zaloZen na transferinu
[21]. Mutace proteinu Nramp2 nebo sniZzené exprese NRAMP2 zpusobuje my-
krocytarni anemii [24]. Studie na oocytech drapatky (Xenopus laevis) ukazaly,
ze NRAMP2 kéduje transportni systém zavisly na protonmotivni sile s vy-
sokou afinitou k Fe?* [12], ktery funguje jako symportér protont s Sirokou
kélou substrati, jako jsou Mn?*, Zn?*, Cd** a dalsi prechodové kovy [10].

Orthology NRAMP1 a NRAMP2 byly identifikovany jiz v fadé organizmut
vCetné zab, ptakiu a savcid [4]. Proteiny rodiny Nramp maji pravdépodobné
svilj pavod v prokaryotnich organismech. Jak v gram-pozitivnich tak v gram-
-negativnich bakteriich byl popsén protein MntH (Proton-dependent Manga-
nese Transporter), ktery je funkénim homologem eukaryotnich Nramp pro-
teinti [25]. To ukazuje na mozny prenos genu z endosymbiotické organely bak-
teridlniho ptivodu do jadra eukaryotni bunky. Pravé proto je MntH z E. coli
prinalezejici ke skupiné MntH A zajimavy modelovy systém rodiny Nramp,
ktery muze byt vyuzit pfi studiu mechanismu transportu této funkéné i sek-
venéné konzervované rodiny [4].

2.4 Prokaryotni homology Nramp

Pro pfijem a vydej esencialnich kovt si bakterie vyvinuly sofistikovany systém.
Ten zahrnuje i transportni systémy pro chelatované nebo volné kovy [26]. Pfi-
jem zeleza je pro mikroby béhem infekce velmi dulezity, konkrétné pro vnitro-
bunécné parasity, ktefi se dostanou dovniti makrofagti. Tam totiz hostitelsky a
patogenni organismus soupefi o stejnou vnitrobunécnou zasobu dvojmocnych
kovovych iontt [7, 27]. Makrofag pouZiva kovové ionty pro syntézu toxickych
kyslikovych radikal (oxidativni stres) a jako kofaktory pro detoxikativni sys-
témy na svou obranu. Podobné, Zelezo je esencialni Zivina pro rust intracelu-
larnich mikrobii a dohromady s manganem je dilezitym kofaktorem pro jejich
enzymatické antioxida¢ni obranné systémy [28].

Existuje nékolik recepé¢nich systémt pro chelataci Fe3™, jako je napf. hem,
které jsou pro rist patogenu dulezité. U enterobakterii (¢eled bakterii, které
jsou gram-negativni a vétsinou Ziji v travicim traktu obratloveid [29]) se tyto
systémy skladaji z receptoru na vnéjsi membrané, ktery potfebuje energii,
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aby umoznil vstup chelatovaného Fe3™ do periplazmy. Navic je tfeba dal-
$tho ATP-dependentniho transportniho systému k ndslednému pienosu Fe?*
do cytoplazmy [30]. Naopak, rozpustné Fe?" volné difunduje do periplazma-
tického prostoru a mize byt importovano do cytoplazmy jak hlavnim ATP-
-dependentnim vysoce afinitnim FeoB systémem [30], tak také pfi nizké kon-
centraci Mg?™ pomoci H*-dependentniho CorA systému [31, 32].

Systémy pro import Fe?* do buiiky hraji dtileZitou roli v mikrobialni pato-
genezi, a to jak v invazi, tak i ve vnitrobunééném pieziti a mnozeni [33]. Pti ex-
perimentech v 90. letech se ukazalo, ze kromé znamych systémii pro piijem
Fe3t a Fe?T existuje jesté minimalné jeden diilezity transportér Fe?* do bu-
nek. Védélo se totiz, ze aby si bakterie zajistily prijem zeleza vice zptsoby,
sekretuji do svého okoli reduktasu Zeleza (Fe*t — Fe?T) [34]. U mutantnich
bunék s pozménénym systémem pro piijem Fe3™ (entB, tonB) nebo Fe?"
(feoB) byla pozorovana zvysena sekrece extracelularni reduktasy zeleza. Toto
ukézalo na existenci dalsiho systému enterobakterii pro pifjem Fe?*, ktery
bylo nutno identifikovat.

Makuimu a kol. [35] se na E. coli podafilo ukazat, ze hledanym trans-
portnim systémem je funkéni homolog eukaryotnich Nramp proteint, ktery
pojmenovali MntH (Proton-dependent Manganese Transporter). Z jejich ex-
perimentii, kdy méfili mnozstvi radioaktivné znadeného kovu (Mn?* a Fe?™)
akumulovaného v bunce za urcitou dobu, vyplynulo, ze MntH vykazuje vyssi
afinitu k Mn2* nez k Fe?*. To pro¢ tomu tak je, miiZze byt vyvozeno ze zna-
losti bézné koncentrace téchto kovil v organismu. V perifernich tkanich i krvi
je totiz zeleza 1000 krat vice nez manganu [36]. Vyssi afinita MntH k manganu
patrné kompenzuje jeho nizsi fyziologické koncentrace.

Stejné jako eukaryotni homology i MntH transportuje Siroké spektrum
substrati a umoznuje vnitrobunéénou akumulaci riiznych dvojmocnych kati-
ontd kromé jiz zminéného Fe?* a Mn?* také Cd?*, Co?*, Zn?* a v mensi mife
také Ni2T a Cu?* [35]. Jeho schopnost transportu je z4visl4 na protonmotivni
sile stejné jako u eukaryotnich proteini Nramp. Ukazuje se, ze spravna c¢in-
nost proteinu MntH u nékterjch bakterii tizce souvisi s patogenitou, ktera
je esencialné zavisla na enzymech vyuzivajicich Mn?* [37]. Proteiny MntH
jsou popséany v gram-negativnich (F.coli [35], Salmonella typhimurium [38])
a také v gram-pozitivnich bakteriich (Mycobacterium tuberculosis [25], Sta-
phylococcus aureus [39]).

V prokaryotnich organizmech byla pomoci detailni fylogenetické analyzy
popséna existence t¥i skupin proteini MntH (MntH A, B a C) [40]. Tyto
skupiny vykazuji zna¢nou sekvenc¢ni rozmanitost, ktera mize byt disledkem
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evolu¢niho procesu. Nékteré vysledky studie [40] podporuji hypotézu, kterd
predpoklada, ze eukaryotni proteiny rodiny Nramp vznikly horizontalnim pte-
nosem MntH A genu z prokaryot na eukaryota. Navic se zda, ze poté doslo
ke zpétnému prenosu eukaryotniho Nramp genu na prokaryota, ¢imz vznikly
proteiny MntH skupiny C.

2.5 Transportni protein MntH bakterie
E. coli (EcoliA)

Gram-negativni bakterie Fscherichia coli (E. coli) disponuje transportnim
proteinem oznacovanym v této praci jako EcoliA, ktery patii do MntH A
skupiny. Byl popsan v roce 2000 jako membranovy protein transportujici
dvojmocné kovové ionty s Sirokou skilou pienasenych substrati: Mn?+, Cd2+,
Co?*, Fe?* a Zn?" [35]. Nasledné byla uréena jeho transmembranové topolo-
gie [41, 42] a byly provedeny studie k uréeni vztahu mezi jeho strukturou a
funkci [43, 44, 45].

Transportni protein MntH je cilovan na plazmatickou membranu E. coli,
kde umoznuje prichod kovovych kationtti z periplazmy do cytoplazmy za vy-
uziti energie elektrochemického gradientu H*. K predikci transmembranové
topologie EcoliA byly pouzity jak experimentalni tak vypocetni metody. Po-
moci nékolika metod zalozenych na riznych vzajemné komplementarnich pti-
stupech [46, 47, 48, 49] byla pfedpovézena topologie s N koncem v cytoplazmé,
11 transmembranovymi segmenty a C koncem v periplazmé. Tato topologie je
v dobré shodé s transmembranovou topologii eukaryotnich homologti Nramp.

Ve studii [41] byly pro potvrzeni této vypoctem predpovézené struktury
pouzity enzymy schopné ukazat cytoplazmatické respektive periplazmatické
umisténi. Aktivita téchto enzymu souvisi se stranou membrany, na které se
nachézi. Proteiny vzeslé z inzerce Blam ((-laktamasa) ¢ z fize s Cat (chlo-
ramfenikol acytyltransferasa) pak svou aktivitou urcuji orientaci jednotlivych
transmembranovych domén zkoumaného proteinu. Zatimco Cat je aktivni
pouze v cytoplazmeé, Blam zpiisobuje resistenci na ampicillin, pouze pokud se
nachézi v oblasti pfistupné periplazmatickému prostoru [50, 51]. Celkem bylo
provedeno 16 takovychto analyz, které potvrdily existenci 11 transmembra-
novych segmentii EcoliA a orientaci dle obrazku 2.1. Smycky mezi transmem-
branovymi doménami 1 a 2, 5 a 6, 7 a 8, 9 a 10 byly identifikovany pomoci
(-laktamasy, jsou tedy orientovany do periplazmy. Vystaveni cytoplazmatic-
kému prostoru vykazovaly smycky mezi transmembranovymi segmenty 2 a 3,
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Obrazek 2.1: Transmembranova topologie proteinu MntH bakterie E. coli.
Cervené jsou vyznacena mista jednobodovych mutaci MntH, kterd byla zkou-
ména v této praci. Cernym krouzkem a ¢étvereckem oznacena mista vzniku
faznich proteinti (nahodnych ¢i fizenych) s Cat. Trojihelnikem jsou oznacené
inzerce Blam. Prevzato z [41].

6a7,8a9, 10a 11.

Topologie EcoliA s 11 transmembranovymi segmenty se podoba vice kva-
sinkovym homologiim Nramp, protoze zvifeci a rostlinni zastupci rodiny Nramp
maji transmembranovych segmentii 12. Pro spravnou strukturu a funkei pro-
menty 1 — 10, které tvori jakési hydrofobni jadro a jsou zachovany naptic
rodinou Nramp [41].

K urceni fylogenetické diverzity rodiny Nramp byla provedena detailni
sekvenc¢ni analyza. Ta vedla k rozpoznani péti fylogenetickych skupin, tfech
bakteridlnich (MntH A, B, C) a dvou eukaryotnich [40, 52]. Rodina Nramp
sdili mnoho zachovavajicich se rezidui (=~ 28 % identita v aminokyselinové sek-
venci). Existuje hypotéza predpokladajici, ze rezidua, ktera jsou spoleéné ro-
diné Nramp, ale odli$né a sou¢asné invariantni v tzv. ,outgroup* (skupina pro-
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teintd, které maji podobnou strukturu jako proteiny Nramp, ale nemaji stej-
nou transportni funkei), jsou dilezitd pro funkci téchto proteint. Byla iden-
tifikovana 4 takovato rezidua v 1., 6., a 11. transmembranovém segmentu
(Asp® a Asn®7) His?'!| Asn?®). U proteinu EcoliA byly provedeny bodové
mutace a vzniklé mutantni kmeny (D34G, N37T, H211Y, N401T) byly podro-
beny dalsimu vyzkumu, kde byla zjiStovana mira exprese na plazmatické mem-
brané a ovlivnéni transportni funkce v porovnéani s transportérem divokého
typu EcoliA [44].

Experimenty odhalily u mutantt na reziduich Asp3* a Asn3" podstatné
utlumeni schopnosti prenaset Me?** a utlumeni Cd?* a Mn?* indukovaného
okyseleni vnitrobunééného prostiedi. Asp3* mutanti vykazovali velmi malou
citlivost na Me?* a zadny Me?* indukovany transport H*. Mutace Asn®” byly
na piitomnost Me2" trochu vice citlivé a N37T vykazovaly Cd?* indukované
vnitrobunécéné okyseleni. Tato data potvrdila velky vyznam 1. transmembra-
nového segmentu, C-konce a smycky mezi 1 a 2 transmembranovym segmen-
tem pro transport jak Me?* tak HT, coZ bylo ukdzano i pro krysi Nramp2 [53]
a EcoliA v jiné studii [43].

Zaména His?'! za tyrosin z ,,outgroup® snizila citlivost transportéru ke ko-
viim v zénovych testech. Transport H* byl pozorovan pouze s Cd?*. Pokud
byl His?!! nahrazen alaninem, byla mirné ovlivnéna citlivost na Me?* a vyraz-
néji omezena schopnost Me?* indukovaného transportu H*. Mutace N401T
vykazovala nartist Cd?>* indukovaného vnitrobunééného okyseleni, a jeho po-
kles s jakymkoli jinym testovanym kovem. Navic pokud bylo zvyseno vnéjsi
pH, v odezvé na piitomnost Mn2*, Co?* a Fe?™ se obnovil transport H v pti-
vodni miie. Toto ukazuje na moZny vyznam Asn®' na spiazeni Me?*t a H*
kotransportu.

V této studii [41] se ukézalo, Ze rezidua Asn®" a His?!' jsou diilezité
jak pro strukturu tak funkci proteinu EcoliA a pravdépodobné interaguji
pfimo s dvojmocnymi kovovymi ionty. Jedendcty transmembranovy segment
a Asn*! naopak ukazuji svoji dilleZitost pfi transportu protonti indukovaném
pritomnosti Me?*. Data ziskana studiem prokaryotniho MntH bakterie E. coli
jsou v dobré shodé s poznatky o eukaryotnim homologu Nramp2, které uka-
zuji dilezitost prvni a Sesté transmembranové domény pro spravnou funkci
proteinu [53, 54].
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2.6 Prenasece versus kanaly

Ptestoze rozdil mezi kanaly a prenaseci je markantni, posledni dobou se uka-
zuje, ze hranice mezi témito dvéma druhy transportnich proteint neni tak
zietelnd, jak se puvodné zdalo [55]. Klasicky model kotransportu je model
stfidavého pristupu (,alternating access model“). Ten ptredpoklada, ze ko-
transport je doprovazen velkymi konformac¢nimi zménami transportniho pro-
teinu. Tento model stoji na desitkach let vyzkumu a zda se vérohodny, protoze
lze diky nému vysvétlit mnoho vlastnosti pozorovanych u takovéhoto trans-
portu. V rozporu s timto tradi¢nim modelem vsak nové experimenty ukazuji,
ze v prenasecovych proteinech lze pozorovat i kanalu podobny mechanismus
prenosu a naopak. Tuto hypotézu podporuji jak pfima tak neprima méreni.
Byly provedeny experimenty, pii kterych byl pozorovan proud pfenaseci tak
veliky, Ze jej nelze popsat jinak, nez jako kanalu podobny mechanismus [55].
Naopak rentgenova strukturni analyza pomohla odhalit, Zze ClC-ecl (proka-
ryotni homolog chloridového kanalu CIC) ve skuteénosti funguje spise jako
H*/Cl™ antiportni pfenase¢ [56].

Model, ktery se snazi zahrnout pozorované kanalu podobné vlastnosti pre-
nasect, navrhli Su a kol. [57]. Jejich ,multi-substrate single-file“ model vy-
chazi z predpokladu, ze protein tvori v plazmatické membrané nerozvétvenou
cestu s nékolika vazebnymi misty pro substraty. Substraty mohou skdkat mezi
roztokem a vazebnym mistem, nebo jednotlivymi vazebnymi misty s rychlostni
konstantou, kterd je ovlivnéna obsazenosti jednotlivych vazebnych mist. Po-
kud je mezi dvéma navazanymi substraty volné vazebné misto, jsou do néj
substraty pritahovany. Pokud jsou substraty navazany na sousedni vazebna
mista, odpuzuji se. Pro nabité substraty je rychlostni konstanta navic ovliv-
néna membranovym potencidlem. Su a kol. provedli simulace ,multi-substrate
single-file“ modelu se tfemi vazebnymi misty pro realné transportni proteiny
a porovnali data ze simulaci s experimentalnimi. Ukéazali, ze jejich model
muze byt pouzit k interpretaci symportu se stalou stechiometrii, k vysvétleni
odprazeného toku substratu a ze se jim da vysvétlit také na napéti zavisla va-
riabilni stechiometrie transportu. ,, Multi-substrate single-file“ model je scho-
pen vysveétlit kanalu podobné vlastnosti prenasecti pomoci lokalni substrat-
-substratové interakce bez nutnosti globalnich konformacnich zmén, nevyrov-
nava se vsak s fenoménem antiportu. Pro symportni proteiny ho vSak miizeme
vidét jako alternativu ke klasickému modelu stridavého pristupu.

Pfi studiu DMT1 (krysi homolog Nramp2) provadéném na oocytech dra-
patky (Xenopus) pomoci dvou mikroelektrodové ,voltage-clamp® analyzy se
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ukézaly zajimavé transportni vlastnosti tohoto proteinu [10]. Za pFitomnosti
Me?" byl pozorovan saturovatelny proud s kinetikou Michaelise a Mentenové.
Avsak prii snizeni extracelularniho pH byl proud smérem do buiiky pozorovan
i pri absenci dvojmocnych kovovych ionti. Zda se tedy, ze DMT1 funguje
jednak jako H*/Me?" kotransportér a také jako H' uniportér, umoziujic
prokluz protont nezavisle na transportni dréaze pro dvojmocné kovy.

Chen a kol. se ve své praci [58] zabyvali bliz§im studiem prokluzu protonii.
Pii vyzkumu DMT1 soubézné vyuzili jak ,voltage-clamp* analyzu tak méfeni
mnozstvi vnitrobunééného Me?* za pouziti radioizotopti. Rozhodli se urcovat
pomér celkového Fe?* indukovaného proudu ku mnozstvi >*Fe?*, které bylo
preneseno do bunky. Ukazalo se, Ze pri konstantnich vnéjsich podminkach
(10 mM °°Fe?*, pH 5,5) je tento pomér zavisly na membranovém potencidlu.
Pii +10 mV tento pomér ukazoval na stechiometrii transportu 1:1. AvsSak
pri zvySovani negativniho membranového potenciadlu hodnota tohoto poméru
neocekavané rostla (20:1 pfi -80 mV). Coz je v rozporu s neménnou stechiome-
trii 1:1 kotransportu H* s Fe?* a ukazuje to na stechiometrii variabilni. Déle se
ukazalo, ze vySe zminovany pomeér neni ovliviiovan odstranénim extracelular-
niho Na?*, Ca?*, Mg?* nebo vnitrobunééného C1~. Linearni, nesaturovatelna
kinetika tohoto odpfazeného H' proudu ukazuje na kanilovy nebo pdrovy
mechanismus pfenosu. Stechiometrie kotransportu HT s Me?* je s nejvétsi
pravdépodobnosti variabilni a uréena pomérem koncentraci [H*|ypne : [H |uynits
stejné jako [Me?t],us : [Me?* ] nitt , a zd4 se byt vice zavisla pravé na poméru
koncentraci protont.

Chen a kol. se ve své praci [58] zabyvali také studiem Smflp, coz je kvasin-
kovy homolog DMT1. Ukazali, Ze transportér kovovych iontid Smflp je elek-
trogenni a vykazuje saturovatelnou kinetiku transportu Michaelise a Men-
tenové stejné jako DMT1. Na rozdil od DMT1 vSak u SMF1 Na™ inhibuje
prenos dvojmocnych kovovych iontd do bunky. Pii absenci kovovych iont,
Na™ indukuje u SMF1 silny proud smérem do buiiky pfi -50 mV. U SMF1
je pri absenci kovovych ionti a membranovém potencialu -50 mV pozorovan
silny proud do buiiky vyvolany pfitomnosti Na®. Tento Na* proud se d4 inhi-
bovat jak pfitomnosti Me?" tak zvysenim koncentrace HT. Je nesaturovatelny,
coz ukazuje na kanalu podobny mechanismus pienosu. A navic je mozno ho
inhibovat i piftomnosti Ca?*, na rozdil od H* s Fe?* kotransportu, ktery
inhibovan pomoci Ca?* neni. Zd4 se tedy, Ze transport pomoci Smfl probiha
dvéma hlavnimi zplisoby: sprazeny transport protoni s dvojmocnymi kovy a
odprazeny kanalu podobny mechanismus, ktery umoziuje prichod Na't. Z ex-
perimentu vyplynulo, Ze tuto drahu mohou kromé Nat vyuzivat i jiné ionty,
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jako je LiT, KT a Rb' a dokonce i Ca?*. Chen a kol. dale spekuluji, Ze tato
dvoji identita mize byt vlastni nejen pro DMT1 a Smf proteiny, ale i jiné
¢leny Nramp rodiny. Protein DMT1 zkoumali také Xu a kol. [59]. Objevili,
Ze spontanni jednobodova mutace G185R Dmtl vede k vyznamnému ome-
zeni schopnosti transportovat Fe?* a navic k vytvoreni nové transportni cesty
pro Ca?*, kterd méa vlastnosti Ca?* kanalu.

Prestoze se mnozi ditkazy o existenci mechanismu odptrazeného toku nebo
kanali v prenasecich [60, 61, 62], biologicka funkce tohoto jevu neni zcela ob-
jasnéna. Odprazeny tok molekul spojeny s kotransportnim procesem byl ozna-
¢en jako mechanismus molekuldrniho prokluzu (,molecular slip mechanism*)
[55]. Spekuluje se, Ze odptfazeny tok molekul pfindsi transportnimu systému
urcitou miru pruznosti. Bunka exprimujici takovéto transportni systémy se
muze diky tomu neustale prizptsobovat proménlivym podminkam vnéjsiho
prostiedi. Pokud je gradient latky pfes plazmatickou membranu pohanéjici
kotransport pfilis velky, chrani molekularni prokluz bunku pred akumulaci
kovii, které jsou pro ni ve vyssich koncentracich toxické [27]. Zda se tedy, ze
mechanismus molekularniho prokluzu umoznuje jisty druh pufrovani ¢i posky-
tuje samocinnou autoregulaci odlisnou od jinych zptisobtt bunééné regulace
koncentrace latek v cytosolu. To napomaha udrzovat stabilitu a prispiva k ho-
meostazi v bunce, navzdory obcasnym nahlym zménam koncentrace substrati
nebo jinych latek ve vnéjsim prostiedi [55, 63].
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Kapitola 3

Experimentalni metody a
material

3.1 Fluorescenéni méreni

3.1.1 pHluorin

Pro sledovani zmén vnitrobunééného pH jsme vyuzivali fluorescencéni sondu
pHluorin. Jak uz bylo popsano vyse, ndmi studovany MntH je membranovy
transportni protein prenasejici do bundk Me?* spole¢né s HT. Piiliv protonii
do burky zptisobuje okyselovani vnitrobunééného prostoru, cytosolické pH se
tedy snizuje.

Byly vyvinuty sofistikované metody pro sledovani vnitrobunécéného pH.
Mezi né patii i ty, které pracuji s fluorescen¢nimi sondami, jejichz excitacni
spektrum je citlivé na pH. Moderni zptisob urcovani vnitrobunééného pH
u bakterii vyuziva fluorescenc¢ni sondu nazyvanou pHluorin. Jedna se o mutant
zeleného fluorescencniho proteinu (green fluorescent protein — GFP), ktery
se skladéa z 11 antiparalelnich skladanych list tvoricich (-barel. Uvnitt této
struktury je chranény a-helix, ktery nese fluorofor. Aktivni forma fluoroforu
vzniké ptiblizné hodinu po expresi proteinu autokatalickou cyklizaci a oxidaci
t¥1 aminokyselin Ser®®, Tyr% a Gly5" [64]. Systematickym mutovanim kli¢o-
vych rezidui, které se podileji na prenosu protont, byl nalezen protein citlivy
na zmény pH. V jeho excitacnim spektru se nachazeji dva pasy. Protonované
formé odpovida pas na 395 nm a deprotonované pas s maximem na 475 nm
[65]. V zavislosti na pH okolniho prostfedi se méni intenzita téchto past. (viz
obréazek 3.1 ), coz po kalibraci umoziuje urc¢ovat pH v rozmezi pfiblizné 5,5 az
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Obrazek 3.1: Fluorescenc¢ni excitacni spektra pro riizné hodnoty pH.
a) divoky typ GFP, b) pHluorin. Pievzato z [65].

8,5. Méreni touto metodou sice vyzaduje, aby bunky, které chceme sledovat,
nesly plasmid s genetickym kédem pro pHluorin. Nespornou vyhodou této
fluorescencni sondy vsak je, Ze je exprimovana p¥imo v bunice. Tim je vyfesen
pomérné obtizny problém s dorucovanim sondy do cytosolu.

Studie [66] ukéazala, Ze méfeni pomoci pHluorinu poskytuje rychlou nein-
vazivni metodu kontinualniho ur¢ovani vnitrobunécéného pH, kterd je idedlni
pro kinetické studie jak na gram-negativnich tak i na gram-positivnich bakte-
riich. Pokud je navic pouzit pomér mezi intenzitou fluorescence na dvou riz-
nych excitac¢nich vinovych délkach, stava se méreni nezavislé na koncentracich
pHluorinu v jednotlivych bunkach. Tato metoda je jiz vyuzivana pii studiu
proteinu MntH [42, 44, 45]. Umoznuje pfimé sledovani kinetiky transportu
protonti indukovaného pridanim kovu.
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3.1.2 Meéreni vnitrobunééného pH

Vnitrobunécné pH bakterii bylo méfeno nepiimo pomoci spektrofluorimetru
FluroMax-2 (Jobin-Yvon SPEX). Tento spektrofluorimetr pouzivé jako zdroj
excitacniho zareni xenonovou lampu, fluorescenéni signal je pak na spektrum
vyzafované lampou korigovan. Kinetiky transportu byly méreny pomoci po-
mérového méfeni. Vzorek byl stiidavé excitovan na 410 nm (S;) a 470 nm
(S2). Emise byla u obou excitaci sniméana na 520 nm.

Vysledny pomér R = S;/S, byl posléze prepocitavan na vnitrobunééné
pH pomoci kalibrace ziskané béhem méreni provedenych v letech 2004 — 2008.
Pfi stanovovani kalibra¢ni kiivky byl vyuzit protonofor CCCP (carbonylcyanid-
-m-chlorophenylhydrazone), ktery permeabilizuje membranu pro protony a
umoznuje vyrovnani intracelularniho pH s extracelularnim. Zméfena data byla
fitovana pomoci vztahu

 Kg4 +pH"

kde ziskané hodnoty pro jednotlivé konstanty jsou uvedeny v tabulce 3.1. Po
upraveé ziskavame vztah

R — konst
H=Ky;" 3.2
p 0.5 K/ImagC + konst — R (3.2)

ktery nam umoznuje prepocitavat naméiené hodnoty R na pH.

+ konst (3.1)

Tabulka 3.1: Kalibrac¢ni konstanty pro prepocet R na pH pro pHluorin
Lnee = 1,408078
ny = 13,02885
Kos = 7,602061
konst = 0,400793

Jsme tedy schopni monitorovat vnitrobunécné pH bakterii a také zmény
ve vnitrobunééném pH, zptisobené transportem HT. Pfi interpretaci vysledkii
se vSak objevuje problém, jak tento transport kvantifikovat. Zmény ve vnitro-
bunécéném pH totiz neodpovidaji skutecnému mnozstvi protont, prenesenych
pomoci MntH. Znacna ¢ast prenesenych protont je totiz bunkou spotiebova-
vana (buitka ma slozity systém na udrzeni vnitrobunééného pH [67]) a nepii-
spiva tak ke zméné vnitrobunécéného pH, které pomoci pHluorinu sledujeme.
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Tento problém se snazi Tesit metodika zpracovani vysledki, zahrnujici do vy-
poctu pufracni kapacitu bunék (viz kapitola 3.2.2) [68].

3.2 Kvantifikace transportu protonu
proteinem MntH

3.2.1 Tradi¢éni zpusob zpracovani dat

Hodnotu vnitrobunééného pH je mozno prepocitat na koncentraci protonu
dvéma zpusoby. Prvni zptisob vychazi z definice pH a dale v textu bude ozna-
¢ovan jako tradi¢ni zpisob zpracovani dat. Tento zptisob neuvazuje pufrac¢ni
schopnost bunék a zapocitava pouze protony, kterych se bunka neni schopna
pufra¢nimi procesy zbavovat dostatecné rychle. Tyto protony pak prispivaji
ke zméné vnitrobunécéného pH. Tradi¢ni zptisob zpracovani dat vychazi z rov-
nice

A[HT]) = 10771 — 107PHo (3.3)

kde pHy respektive pH; oznacuje poc¢atecéni respektive koneéné pH [41].

3.2.2 Zpracovani dat prepoc¢tem pres pufrac¢ni kapacitu

Druhy zpiisob, ktery mtzeme vyuzit pfi prepoctu zmény pH na zménu v kon-
centraci protont, se snazi ve vysledcich zohlednit pufrac¢ni schopnost bunék a
zapocitat vSechny protony, které prosly skrz MntH. Snazi se tedy zapocist i
ty protony, které sice prosly skrz MntH, ale neprispély ke zméné vnitrobunéc-
ného pH, protoze ziva bunka této zméné zabranila diky pufracni schopnosti
cytosolu a dalsim aktivnim procesiim. Tento zpiisob zpracovani vyuziva k pte-
poc¢tu pufracni kapacitu.

Smés slabé kyseliny nebo slabé béaze a jeji soli vytvari systém (oznaco-
vany jako pufr), ktery je za urcitych podminek schopen udrzovat stabilni pH,
jestlize se k nému pridava kyselina nebo zasada. Pfidané ionty H™ ¢i OH~
reaguji s pritomnymi konjugovanymi bazemi A~ ¢i kyselinami HA a diky
tomu nedochazi k tak vyrazné zméné pH. Pro zajisténi stabilniho vnitiniho
prostredi, které je nutné k optimalnimu fungovani biologickych molekul, jsou
vnitrobunééné kapaliny silné pufrovany [6]. Miru schopnosti pufrovat popisuje
pufra¢ni kapacita () obecné definovana jako
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AlA7]
ApH

kde A[A~] oznac¢uje mnozstvi silné disociované kyseliny, kterou musime do roz-
toku ptidat, aby doslo ke zméné ApH. Analogicky plati pro pfidani silné baze.

Bakterie disponuji sofistikovanym systémem na udrzeni vnitrobunécného
pH zahrnujici pufracni schopnost cytosolu a aktivni procesy homeostazy sna-
zici se minimalizovat zmény vnitrobunééného pH [67], ¢imZ je zkresleno nami
sledované méfeni transportu H™/Me?T. Pro eliminaci tohoto zkresleni byla
vyvinuta metoda, ktera je podrobné rozebrana v praci [68]. Jejim zakladem je
urceni intracelularni pufracni kapacity bunék. Ta se stanovuje pridanim slabé
kyseliny nebo zasady, které zptisobi definovany skok v koncentraci protonu
uvnitf bunék. Ze zméfené zmény pH, a znamych vlastnosti kyseliny (hustota,
koncentrace, objem, molarni koncentrace a disocia¢ni konstanta) jsme pak
schopni stanovit # bunék za danjch podminek.

Ze zndmé pufracni kapacity mizeme urcit mnozstvi protontt A[HT] pfe-
nesenych do bunék pomoci MntH pouzitim tohoto vztahu

B = (3.4)

A[HY] = 8 ApH (3.5)

kde ApH vyjadiuje zménu vnitrobunééného pH béhem transportu. Vypocet
koncentrace protonti pomoci vztahu (3.5) oznacujeme déle v textu jako zpra-
covani dat pomoci prepoctu pres pufracni kapacitu. Abychom mohli tento
zpusob prepoctu dat pouzivat, naméfili jsme pro dané bakteridlni kmeny
za danych experimentalnich podminek jejich intracelularni pufrac¢ni kapacitu.

3.2.3 Meéreni vnitrobunécné pufracéni kapacity

Pufracni kapacita bakterii byla urcovana pomoci pridavani slabé kyseliny.
Ke vzorku bunék byla pfidana kyselina propanova ve finalni koncentraci
134 uM az 1,34 mM. Pridani kyseliny zptisobuje skokové snizeni vnitrobu-
nééného pH (viz obrazek 3.2). Ze znalosti mnozstvi a vlastnosti pridavané
propanové kyseliny a ze skoku ve vnitrobunééném pH jsme urdili pufracni
kapacitu bunék pomoci vzorce (3.4). Vychazime z ptredpokladu, Ze pufra¢ni
kapacita bunék se muze lisit pro jednotlivé zkoumané bakterialni kmeny i
pro rizné podminky méfeni. Proto byla pufracni kapacita urcovana zvlast
pro rizné slozeni pufri, pro rizné teploty a rtizné bakterialni kmeny.
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Obrazek 3.2: Méreni pufracni kapacity pri 31 °C. Pridani def inovaného mnoz-
stvi kyseliny propanové do kyvety se suspenzi bunék zpiisobuje méritelnou
zménu ve vnitrobunécném pH.

3.3 Arrheniova aktivac¢ni energie

Energetickou bariéru chemické reakce miizeme charakterizovat pomoci Arrhe-
niovy aktivacni energie. V pripadé transportu pak mtizeme hovorit o aktivacni
energii transportu E,. Je mozné ji urcit z teplotni zavislosti transportu dle rov-
nice

k = Ae~(AEa/RT) (3.6)

kde A je konstanta zavisla na charakteru reakce, T termodynamicka teplota,
R molérni plynova konstanta a k je rychlostni konstanta [69]. Naméfenou
zévislost zmény koncentrace protond na teploté jsme fitovali funkei (3.6) a
z parametru fitu jsme ziskali hodnotu aktivacni energie.
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3.4 Meéreni kinetiky odprazeného transportu
protonii

Pro prvni experimenty jsme zvolili pufr M (20 mM MES, 70 mM NaCl, 30 mM
KCl, pH 5,5). Ukazalo se, ze vnitini pH bakterii divokého typu je vysoce
zavislé na case, kterd uplynula od jejich staceni a promyvani v pufru M.
Pti staceni a méfeni v citrat-fosfatovém pufru nebyva takovyto pokles vnitro-
bunécéného pH bez pritomnosti kovovych ionti, které by indukovaly symport,
pozorovan. Proto vznikla domnénka, Ze pokles vnitrobunééného pH tzce sou-
visi s prostfedim, které vytvari pufr MES s chloridovymi solemi. Aby byl
ziskan definovany pocatek procesu, ktery se v tomto prostfedi odehrava, byl
pro staceni a promyvani bakterii dale pouzivan citrat-fosfatovy pufr o pH 5,5.
Prvni kontakt bakterii s pufrem M, tak nastaval az v mérici kyveté. Tim se
podafilo docilit pomérné stabilniho pocatec¢niho pH bakterii.

Provedli jsme sérii experimentt s divokym typem EcoliA, jednobodovymi
mutacemi D34G, H211Y, N401G a negativni kontrolou pBAD s cilem zjistit
vliv teploty na pozorovany pokles vnitrobunééného pH. Bakterie jsme staceli
za pokojové teploty v citrat-fosfatovém pufru o pH 5,5 (viz tabulka 3.2) a poté
jsme je pridavali do méficich kyvet s pufrem M vytemperovanych na pozado-
vanou teplotu. Pomérovy signdl fluorescence R ma na poc¢atku méteni znacné
fluktuace vzhledem k tomu, ze bakterie se dostavaji do nového prostiedi a
v kyveté se teprve rozmichavaji. K ustaleni dochazi priblizné po minuté, a
proto byl za pocatecni bod méfeni kinetik odprazeného transportu zvolen cas
1,5 minuty po smichani bakterii s pufrem M. Ve vysledcich uvadime chybové
usecky v grafech jako smérodatné odchylky.

V druhé éasti prace (kapitola 4.4) byly bakterie promyvény i méfeny
v pufru MS (100 mM MES, 30 mM KCI, pH 5,5). Na vliv iontt byl testo-
véan divoky typ MntH (EcoliA) a negativni kontrola (pBAD). Méfeni v ¢istém
pufru MS bez piimési dalsich latek oznacujeme jako kontrolu. V1iv pfitomnosti
Ca?* a Mg?*t jsme studovali tak, Ze jsme pufr MS obohatili o 10 mM CaCl,
nebo 10 mM MgCl,. Bakterie byly na méteni pfipraveny standardnim zpiso-
bem popsanym v kapitole 3.7 a ihned po promyti probihalo samotné méreni.
Vnitini pH bakterii jsme zaznamenéavali ve ¢tyfech casech. Ihned po smichéani
do métici kyvety, abychom mohli srovnat jednotlivd meéteni, zda nedochézi
k signifikantnim rozdilim v pocatecnim pH. Po 500 s pak zacinalo samotné
méteni, kdy do uréenych vzorkt bylo ptiddvano Cd?T. Od tohoto okamziku
jsme pak zaznamenali vnitrobunécné pH jesté po dalsich 500 s a 1000 s. Méteni
probihalo bud p¥i pokojové teploté nebo pti 31 °C. Béhen méteni pii 31 °C
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jsme bakterie po promyti pridavali do kyvet s pufrem, které byly vytempero-
vany na 31 °C. Béhem méreni byly udrzovany na této teploté jak pfi pobytu
ve spektrofluorimetru tak mimo néj.

Provedli jsme také sérii méreni, kterda probéhla v jinych experimentalnich
podminkach (mysleno sloZeni pufrii) nez v pufru M nebo pufru MS. Pfi téchto
méfenich jsme postupovali stejné jako pfi méreni v pufru M, tzn. promyvani
bakterii probihalo v citrat-fosfatovém pufru (o iontové sile 0,07 M a pH 5,5;
viz tabulka 4.5) a samotnd méfeni pak probihala v pfislusném pufru, jehoz
vliv na samovolny pokles vnitrobunécného pH byl studovan. Vysledky prezen-
tované v kapitole 4.5 jsou vysledky méfeni na divokém typu MntH (EcoliA),
jehoz A[HT] a ApH jsou korigovany na negativni kontrolu (pBAD). Méteni
probihalo pii 31 °C, postupovali jsme stejné jako u méfeni za definované
teploty v pufru M (popséano vyse).

3.5 Pouzité roztoky

Tabulka 3.2: Pouzité pufry

’ Oznaceni ‘ pH ‘ Slozeni ‘
Pufr M 5,5 | 20 mM MES, 70 mM NaCl, 30 mM KCl
Pufr M o pH 5,9 5,9 | 20 mM MES, 70 mM NaCl, 30 mM KCl
Pufr M o pH 6,3 6,3 | 20 mM MES, 70 mM NaCl, 30 mM KCl
Pufr MS 5,5 | 100 mM MES, 30 mM KCl

Citrat-fosfatovy pufr | 5,5 | 12 mM kyselina citréonova, 27 mM KsHPOy
- 5,5 | 16 mM kyselina citrénova, 15 mM KyHPOy,
22 mM Na,HPO,

- 5,5 |15 mM kyselina citrénova, 30 mM KCI,
70 mM NaCl, 35 mM NaOH

e antibiotika, koncentrace zasobnich roztoki

— kanamycin 30 mg/ml
— ampicillin 100 mg/ml
— spektinomycin 100 mg/ml

e L-arabindza, findlni koncentrace v médiu 0,06 %
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e kyselina propanova
e Luria-Bertani médium pro péstovani baktérii (LB médium)

— 10 g Bacto-trypton, 5 g Bacto-yeast extract, 5 g NaCl v 1 1 desti-
lované vody

e dalsi pouzité latky
— riizné koncentrace CdCl,, CaCl,y, MgCls, NaCl

3.6 Pouzité bakterialni kmeny

Meéfteni byla provadéna na bakteridlnich kmenech odvozenych od matetského
kmene E. coli DH11S AMntH, tzn. s nefunkénim vlastnim MntH. Tento ma-
tefsky kmen byl modifikovan dvéma plasmidy.

e Plasmidem pGBM6-pHL [41] nesoucim gen pro pHluorin byly modifikovany
vSechny pouzivané bakterialni kmeny.

e Plasmidem pBAD [41] nesoucim gen pro MntH divokého typu EcoliA.
Pripadné jednobodové mutace MntH nebo prazdny plasmid pBAD pied-
stavujici negativni kontrolu.

Tabulka 3.3: Pfehled pouzitych kment E. coli
’ Kmen \ MntH na plasmidu pBAD \ mutace MntH ‘

EcoliA ano ne, divoky typ
pBAD ne prazdny plasmid
D34G ano Asp** — Gly
H211Y ano His?!t — Tyr
N401G ano Asn??! — Gly

3.7 Péstovani bakterii

P1i péstovani bakterii jsme pouzivali sterilni material a pracovali vyhradné
sterilné. Bunky ze zasobniho roztoku byly preockovany na Petriho misku s aga-
rem (1,5 % agar v LB médiu s antibiotiky). Kultivaci pfes noc v 37 °C vyroste
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na misce kolonie bunék. Takovato miska uchovavana v lednici pii teploté 4 °C
pak slouzila pro pripravu vzorkd maximalné meésic. Bakterie byly z kolonie
na Petriho misce preockovavany do LB média s antibiotiky. Pied zaockovanim
byla do LB média ¢erstvé pridana antibiotika na findlni koncentraci : 30 pg/ml
kanamycin, 100 pg/ml ampicillin a 100 pg/ml spektomycin. Do ristového mé-
dia se pridavaji pro selektovani pozadovanych bakteridlnich kmenti. Mateisky
kmen E. coli DH11S AmntH je rezistentni viuci kanamycinu, geny pro re-
zistenci vii¢i ampicillinu se nachazeji na plasmidu pBAD a pro rezistenci vici
spektinomycinu na plasmidu pGBMG6-pHL.

Bakterie preockované z pevného média do 2 ml LB média s antibiotiky byly
inkubovany pfes noc pii teploté 37 °C a 250 rpm. Rano byla kultura ve sta-
cionarni fazi priddna v poméru 1:100 do cerstvého LB média s antibiotiky.
Po 2 hodinéch kultivace byla k bakteriim pfiddana 0,06 % L-arabindza, ktera
indukuje expresi proteinu MntH. Dalsi 1 hodinu byly bakterie kultivovany
v pritomnosti L-arabinézy a poté sklizeny. Bakterie se v té dobé nachazely
v exponencialni fazi ristu [70].

Z ristového média byly bakterie ziskany pomoci centrifugace pii frekvenci
5000 otacek za minutu po dobu 2 minut. Nasledné byly dvakrat promyty
v pufru, jehoz druh zavisel na typu méfeni. Po kazdém promyti byly bunky
zeentrifugovany a nakonec resuspendovany v pufru, ve kterém probihalo pro-
myvani.

Vsechna méreni probihala v jednorazovych kyvetach, kde objem vzorku
¢ini 3 ml. Mnozstvi bunék pfidanych do vzorku bylo vzdy voleno tak, aby
pti vlnové délce 600 nm byla opticka hustota vzorku 0,2. Timto bylo zajisténo
priblizné stejné mnozstvi bunék u vSech vzork.
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Kapitola 4

Vysledky a diskuse

Cilem této diplomové prace bylo zvlasté posoudit vliv iontti na kovem in-
dukovany transport protonti v bakterialnich kmenech exprimujicich MntH.
Zejména nés zajimal vliv vapniku. Tento iont se ve studiich [45, 71] uka-
zal jako zasadni pro stimulaci pfijmu substratu do RSOV, tento efekt vsak
prozatim nebyl popsan pfi studiu MntH in vivo. Doposud byl ke studiu trans-
portu H skrz MntH pouzivéan citrat-fosfatovy pufr [41, 44], ktery vSak vytvari
s Ca?* nerozpustné soli. Proto bylo nutno nalézt nové vhodné experimentalni
podminky, ve kterych by bylo moZno pozorovat vliv Ca?*. Kovem induko-
vany transport protont se daii sledovat pouze pti dostatecném pH gradientu
pres membranu. Oblast pH, ve které je mozno méfit, se proto nachézi mezi pH
4,5 a pH 6,0. V této oblasti neni vybér vhodnych pufri Siroky. Jeden z mala
v hodnych pufri, ktery jsme si nakonec také zvolili pro méteni, je MES. Umoz-
nuje méfeni od pH 5,5 a navic neinteraguje s dvojmocnymi kovovymi ionty,
coz je dtlezitd pozadovana vlastnost.

4.1 Odprazeny transport protonu divokym
typem NMntH

Diky pfechodu k novym experimentalnim podminkam jsme objevili samovolny
pokles vnitrobunééného pH bakterii, ktery je specificky pouze pro bakterie
exprimujici MntH. Domnivame se, Ze za pozorovany pokles vnitrobunécné
pH miize transportni proces probihajici na proteinu MntH. Protoze v nasich
vzorcich neni pritomen kov, ktery by indukoval sprazeny symport protont
s kovem, vysvétlujeme si pozorovany pokles pH jako odpfazeny transport
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Obrazek 4.1: Kinetika odprazeného transportu protonu v pufru M. Vnitro-
bunécéné pH bakterii kmene pBAD a EcoliA bylo zaznamenavano ve tfech
casech. Graf prezentuje priumérné hodnoty ze 4 — 8 kultivaci. Pro nazornost
jsou ziskané experimentalni body pospojovany. Pro prehlednost neuvadime
chybové tusecky jejichz velikost se pohybuje od 0,04 do 0,18 jednotek pH.

(uniport) protond.

Rozhodli jsme se prostudovat teplotni zavislost odpfazeného transportu
protonti. Ukézalo se, ze u bakterii s divokym typem transportniho proteinu
MntH EcoliA dochézi se zvysujici se teplotou k vyraznéjsim poklestim vnit-
robunééného pH (viz obrézek 4.1). Zatimco primérnd zména v koncentraci
protont za 700 s pro kmen pBAD byla asi jen 1 nM a v ¢ase 1400 s priblizné
2 nM. To ukazuje, ze déj, ktery je pozorovan, se opravdu odehrava pravé
na transportnim proteinu MntH.

Abychom zjistili, jak je jev poklesu vnitrobunééného pH ovliviiovan pH
gradientem pres plazmatickou membranu, pfipravili jsme si pufr M také s pH
5,9 a s pH 6,3. Vzhledem k tomu, ze optimalni vnitrobunééné pH nami pouzi-
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Obrazek 4.2: Odprazeny transport protoni v 700 sekundé. Je ukazana zavis-
lost na pH pufru M a teploté. Data pochazi z méreni na kmeni EcoliA a jsou
korigovana na pBAD. Bylo pouzito tradicni zpracovani dat. Data pro pH 5,5
pochazi ze 4 az 6 kultivaci, pro pH 5,9 a 6,3 se jedna o data ze 2 az 3 kultivaci
s vyjimkou hodnoty pro 37 °C a pH 5,9, kde bylo k dispozici pouze jedno
méfeni. Hodnoty A[H'] pro pBAD, které byly pro vysledny graf od A[H']
pro EcoliA odecitany, pochazeji z obdobného poctu kultivaci jako EcoliA a
pro vsechny teploty a pH pufru se v ¢ase 700 s i 1400 s pohybovaly do 10 nM.
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vanych bakteridlnich kment je pfiblizné 7 az 8, pufr o pH 5,5 vytvari vétsi pH
gradient pies plazmatickou membranu nez pufr o pH 6,3. Provedené experi-
menty ukazaly, ze mensi pH gradient pfes plazmatickou membranu zpiisobuje
slabsi pokles vnitrobunéc¢ného pH v case pri vSech métfenych teplotach. Veli-
kost toku substratu pres plazmatickou membranu je zavisla na velikosti hnaci
sily tohoto toku [6]. V ptipadé odpfazeného transportu protonii je touto hnaci
silou elektrochemicky gradient pres plazmatickou membranu. Bylo popsano,
ze Me?* indukovany sprazeny transport H' skrz eukaryotni DMT1 (blize v ka-
pitole 2.3) je signifikantné vétsi v pH 5,5 nez v pH 7,5 [55]. Stejny efekt byl
popséan i pro MntH pfi srovnani extraceluldrniho pH 4,7 a pH 5,5 ¢ pH 6 [44].
Néami sledovany pokles v odprazeném transportu pii prechodu do vyssiho pH
je tak ve schodé s publikovanymi daty o vlivu pH gradientu pies membranu
na transportni proces.

Obrazek 4.2 shrnuje teplotni zavislost poklesu vnitrobunééného pH pro di-
voky typ EcoliA za 700 s korigovaného na negativni kontrolu pBAD. Zména
v pH je pfepocitana na koncentraci protoni tradi¢nim zpiisobem zpracovani
dat, tedy dle vzorce (3.3). Korekci na pBAD je mysleno ocisténi zmény kon-
centrace protontl pro divoky typ od jevil nesouvisejicich s déji na transport-
nim proteinu MntH. To bylo provedeno prostym ode¢tenim primérné A[HT]
pro pBAD od priimérné A[H*] pro EcoliA, samoziejmé zvlast pro jednotlivé
teploty a pH pufri.

Podivame-li se na obrazek 4.2 vidime, Ze se vzrustajici teplotou a snizu-
jicim se pH se zvySuje mnozstvi protont pfenesenych do bunék. Tento efekt
zvyraznuje vyssi pH gradient pfes plazmatickou membranu. Bylo by tedy za-
jimavé, kdybychom mohli méfit i v mensSim pH nez 5,5. Bohuzel pouzivany
pufr MES ndm umoziiuje méfit pouze v rozsahu od pH 5,5 do pH 6,7.

4.2 VIiv jednobodovych mutaci
na odprazeny transport protonu

Rozhodli jsme se, zZe by bylo zajimavé promérit odprazeny transport pro-
tont1 i u vybranych jednobodovych mutaci MntH z E. coli. Zejména u téch
mutaci MntH, u kterych se jiz dfive v literatufe o ¢astecném odprazeni trans-
portu HT od Me?* spekulovalo [44]. Takovou mutaci je N401G, ktera byla
vybrana pro studium odpiazeného transportu protonti spolecné s mutacemi
H211Y a D34G, které také vykazuji zajimavé transportni vlastnosti (vice v ka-
pitole 2.5). Pfi experimentu jsme postupovali stejnym zptisobem jako pii mé-
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Obrazek 4.3: Kinetika odprazeného transportu protonii pro mutantni kmeny
MntH v pufru M. Vnitrobunécéné pH bakterii kmenit pBAD, D34G, H211Y,
EcoliA a N401G bylo zaznamenavano ve trech ¢asech. Graf prezentuje prii-
meérné hodnoty ze 4 — 8 kultivaci. Pro nazornost jsou ziskané experimentalni
body pospojovany. Pro prehlednost neuvadime chybové tisecky jejichz velikost
se pohybuje od 0,01 do 0,15 jednotek pH.

feni odptazeného transportu protoni s divokym typem MntH (popséano v ka-
pitole 3.4). Odpfazeny transport protont u bakteridlnich kment s funkénim
transportnim proteinem MntH je v bunkéch indukovan zménou prostiedi, kdy
se bunky dostavaji do pufru M.

Kinetiku odpfazeného transportu protont jsme i pro mutace MntH mérili
pri rtuznych teplotach. Iustrativni obrazek kinetiky pti 31 °C je v obrazku 4.3,
kde lze pozorovat rozdily mezi jednotlivymi bakterialnimi kmeny.

Zatimco odprazeny transport protonti je znam u eukaryotnich homologt
rodiny Nramp [10, 58] (popséno v kapitole 2.6), u prokaryotnich zastupcii
této rodiny zatim nebyl popsan. Proto nemame pii jeho pozorovani zadnou
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moznost srovnani ani pro divoky typ MntH ani pro testované jednobodové
mutace MntH. Nicméné o studovanych proteinech jsou znamy tudaje o spia-
Zeném transportu protont s kovy. Ziskany byly dvéma ptistupy, sledovanim
transportu H* indukovaného Cd?* a sledovanim akumulace Cd?T pomoci ra-
dioaktivniho znaceni. Porovname-li tedy s nimi nase vysledky ziskané sledo-
vanim transportu H bez pfitomnosti kovu, jsme schopni dobfe posoudit roli
zkoumanych rezidui v transportnim procesu.

4.2.1 Tradicni zpusob zpracovani dat

Nejprve jsme nase méreni s vybranymi mutacemi MntH zpracovali tradic-
nim zptsobem zpracovani dat (popsano v kapitole 3.2.1). Obrazek 4.4 shr-
nuje vysledky tohoto zpracovani. Bohuzel pii vyssich teplotach jsme zazna-
menali také vétsi rozptyl jednotlivych méfeni. Pii vSech experimentech jsme
se snazili postupovat stejné a kyvety byly temperovany béhem méteni jak ve
spektrofluorimetru tak i v dobé, kdy byly mimo mérici pristroj. Pfesto jsme
pravdépodobné ve vzorcich pfi vyssich teplotach, kdy bylo nutno udrzovat
vétsi rozdil oproti teploté v laboratori, neudrzeli dostatecné stabilni teplotu
po celou dobu méteni.

Nejnovéjsi studie odhalila, Ze reziduum Asp®® je nezbytna pro sprazeni
transportu H* a Cd?*, snizuje afinitu ke Cd?*, ale zachovava na pH nezé-
visly transport Cd** [45]. Reziduum Asp* je také pravdépodobné dileZitou
soucasti HT transportni drahy. NaSe experimenty ukazuji, Ze jeho chovani
v nepfitomnosti Me?* je velmi podobné negativni kontrole. To potvrzuje, ze
reziduum Asp®! hraje velmi diilezitou roli v transportni cesté pro protony.
Mutace D34G zpusobuje prakticky dplnou ztratu schopnosti transportovat
protony. Jak v 700 s tak v 1400 s jsou naméfené A[H'| méné nez 10 nM.
Vyjimku tvofi hodnota 16 nM v case 1400 s pii 34 °C a hodnoty v 700 s i
v 1400 s prii 37 °C. Ukazuje se, ze ¢astecna schopnost odprazeného transportu
H* se proteinu s mutaci D34G vraci v blizkosti fyziologické teploty 37 °C.

Reziduum His?!! se zd4 byt dilezité pro strukturu a funkci proteinu MntH
a existuje hypotéza, zZe interaguje piimo s dvojmocnymi kovovymi ionty [44].
Z nagsich experimentl mizeme pozorovat, ze kmen H211Y ma castecné utlu-
menou schopnost odpfazeného transportu protontt v porovnani s divokym
typem EcoliA. Zd4 se tedy, Ze reziduum His?'! ovliviiuje také transportni
cestu pro protony, alespon tedy pfi jejich odpfazeném transportu. Popsany
pokles schopnosti odprazeného transportu pozorujeme pri vSech sledovanych
teplotach.
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Obrazek 4.4: Odprazeny transport protonii v 700 s pro mutace MntH. VSechny
zobrazené hodnoty jsou korigovany na pBAD. Jednotliva data pochazi ze 2
az 3 kultivaci, béhem nichz probéhlo dohromady 4 az 6 méreni. Pouze hod-
nota pro D34G pii 25 °C pochazi pouze z jedné kultivace, béhem které byla
provedena dvé méreni.

Poslednim ze zkoumanych mutaci byla N401G. Z literatury vime, Ze mu-
tace na Asn?®! vede ke snizeni po¢atecniho vnitrobunééného pH [44] v po-
rovnani s divokym typem. Tento fenomén, ktery jsme pozorovali také pii na-
Sich méfenich (viz obrazek 4.3), je pfipisovan probihajicimu transportu H*.
Reziduum Asn?®! je pravdépodobné zisadni pro strukturu a funkci MntH a
dilezité pii spraZeni transportniho cyklu H* s Me?". Pii nasem studiu od-
prazeného transportu protontd mutaci N401G jsme zaznamenali velky rozptyl
namérenych hodnot. D4 se fici, Ze v ramci chyby méfeni vykazuje tento kmen
stejnou schopnost odprazeného transportu protontd jako divoky typ EcoliA.

Tradic¢ni zptisob zpracovani dat zapocitava jen malou ¢ast protonii pie-
nesenych MntH a neuvazuje pfipadnou rozdilnou pufrac¢ni schopnost bunék.
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Rozdil v transportnich schopnostech mezi jednotlivymi mutacemi MntH tak
muze byt zkreslen (vice v 3.2.2). Ve snaze oprostit nase vysledky od tohoto
zkresleni, provedli jsme zpracovani dat také prepoctem pies pufrac¢ni kapa-
citu. Pro prepocet pfes pufracni kapacitu jsme vybrali pouze data ziskana
pii 31 °C. Pfe této teploté jiz lze dobfe pozorovat rozdily mezi jednotlivymi
mutacemi MntH a zaroven je pii této teploté relativné mensi rozptyl dat nez
pri teplotach vyssich.

4.2.2 Zpracovani dat prepoctem pres pufra¢ni kapacitu

Pii teploté 31 °C jsme urdili pufra¢ni kapacitu zvlast pro vSechny testované
bakterialni kmeny. Vysledky ze 3 — 6 kultivaci ukazuje tabulka 4.1.

Tabulka 4.1: Pufra¢ni kapacita pfi 31 °C métend v pufru M (20 mM MES,
30 mM KCl, 70 mM NaCl, pH 5,5).
’ Kmen ‘ £ [mM] ‘

EcoliA | 141 4+ 15
D34G | 129+ 9
H211Y | 157 4+ 32
N401G | 111 + 16
pBAD | 122 + 8

Némi naméfené pufracéni kapacity jsou relativné velké (=~ 130 mM) ve srov-
nani s pufraénimi kapacitami naméfenymi v préci [68], kde ovSem méfeni
probihalo v citrat-fosfatovém pufru a v pH 5,3. Pro kmen EcoliA namérili
B ~ 75 mM. Schopnost bunék udrzovat stabilni vnitini pH je urcité ovliviio-
vano vnéjsim pH prostfedi i jeho slozenim. Vyssi pufracni kapacitu jsme prav-
dépodobné naméfili z nékolika divodi. Jednak jsme méreni provadéli v pH
5,5. Vyssi externi pH znamend pro bunky mensi pH gradient pres plazma-
tickou membranu a tim i snadnéjsi udrzovani cytosolického pH. Vliv slozeni
pufru na pufracni kapacitu lze také ocekavat. Je prokazano, ze napriklad ur-
¢ité koncentrace K™ je pro pufracni schopnost bunék velice dillezité [72]. Navic
nase méfeni probihalo pti 31 °C. Vyssi teplota, ktera je zaroven blizsi fyziolo-
gické teploté pravdépodobné pufracni schopnost bunék zvysuje také. Systémy
zodpovédné prave za pufrovani cytosolu se dostavaji bliz své optimalni teploté
a diky tomu mohou fungovat efektivnéji.

36



Shodné s praci [68] jsme pro negativni kontrolu (pBAD) naméfili po-
dobnou hodnotu pufracni kapacity jako ma EcoliA a pro kmen N401G nizsi
pufra¢ni kapacitu nez mé EcoliA. V préci [68] se sou¢asné spekuluje o tom, ze
za mensi namérenou pufrac¢ni kapacitu kmene N401G mitize odprazeny trans-
port protoni od transportu kovi, toto tvrzeni vsak neni podlozeno zZadnymi
experimentalnimi diikkazy. Pozorovani odptrazeného transportu protonti umoz-
nilo az nalezeni experimentalnich podminek popsanych v této praci. Nase
vysledky ukazuji, Ze skrz mutovany N401G opravdu probiha odprazeny trans-
port protonti, avsak v 700 sekundé v ramci chyby srovnatelné velky jako
skrz EcoliA.

Z tabulky 4.1 mtzeme vidét, ze pro mutaci D34G vychézi pufrac¢ni kapacita
v rdmci chyby shodné s pufra¢ni kapacitou pBAD. To dobfe souhlasi s faktem,
ze kmen D34G se pii 31°C chova i pri transportu protont velmi podobné jako
pBAD. Pufracni kapacita kmene H211Y se zda byt ponékud vyssi nez kmene
EcoliA. Tento rozdil ale neni dle t-testu statisticky vyznamny.

Urcené pufracni kapacity z tabulky 4.1 byly pouzity pro prepocet namé-
fenych ApH na A[HT] dle rovnice (3.5). Néslednou korekci na pBAD jsme
ovSsem provedli jinym zptsobem nez pii tradi¢nim zpracovani dat. Tradi¢ni
zpracovani dat ma tu vyhodu, Ze zmény koncentrace protoni ve vyssich pH
se v ném projevi méné markantné nez v nizsich pH. To vede zejména u kmene
pBAD, u kterého dochazi k malym zménam koncentrace protonu ve vyssich
pH, k efektivnimu zmenseni rozptylu dat, ktery je pak ve srovnani s rozptyly
dat pro kmeny exprimujici MntH zanedbatelny. To umoznuje pii tradi¢nim
zpracovani dat provést korekci na pBAD prostym odectem hodnoty A[HT]
pBAD od hodnot A[H"] kment exprimujicich MntH. P¥i pfepoctu pomoci
pufracni kapacity jsme se ovSem dostali do situace, kdy rozptyl dat kmene
pBAD byl podstatné vétsi nez rozptyl dat kmenti exprimujicich MntH (vy-
jimku tvofi kmen EcoliA, ktery mé rozptyl hodnot ApH srovnatelny s pBAD).
Pokud bychom provedli korekci na pBAD prostym odec¢tem primérné hodnoty
kmene pBAD od priamérnych hodnot pro kmeny exprimujici MntH, rozptyl
hodnot pBAD by se nam pfenesl do chyb vyslednych korigovanych dat.

Proto jsme zvolili pro korekci na pBAD v tomto pfipadé jinou cestu. Vy-
chazeli jsme z predpokladu, Ze pres veskerou snahu nejsme schopni pro bunky
zajistit pii kazdé kultivaci naprosto stejné podminky. Korekci na pBAD (pro-
vadéna po prepoc¢tu pres kmenové prislusnou pufracni kapacitu z hodnot
A[HT]) jsme proto neprovedli z hodnot zprimeérovanych z nékolika kultivaci,
ale pro kazdou kultivaci zvl4st. Tim jsme ziskali korigované hodnoty A[HT]
pro kmeny exprimujici MntH z jednotlivych kultivaci a ty jsme poté zpriméro-
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Obréazek 4.5: Odprazeny transport protont pri 31 °C. Porovnani tradic-
niho zpusobu zpracovani dat (A) se zpracovanim dat pomoci prepoctu
pres pufracni kapacitu (B).

vali. Porovnani vysledkii tohoto zpracovani s vysledky z tradi¢niho zpracovani
dat uvadi obrazek 4.5.

Porovname-li hodnoty A[H] ziskané tradiénim zpracovanim dat a zpraco-
vanim dat pomoci pufra¢ni kapacity vidime, Ze pozorujeme kvalitativni rozdil
pro kmeny H211Y a N401G vici EcoliA. Kmen D34G nevykazuje pti 31 °C
signifikantni zménu vnitrobunééné koncentrace protoni a tato skutecnost se
pfepoctem pres pufracni kapacitu nezménila. AvSsak A[HT] kment H211Y
a N401G je pii tradicnim zpusobu zpracovani dat aspon v 1400 s rozdilna
od A[H™] EcoliA. Pfepoctem pies pufra¢ni kapacitu byl tento rozdil smazan.

Mozné vysvétleni je minimalné dvoji. Prvnim moznym vysvétlenim je, ze
zpracovani pres pufracni kapacitu zapocitava vliv pozménénych transportnich
vlastnosti mutovanych kment dvakrat, tyto dva vlivy se poté navzajem kom-
penzuji. Poprvé je odprazeny transport protont patrné zohlednén pouzitim
odlisnych pufrac¢nich kapacit pro jednotlivé mutace a divoky typ. Podruhé se
odpfazeny transport protond projevuje jako odlisné hodnoty ApH, které jsou
pro mutace MntH jiné nez pro EcoliA pravé diky odlisnym transportnim vlast-
nostem mutaci MntH. Znamen3 to tedy, ze zvétseni odpiazeného transportu
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by se mélo projevit zvétsenim pozorovaného ApH (resp. A[H'] vypocteného
tradi¢né — pomoci vzorce 3.3) a/nebo snizenim pufracni kapacity. Ukazuje se
tedy, ze pro bakterialni kmeny, jejichz pufrac¢ni kapacita je odlisna od pufracni
kapacity negativni kontroly (pBAD), neni zpracovani pfes pufra¢ni kapacitu
piimocaré a je treba uvazovat zda jev, ktery studujeme a jehoz ApH prepoci-
tavame, neni jiz zapocitan praveé v pufracni kapacité. Pokud bychom pro pie-
pocet pres pufracni kapacitu pouzili u vSech kmenti hodnotu pufracni kapacity
kmene EcoliA (pfipadné pBAD nebo jejich priumér), rozdily mezi jednotlivymi
kmeny by se zachovaly tak, jak je vidime pfi tradi¢nim zpracovani dat (obré-
zek 4.5).

Za druhé muzeme uvazovat takto. Pokud bychom prtijali vysledek pirepoctu
pres pufrac¢ni kapacitu jako fakt a predpokladali, ze v Casech fadid stovek
sekund neni mezi kmeny EcoliA a H211Y respektive N401G rozdil v mnozstvi
H*, pfenesenych odpiazenym transportem, tak by efekt snizeného respektive
zvySeného mnozstvi pfenesenych protoni, ktery pozorujeme u H211Y respek-
tive N401G pri tradi¢nim zpracovani dat, byl pouze efektem zménéné pufracni
schopnosti bunék, kterou jsme opravdu jinou namérili. Coz by znamenalo, Ze
mutace H211Y a N401G vedou ke zménam v transportni ¢innosti MntH, ktera
vede ke zméné pufrac¢ni kapacity, ale zaroven tyto mutace nevedou k pozoro-
vatelnym zménam v odpfazeném transportu protontii. Toto vysvétleni se proto
jevi jako sporné.

4.3 Aktivacni energie odprazeného transportu
protonti

Skutec¢nost, Zze mame proméren odpfazeny transport H p¥i riiznych teplotéch,
nam umoznuje pokusit se urcit aktivacni energii tohoto transportu. Tu jsme
urcovali fitovanim (s vahou danou rozptylem dat) experimentalnich dat funkei
(3.6). Protoze nami sledovany efekt je relativné slaby, urcit rychlostni kon-
stantu jako pocatec¢ni rychlost by bylo velmi obtizné. Nejkratsi cas, pro ktery
jsme zaznamenéavali idaj o mnozstvi prenesenych protoni, byl 700 s po inici-
aci odprazeného transportu. Jako rychlostni konstantu k jsme proto dosadili
na pBAD korigovanou zménu v koncentraci protont za 700 s ur¢enou tradic-
nim zpusobem zpracovani dat, tedy pomoci rovnice (3.3), délenou 700 s.
Urcovat aktivacni energii mé smysl pouze u kmenti, pro které jsme nameé-
fili aspon pri vyssich teplotach nenulové zmény v koncentraci protont. Akti-
vacni energii jsme tedy urcovali pro divoky typ EcoliA a jednobodové mutanty
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Obrazek 4.6: Arrhenitiv graf pro EcoliA. Experimentalni data jsou korigovana
na negativni kontrolu (pBAD). Cést B ukazuje linearizovany graf z éasti A,
tak jak je Arrhenitv graf zpravidla uvadén. Podrobnosti uvedeny v textu.

H211Y a N401G. Obréazky 4.6, 4.8, 4.7 ukazuji v ¢astech A fit funkei (3.6)
a z néj urcenou hodnotu aktivacni energie E,. V ¢astech B téchto grafii pre-
zentujeme linearizovana data z ¢asti A, tak jak se Arrheniovy grafy zpravidla
uvadéji. Prokladana piimka v ¢astech B je pouze linearizovany fit z ¢asti A,
nejedné se tedy o novy fit linearizovanych dat. Mutace H211Y ma pri 20 °C
prakticky shodnou hodnotu AH™ jako negativni kontrola (pBAD), tudiz tento
bod lezi v nule.

Urdené aktiva¢ni energie odpfazeného transportu H* shrnuje tabulka 4.2.
Nemdame k dispozici zddna publikovand data odprazeného transportu HT,
se kterymi bychom nami urcené aktivacni energie mohli srovnat. Ty existuji
pouze pro spiazeny transportu Me?™ s HT, ziskané byly za stejnych podminek
dvéma rtznymi metodami. Prvni metoda sledovala tok protonti do buné€k
indukovany Cd?* [68]. Druh4 sledovala akumulaci radioaktivné znadeného
substratu (Cd*") v butikach [45]. V tabulce 4.2 nabizime srovnani s témito
daty.

Pro divoky typ (EcoliA) jsme ur¢ili aktivaéni energii odpfazeného trans-
portu H* 30 kcal/mol, tedy zhruba dvojnasobnou hodnotu nez jaka byla
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Obrazek 4.7: Arrhenitv graf pro H211Y. Experimentalni data jsou korigovana
na pBAD. Cést B ukazuje linearizovany graf z ¢asti A, tak jak je Arrhenitiv
graf zpravidla uvadén. Podrobnosti uvedeny v textu.

zjisténa pti sledovani sprazeného transportu H'/Cd?T. Ob& metody sledo-
vani sprazeného transportu H™/Cd** poskytuji podobnou hodnotu aktiva¢ni
energie (viz tabulka 4.2). To Ze nadmi uréend E, odpfaZeného transportu H*
je vyssi nez E, spfazeného transportu Ht/Cd*T je v souladu s predstavou,
ze odprazeny transport H' neni primérni funkci proteinu MntH a jde tedy
pres vé&tsi energetickou bariéru nez sprazeny transport H* s Me2 ™.

Néami urcena aktivacni energie odptrazeného transportu protont H211Y je
v ramci chyby stejnd jako aktivaéni energie sprazeného transportu H* /Cd?™
H211Y urcend pomoci sledovani transportu protoni. Skutecnost, ze hodnota
aktivaéni energie sprazeného transportu H* /Cd?*t H211Y uréené pomoci sle-
dovani akumulace radioaktivniho Cd?* je niz$i, naznacuje, Ze mutace H211Y
mé vétsi vliv na transportni cestu pro kovy nez na transportni cestu pro pro-
tony. To je v souladu s hypotézou [41, 45|, Ze mutace H211Y ma vliv na va-
zebné misto pro dvojmocné kovy.

Aktivacni energii mutace N401G nemame moznost porovnat s E, spraze-
ného transportu HT/Cd?™ pfimocafe. Informace o hodnoté aktivacni energie
existuji pouze pro konzervativnéj$i mutaci rezidua Asp?®’ N401T. Mutace
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Obrézek 4.8: Arrhenitiv graf pro N401G. Experimentalni data jsou korigovana
na pBAD. Cést B ukazuje linearizovany graf z ¢asti A, tak jak je Arrhenitiv
graf zpravidla uvadén. Podrobnosti uvedeny v textu.

Tabulka 4.2: Aktivacni energie transportu protonti

Kmen EcoliA | H211Y | N401G | N401T
Néami uréend E, [kcal/mol] odpfaze- | 30 £3 |32+ 6 | 48 £ 4 -
ného transportu H*
E, [kcal/mol| spfazeného transportu | ~ 13 | ~ 36 - ~ 9
H*/Cd** ziskané sledovanim vnitro-
bunééného pH [70]

E, [kcal/mol| spfazeného transportu | ~ 17 | =~ 15 - ~ 15
H*/Cd*" ziskané sledovanim aku-
mulace radioaktivniho Cd?* [45]
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N401T mé aktivaéni energii spfazeného transportu H™/Cd?* srovnatelnou
s divokym typem a to pii obou vysSe zminénych pouzitych metodach. Drive
jsme ukézali (v kapitole 4.2.1), ze odpfazeny transport H™ mutace N401G
je v rdmci chyby srovnatelny s odprazenych transportem H* divokého typu
EcoliA. Po vyhodnoceni jsme vsak zjistili, Ze jejich aktivacni energie se lisi.
E, odprazeného transportu H™ N401G je vyssi nez E, odprazeného trans-
portu H* divokého typu. To spole¢né s informaci o E, spfazeného transportu
H*/Cd?" poukazuje na vyznam rezidua Asp?®' v transportni cesté pro pro-
tony. Studie [44] ukézala, Ze aktivita transportu kovi mutace N401G se po-
doba aktivité transportu koviu divokého typu EcoliA. Takovouto podobnost
jsme pozorovali také my u odprazeného transportu H™.

4.4 Vliv iontu na transport protonu divokym
typem MntH

V dalsi ¢asti diplomové prace jsme sledovali, jaky vliv ma pfitomnost iontt
na transport protonti a to jak odpiazeny tak spiazeny s Me?*. Nasim hlavnim
zdjmem bylo posoudit vliv Ca?*. Jako kontrolu k dvojmocnému iontu Ca?*
jsme zvolili Mg?*. Oba tyto ionty jsme pouzivali ve formé chloridovych soli.
Abychom vyloucili moznost, Ze pozorujeme efekt pravé chloridi, probihaly
pokusy také s adekvatnim mnozstvim NaCl, tak aby se koncentrace chloridi
ve vzorcich s CaCly, s MgCl; a s NaCl shodovala.

Jako iont indukujici spfazeny transport protont s Me?* bylo vybrano kad-
mium. Protoze jsme chtéli sledovat vliv vapniku nemohli jsme pouzit postup
a experimentalni prostiedi etablované v prvni ¢asti diplomové prace. Do mé-
ficich kyvet se nam totiz spolecné s bakteriemi dostavalo i malé mnozstvi
citrat-fosfatového pufru, ve kterém probihalo promyvani bakterii. Jak se uka-
zalo i toto malé mnozstvi se vaze s Ca?" a znemoziiuje nam kvantifikovat vliv
Ca?* na transportni proces.

Od promyvani v citrat-fosfatovém pufru bylo tedy upusténo a pro pro-
myvani a méfeni byl pouzivan vyhradné pufr obsahujici MES. Konkrétné
byl zvolen 100 mM MES s 30 mM KCI, ktery oznacujeme jako pufr MS.
Na obrazku 4.9 je ukézano jak probihala méreni, pri kterych se soucasné sle-
dovala kinetika odpiazeného transportu H™ bez piitomnosti kovu a kinetika
transportu H* v pfitomnosti Cd?*. Pfi vSech experimentech byla soubé&zné
méfena také negativni kontrola (pBAD), tak abychom na ni mohli namétend
data korigovat.
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Obrazek 4.9: Kinetika odprazeného transportu H' a sprazeného transportu
H* indukovaného piitomnosti Cd?*. Vnitini pH bakterii bylo monitorovano
vzdy po 4 minutach. Cas nula je okamzikem piidani bakterii do méiicich kyvet.
Graf pfedstavuje priibéh jednoho typického experimentu. Po priddni Cd** do
vzorku s divokym typem (EcoliA) vidime vyraznéjsi pokles vnitrobunécéného
pH, ktery odpovida kovem indukovanému sprazenému transportu protonti.
U vzorku EcoliA bez Cd**t je vidét pozvolny pokles vnitrobunééného pH,
ktery odpovida odprazenému transportu protont.

Vliv iontt na transport protonti v pfitomnosti a nepiitomnosti Cd?* jsme
se rozhodli posuzovat pfi dvou riznych teplotach. Pfi pokojové teploté (v na-
Sem piipadé cca 21 °C) a pii 31 °C. Méfeni pii pokojové teploté mélo potlacit
odpfaZeny tok protonti tak, abychom za piitomnosti Cd?* sledovali pouze
spfaZeny transport protond s Cd?*. Mé&feni pii 31 °C mélo transport protonii
v pritomnosti kovu zvyraznit a zaroven mélo poslouzit jako ukazatel vlivu
iontt na odpfazeny tok protonti v nepfitomnosti Cd?*, ktery je jiz pti 31 °C
pozorovatelny.
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4.4.1 21 °C — tradi¢ni zpusob zpracovani dat

Pfi pokojové teploté jsme studovali vliv Ca?* a Mg?* na transport protoni di-
vokym typem MntH. Vysledky méreni jsou ukadzany na obrazku 4.10. VSechny
vysledky se tykaji EcoliA a byly korigované na negativni kontrolu (pBAD).
Pri této teploté se namérené hodnoty zmény koncentrace protonid u pBAD
v 500 i v 1000 s pohybovaly do hodnoty 4 nM. Méfeni v ¢istém pufru MS
oznacujeme v grafech jako kontrolu, méfeni v pufru MS s pfidanymi ionty
oznacCujeme mnozstvim a nazvem daného iontu.

transport H v ptitomnosti 1mM Cd** A transport H' v nepfitomnosti Cd* B
40 I 40
EcoliA | 500s
22 1000 s
304
=
[
T
> 204
10
0 _i_i____
kontrola 10mM Ca>*  10mM Mg* kontrola 10mM Ca* 10mM Mg**

Obrazek 4.10: Transport protont divokym typem MntH pii pokojové teploté,
tradi¢ni zpisob zpracovani dat. Cast A ukazuje transport protonti v pfitom-
nosti 1 mM Cd**, &ist B transport protont v nepiitomnosti Cd**. Data po-
chazi ze 2 — 4 kultivaci. Data jsou korigovana na negativni kontrolu (pBAD),
pro kterou se hodnoty A[H"] pohybovaly v 500 s i 1000 s do 4 nM.

Dle o¢ekavani jsme pii pokojové teploté v nepiitomnosti Cd?* nenamérili
zfetelny transport protoni ani v 500 s ani v 1000 s (viz obrazek 4.10 ¢ast B).
Avsak v pfitomnosti Cd?T se ndm podafilo pozorovat transport HT (Gast A
obrézku 4.10), ktery tedy mizeme oznacovat jako spfazeny transport H in-
dukovany Cd?*. Vzorky, do kterych bylo pfiddvano 1 mM CdCl,, ukazaly
méritelny pokles vnitrobunééného pH. V 500 s pozorujeme, Ze oproti kontrole
vzorky s Ca?™ a Mg?™ vykazuji vétsi zménu v koncentraci protonti. Vysledky
jsme podrobili dvouvybérovému t-testu s rovnosti rozptylt, ktery ukézal, ze
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statisticky vyznamny rozdil mezi témito hodnotami neni. V 1000 s se vSak
hodnoty zmény koncentrace protont vice rozesly a po aplikaci dvouvybéro-
vého t-testu s rovnosti rozptylt byl potvrzen statisticky vyznamny rozdil mezi
kontrolou a vzorkem s Ca?*. Vzorek s Mg?* se v 1000 s nachazi svou hodno-
tou A[HT] pfiblizné uprostied mezi kontrolou a vzorkem s Ca®". Dle t-testu
neni statisticky vyznamny rozdil ani mezi vzorkem s Mg?* a kontrolou, ani
mezi vzorkem s Mg?* a vzorkem s Ca?*. Toto je pravdépodobné zptisobeno
tim, Ze vzorek s Mg?™ pochézi pouze ze dvou kultivaci. Pfedpokladame, Ze
pokud bychom méfeni opakovali vicekrat, priblizila by se také hodnota vzorku
s Mg?* v 1000 s k hodnotdm vzorku s Ca?* tak, jak je tomu pti 31 °C (viz
kapitola 4.4.3).

P1i pokojové teploté nepozorujeme v pufru MS signifikantni odpfazeny
transport protonti ale pouze spfazeny transport protonil indukovany Cd?*.
Pt¥itomnost 10 mM Ca2* zptisobuje statisticky vyznamné zesileni spiazeného
transportu H* indukovaného Cd?*.

4.4.2 21 °C — zpracovani dat prepoctem pres pufracéni
kapacitu

Pufra¢ni kapacitu jsme urcovali postupem popsanym vyse (v kapitole 3.2.3)
zv14st pro jednotlivé bakteridlni kmeny a jednotliva slozeni pufru. Vysledky
shrnuté v tabulce 4.3 pochéazi z 5 kultivaci. Mezi jednotlivymi pufracnimi
kapacitami neni statisticky vyznamny rozdil. Jejich hodnoty byly vyuzity
pro piepocet zmény vnitrobunééného pH v 500 s i 1000 s pomoci vzorce (3.5).
Nésledovalo ode¢teni hodnot A[H"] kmene pBAD od A[HT] kmene EcoliA,
tedy korekce na negativni kontrolu (pBAD). Vysledky popsaného zpracovani

Tabulka 4.3: Pufrac¢ni kapacita pfi pokojové teploté méfend v pufru MS (100
mM MES, 30 mM KCI, pH 5,5) a jeho modifikacich.
’ Pufr ‘ Kmen ‘ £ [mM] ‘

MS EcoliA | 85 £ 15
MS + 10 mM CaCl, | EcoliA | 97 £+ 13
MS + 10 mM MgCl; | EcoliA | 100 £+ 20
MS pBAD | 924+ 9
MS + 10 mM CaCl, | pPBAD | 88 4+ 16
MS + 10 mM MgCl, | pBAD | 102 £ 9
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transport H* v pfitomnosti 1mM Cd™ A transport H* v nepfitomnosti Cd* B
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kontrola 10mM Ca®*  10mM Mg** kontrola 10mM Cca”™  10mM Mg**

Obréazek 4.11: Transport protoni divokym typem MntH pii pokojové teploté,
zpracovani dat prepoctem pres pufracni kapacitu. Data jsou korigovana na ne-
gativni kontrolu (pBAD). Cést A ukazuje transport protonii v pfftomnosti
1 mM Cd?*, &4st B transport protonti v nepfitomnosti Cd**. Data pochazi
ze 2 — 4 kultivaci. Pufracni kapacitu, ktera byla pri prepoctu pouzita, uvadi
tabulka 4.3.

dat uvadi obrazek 4.11. Kvalitativné tento graf vypada podobné jako obra-
zek 4.10, ktery vychazi z tradiéniho zpracovani dat. Pfi tomto zpracovani se
vsak zvyraznily rozdily mezi hodnotami A[H*] kontroly a vzorku s Ca?*. Zda
se tedy, ze vapnik opravdu ovliviiuje kovem indukovany transport protont a
pokud se zapocita pufrac¢ni schopnost bunék je tento vliv jesté vyraznéjsi. Pre-
pocet pres pufracni kapacitu ndm navic poskytl odhad skutecného mnozstvi
protont prenesenych pomoci MntH pres plazmatickou membranu.

4.4.3 31 °C — tradicéni zpusob zpracovani dat

P1i 31 °C jsme provedli experimenty, pii kterych jsme posuzovali vliv CaCls,,
MgCl, a NaCl na transport proteinem MntH. Studovali jsme jednak zménu
vnitrobunééného pH bakterii bez pfitomnosti kovu (odpfazeny transport H™)
a také zménu vnitrobunééného pH po ptidani 1 mM Cd?* (transport protont
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transport H v pfitomnosti 1mM Cd** transport H' v nepfitomnosti Cd* B
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Obréazek 4.12: Transport protoni divokym typem MntH pii 31 °C, tradicni
zpiisob zpracovani dat. Cast A ukazuje transport protonti v piitomnosti Cd?*,
¢ast B transport protonii v nepiitomnosti Cd?* . Data pro kontrolu a vzorky
s Ca®T pochézi z 5 — 8 kultivaci. Data pro vzorky s Mg®* a Na™ pochézi ze 3 —5
kultivaci. Data jsou korigovana na negativni kontrolu (pBAD), A[H" | kmene
pBAD se pohybovala v 500 s do 5 nM a v 1000 s do 10 nM.

v pfitomnosti Cd?T). Vyssi teplota pii méieni méla usnadnit a tedy zviditelnit
praveé odprazeny transport H' a zdroven zvyraznit transport H v pfitomnosti
Cd?* .

Pokud naméfend data zpracujeme tradi¢nim zpisobem (pomoci rovnice
(3.3)) ziskdme obrazek 4.12, kde mizeme pozorovat velmi zajimavy trend.
Podivdme-li se na transport H* v piitomnosti Cd?* v levé ¢asti grafu, vidime,
7e stejné jako pii pokojové teploté pritomnost Ca?* a Mg?* ve vzorcich zpi-
sobila zesileni tohoto transportu. Protoze vzorek s NaCl toto zesileni oproti
kontrole neukazal, 1ze se domnivat, Ze za efektem zesileni stoji opravdu Ca?*
a Mg2?"™ a ne Cl~. OvSem jesté zajimavejsi je ¢ast B obrazku 4.12. Zde se di-
vame na vysledky pokusti bez pritomnosti kovu, tedy na odprazeny transport
H* a vidime trend naprosto opa¢ny nez v piitomnosti Cd?* v ¢asti A. Vzorky
s Ca?* a Mg?* na rozdil od kontroly a vzorku s Na® dosahly pozorovatelné
mensi zmény v koncentraci H* jak po 500 s tak zejména po 1000 s. Ukdzalo se
tedy, ze Ca?* a Mg?" maji na transport proteinem MntH prokazatelny vliv,
tlumi odpfazeny transport H a zesiluji transport H* v pfitomnosti Cd?*.
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4.4.4 31 °C — zpracovani dat pifepoc¢tem pres pufracéni
kapacitu

Pro 31 °C jsme taktéz naméfend data prepocitali pfes pufracni kapacitu.
Pti teploté 31 °C jsme naméfili zmény vnitrobunééného pH po ptidani kyseliny
propanové opét zvlast pro kmeny EcoliA a pBAD a ty pfepocetli na pufracni
kapacitu. Vysledky shrnuje tabulka 4.4 a pochazeji z 5 — 7 kultivaci s vyjimkou
pufrac¢nich kapacit pro prostfedi pufru MS + 20 mM NaCl, které pochézi
pro EcoliA ze 4 a pro pBAD ze 3 kultivaci.

Tabulka 4.4: Pufra¢ni kapacita pfi 31 °C méfend v pufru MS (100 mM MES,
30 mM KCI, pH 5,5) a jeho modifikacich.
| Pufr | Kmen | § [mM] |

MS EcoliA | 109 + 8
MS + 10 mM CaCl, | EcoliA | 108 £+ 11
MS + 10 mM MgCl, | EcoliA | 121 + 13
MS + 20 mM NaCl | EcoliA | 116 + 15
MS pBAD | 107 £+ 12
MS + 10 mM CaCl, | pBAD | 130 + 8
MS + 10 mM MgCl, | pBAD | 115+ 5
MS + 20 mM NaCl | pBAD | 129 £+ 11

Pro kmen EcoliA v riznych prostfedich vysla pufrac¢ni kapacita v ramci
chyby stejné. Srovnatelna je i pufracni kapacita EcoliA a pBAD v ¢istém pufru
MS. Hodnota pufra¢ni kapacity naméfend v pufrech s 10 mM Ca?* a 20 mM
NaCl zejména pro pBAD je ponékud vyssi, coz by mohlo souviset s roli Ca?*
a Na't v systémech napoméahajicich butice vyrovnat se s ndhlou zménou pH.

Pokud pomoci t-testu porovndme namétrené pufracni kapacity pro pBAD
a EcoliA v jednotlivych prostiedich zvlast, statisticky vyznamny rozdil odha-
lime pouze u jedné takovéto dvojice soubori dat. Konkrétneé se jedna o EcoliA
a pBAD v prostfedi pufru MS + 10 mM Ca?*. Primérna hodnota pufracni
kapacity pBAD je v tomto prostiedi o 20 % vyS$i neZz primérnd hodnota
pufracni kapacity EcoliA. I pfi urcovani pufrac¢ni kapacity se tedy projevila
vysadni role Ca?* na protein MntH.

Domnivame se, ze se zde nachazime v jiné situaci nez pii feseni problému
s N401G (problém s pfepo¢tem pies pufracni kapacitu diskutovan v kapi-
tole 4.2.2). Tehdy jsme pozorovali zvétseni ApH (odptazeného transportu HT)
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a zaroven snizeni pufracni kapacity. Pii prepo¢tu ApH odprazeného trans-
portu HT pres pufra¢ni kapacitu tak doslo ke vzajemné kompenzaci téchto
efekt, které jsou jen dvéma projevy téhoz jevu. Zatimco v pripadé pri-
tomnosti Ca?" se nachazime v opa¢né situaci, pozorujeme slabsi odpiazeny
transport H* nez mé kontrola bez Ca?* a zaroven niz$i pufracni kapacitu.
Tyto dva vlivy se pfi prepoctu pres pufrac¢ni kapacitu navzajem nekompen-
zuji, ale patrné naopak zesiluji. Uvédomujeme si, ze A[HT| urdené prepoc¢tem
pres pufracni kapacitu miize byt diky tomu nadhodnocené. Ptesto jsme se
rozhodli prepocet pres pufracni kapacitu provést normalnim zptisobem. Tedy
provést prepocet pres pufra¢ni kapacitu pomoci hodnoty pufracni kapacity
namérené v daném prostiedi na daném bakterialnim kmeni.

Pro pfepocet ApH transportu protonti v piftomnosti Cd** byly taktéz
vyuzity pufra¢ni kapacity z tabulky 4.4. Vysledny obrazek 4.13 miizeme po-
rovnavat s obrazkem 4.12, ktery ukazuje stejna data prepocitanad tradi¢nim
zpusobem. Zaméfime se nejprve na ¢ast B, tedy odptrazeny transport protoni.
Rozdil oproti tradi¢nimu zpracovani dat je zietelny zvlasté u vzorku s Ca?*,
kde vidime oproti obrazku 4.12 prakticky nulovou zménu v koncentraci pro-
tonti. Po piepodtu pies pufra¢ni kapacitu vznikl rozdil mezi vzorky s Ca?* a
Mg?*, ktery jsme pii tradi¢nim zptisobu zpracovani nepozorovali. Zd4 se tedy,
ze pokud zapocitame pufracni schopnost bunék ukaze se, ze jediny ze zkou-
manych iontd, ktery m4 na odpfazeny transport HT vliv je Ca?*. Pi{tomnost
Ca?* tlumi odpfazeny tok protonti prakticky na nulu, lépe Fecdeno na hod-
notu srovnatelnou se zménou vnitrobunécéné koncentrace protond negativni
kontroly (pBAD).

Podivame-li se na ¢ast A obrazku 4.13, tedy transport HT v pfitomnosti
Cd?*, vidime kvalitativni podobu s ¢4sti A grafu 4.12. Pouze vzorek s Mg? ™"
m4 vétsi A[H'] nez vzorek s Ca?*. To nés privedlo na myslenku pokusit se
graficky zndzornit piispévek transportu H v nepfitomnosti Cd** (odpfazeny
transport HT) k transportu H™ v p¥itomnosti Cd** (realizovano v obrazku
4.14).

Je jisté zajimavou otézkou, zda odprazeny transport H" pokracuje i v pri-
tomnosti Cd?*. Pokud ano, pak transport v piitomnosti Cd?*, ktery méiime,
je tvofen jak odprazenym transportem H' tak spfaZenym transportem HT
indukovanym Cd?*. Do jaké miry a jestli viibec piispivé odpfaZeny transport
H* k celkovému mnozZstvi pienesenych protont pii transportu HT v piitom-
nosti Cd%*, mtizeme pouze spekulovat.

Model stiidavého piistupu (,alternating access model“) dobfe popisuje
symport dvou substrati, kdy predpoklada, ze po navazani obou substrati
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Obréazek 4.13: Transport protonii divokym typem MntH pri 31 °C, zpraco-
vani dat pfepoétem pies pufracni kapacitu. Cést A ukazuje transport protont
v pfitomnosti 1 mM Cd?*, ¢ast B transport protonti v nepfitomnosti Cd*™.
Data pro kontrolu a vzorky s Ca?* pochézi z 5 — 8 kultivaci. Data pro vzorky
s Mg>*t a Nat pochdzi ze 3 — 5 kultivaci. Data jsou korigovana na negativni
kontrolu (pBAD). Pufracni kapacitu, ktera byla pfi vypoctu pouzita uvadi
tabulka 4.4.

na jedné strané membrany dochazi ke konformac¢nim zménam a ty vedou
k uvolnéni substratti na druhé strané membrany. Tento model dobfe vysvét-
luje konstantni stechiometrii kotransportu, nevyrovnava se vsak s fenoménem
molekularniho prokluzu (,molecular slip mechanism“) [55]. Nase data uka-
zuji, ze stejné jako eukaryotni homology rodiny Nramp, také MntH umoz-
fiuje kromé spiazeného transportu Cd?*™/HT jesté odptraZeny transport HT.
Abychom mohli na odptazeny transport HT aplikovat model st¥idavého pii-
stupu, museli bychom predpokladat, Ze se transportér miize ,preklapét® také
pouze s jednim navazanym substratem. Aby takovyto mechanismus mohl fun-
govat a odpovidat namérenym dattim, musela by byt pravdépodobnost pie-
nosu (konformac¢ni zmény) pii navdzani pouze jednoho substratu velmi vy-
razné mensi nez pravdépodobnost prenosu (konformaéni zmény) pii navazani
obou substratt. Zeslabeni odpfaZeného transportu v piftomnosti Ca?™ pak
miizeme vysvétlit jako efekt interakce Ca?*t s proteinem MntH, ktery vede
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k zablokovani moznosti ,preklapét® se, pokud je navazan pouze jeden sub-
strat.

Model sttidavého pristupu miizeme pouzit také pro popis dat ziskanych
za piftomnosti Cd2*. Transport H* v piitomnosti Cd?* probihé4 dle tohoto
modelu jako sprazeny symport s pevné danou stechiometrii. V pfritomnosti
Ca?* a Mg?* se transport H' zesiluje. To by mohlo byt zptisobeno tim, Ze
Ca?* a Mg?" jsou MntH také transportovany, byt s malou afinitou. Z po-
kustt bez pfitomnosti Cd?* vsak vime, Ze transport H' se v piitomnosti
Ca?T a Mg?" nezesiluje (coz by naznacovalo jejich transport), ale naopak
zeslabuje. Navic pouzivame velmi vysokou koncentraci Cd?*, pii které je jiz
transport v saturaci a dalsi pridavani substratu by nemeélo mit na intenzitu
transportu vliv. Ca?* ani Mg?" tedy pravdépodobné pomoci MntH transpor-
tovany nejsou (alespori ne v symportu s HT). Jak si tedy na trovni modelu
stfidavého piistupu vysvétlit zesileni transportu H* v p¥itomnosti Ca?* a
Mg?*+?

Jednak je mozné, Ze tyto ionty néjakym zpiisobem (napi. pfimou inter-
akci s proteinem MntH) ovliviiuji afinitu MntH k substratu (v nasem pii-
pads Cd?"), ten se pak lépe navazuje na vnéjsi strané membrany nebo/a na-
opak 1épe uvolnuje na vnitini strané membrany. Toto zvyseni afinity by poté
opravdu mélo v experimentu za ndsledek zesileni transportu H™ v pfitom-
nosti Ca?* (¢i Mg?"). Také bychom mohli pfedpokladat, ze MntH potfebuje
na vnéjsi strané membréany navézat, kromé urcéitého poc¢tu H, vic nez jeden
iont Cd%*. MntH by mél naptiklad dvé vazebnd mista pro Me?* a dvé pro H'.
Pak bychom mohli vysvétlit zesileni transportu v p¥itomnosti Ca* (& Mg?™)
pomoci modelu st¥idavého pfistupu takto: Vapnik (nebo hoi¢ik) sém o sobé
nemtize byt substratem pfenosu MntH, ale pokud je piitomno Cd?*, miize
Ca?t (¢ Mg*") vyuzit druhé vazebné misto pro Me*' a byt tak spolecné
s Cd** a HT transportovdno. Ca?" (¢i Mg?*") by tak efektivné zvySoval kon-
centraci substratu v okoli MntH a diky tomu by byl zesilen transport HT,
ovsem pouze pokud bychom se nenachazeli s koncentraci Cd?* v saturaci.

Pomoci modelu sttidavého pristupu jsme tedy schopni vysvétlit zesileni
transportu H* indukovaného Cd?* v piitomnosti Ca?t (¢i Mg?™). Pokud
pripustime, Ze transportér miize s malou pravdépodobnosti prechazet konfor-
macnimi zménami také pokud je navazan pouze jeden substrat, muze tento
model popsat také odpfaZzeny transport HT.

Su a kol. navrhli model transportu, ktery oznacuji jako ,multi-substrate
single-file*. Tento model nerozlisuje mezi sprazenym a odprazenym transpor-
tem, predpoklada jednu transportni cestu sestavenou z fady vazebnych mist,
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Obrazek 4.14: Transport protoni pii 31 °C v 500 s. Porovnani tradi¢niho zp1i-
sobu zpracovani dat (A) se zpracovanim dat pomoci pfepoctu pies pufracni
kapacitu (B). Sipky oznacuji pravdépodobny podil spfazeného transportu HT
s Cd*>* na celkovém mnozstvi protonii prenesenych v pritomnosti Cd?*.

které vyuzivaji oba substraty. Tento model je schopen popsat nami ziskana
data jak v pfitomnosti Cd?* tak v jeho nepiftomnosti. Jednoduchy model,
ktery navrhli Su a kol. v préci [57], neuvaZzuje pfitomnost dalsiho iontu (v na-
Sem piipadé Ca®* & Mg?"), ktery by ovliviioval transportni vlastnosti pro-
teinu. NemtiZeme ho proto vyuzit k interpretaci dat v pfitomnosti Ca2*, Mg?*
¢i Nat.

Dalsi model, ktery byl pouzit k popisu eukaryotniho proteinu Nramp,
je model navrzeny v praci [3]. Ten ptredpoklddd, Ze navazani Me?T iontii
na vazebna mista v transportnim proteinu vede ke konformac¢nim zménam,
které umoznuji tok protonii proteinem. Tuto konformaci oznacuji jako ,semi-
channel” a pfedpokladaji, ze diky ni muze protein uskutecniovat soucasné
spfazeny transport Cd**/H* a molekuldrni prokluz H'. Tento model tedy
vyzaduje pfitomnost Me?* k tomu, aby mohlo dochazet k prokluzu protonti
proteinem. Vzhledem k tomu, Ze my pozorujeme odpfazeny transport H™
bez pfitomnosti kovu ani tento model neni schopen popsat ndmi namétfena
data.

53



V obrazku 4.14 jsme Sipkami oznacili, jaky miize byt pfinos sprazeného
transportu Cd**/H* do celkového mnoZstvi pfenesenych protonii v piftom-
nosti Cd2* za 500 s. Pokud tedy piedpoklddame, Ze v piitomnosti Cd%* se
zachovava odpfazeny transport H' a k nému se pfidava sprazeny transport
H* s Cd%+.

Jak jiz bylo zminéno vyse, vliv Ca?™ na transportni protein MntH byl
prozatim pozorovan pouze na RSOV, kde jeho milimolarni koncentrace pte-
kvapivé zpiisobuje aktivaci transportu Cd** [45], piipadné Mn?* [71]. Nase
méfeni na E. coli ukéazala, ze Ca?* ve vzorcich zpiisobuje zesileni transportu
protontt v piftomnosti Cd?*. Pozorujeme tedy obdobny efekt jako byl po-
psan na RSOV. Na obrazku 4.14 vidime, Ze Ca®* (pfi tradiénim zpisobu
zpracovani dat také Mg?T) ma vliv také na transport H™ v nepfitomnosti
Cd?*. OdptaZeny transport HT je pritomnosti Ca?* respektive Mg?* bloko-
vén. Podobn4 inhibice odpfazeného toku H* zpiisobend Ca?* byla popséna
u eukaryotniho DCT1 [10], kde pti 5 mM koncentraci Ca?™ pozorovali zablo-
kovani odprazeného transportu H*. Tento efekt vSak nebyl pozorovan s 5 mM
Mg?*, jehoz pFitomnost neméla na odptfaZeného transportu H' vliv. S timto
vysledkem (efekt ma jen Ca?"™ ne Mg?™) jsou v souladu nase data po piepoctu
pfes pufra¢ni kapacitu (obrazek 4.13).

Bylo by jisté zajimavé, posoudit vliv Ca?" na transport MntH sledova-
nim akumulace Cd?*. Pak bychom mé&li moznost rozhodnout, zda Ca’* je
nebo neni substratem prenosu (u eukaryotnich Nramp popséano, ze Ca?" sub-
stratem pfenosu byt miize [59], navic ma Ca?" iontovy polomér velmi po-
dobny iontovému poloméru Cd** [73]). Pokud by vapnik substratem ptfenosu
byl, mnozstvi akumulovaného Cd?** v piitomnosti Ca?t by se nemélo zvy-
Sit. Pokud by Ca?t substratem pienosu nebyl, mnozstvi pireneseného Cd?*+
by se v jeho pritomnosti mélo zvysit adekvatné zvySeni mnozstvi prenese-
nych protonti. Vzhledem k tomu, Ze jiz zminéné pokusy na RSOV probihaly
pomoci sledovani akumulace Cd?** a Mn?*, lze se domnivat, Ze pravdépo-
dobné&j&i je druhd nabizens varianta. Ca** pravdépodobné neni substratem
prenosu MntH, ale jeho transportni ¢innost ovliviiuje neptimo. Lze si také
tézko piedstavit, jakym mechanismem by Ca®" jako substrat prenosu mohl
blokovat transport H v nepiitomnosti Cd?>". Z nagich experimentt vyplyva,
7e na transport v pfitomnosti Cd?T ma podobny vliv jako Ca?* také Mg?*.
Iontovy polomér Mg?*t je podstatné mensi neZ iontovy polomér Ca?t a Cd?+
a je tedy méné pravdépodobné, ze by mohl vyuzivat stejnd vazebna mista.
Tyto argumenty spole¢né ukazuji, ze Ca®>" pravdépodobné interaguje s MntH
(napf. ovliviiuje jeho konformaci a stabilitu) tak, ze uzavira transportni cestu
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pro prokluz protont a soucasné stabilizuje transportni drahu pro sptrazeny
transport Me?* /HT. V této tloze mize byt Ca’" ¢astetné zastoupen Mg?*.
Mg?* stejné jako Ca?* svou piitomnosti v pufru zpisobuje zesileni transportu
H* v piftomnosti Cd?*. P¥i zapo&itani pufracni schopnosti bunék se viak uka-
zalo, ze Mg?* pravdépodobné nemé schopnost blokovat odpfazeny transport
tak jako Ca?".

4.5 Moznost pozorovat odprazeny transport
protonu je souhrou vice faktoru

Béhem nasich experimentt jsme si polozili otazku, pro¢ v pufru MES pozo-
rujeme samovolny pokles vnitrobunééného pH u EcoliA, kdyz v béZzné pou-
zivaném citrat-fosfatovém pufru tento fenomén pozorovan neni. Pii hledéani
odpovédi na otézku jsme vyzkouseli mnoho experimentéalnich prostiedi (rtiz-
nych pufri). Abychom eliminovali proménné, které maji na samovolny pokles
vnitrobunééného pH vliv, vSechna méfeni jsme provadeéli pii 31 °C a vSechny
testované pufry mély pH 5,5. Zajimali jsme se zda za samovolnym poklesem
vnitrobunécéného pH v pufru M stoji spiSe pritomnost chloridovych soli nebo
pritomnost MESu. Experimenty, které jsme za timto tcelem provedli, nebyly
prikazné a ukazalo se, ze problém je komplexnéjsi. Privedly nas také k zajmu
o iontovou silu pufrid, ve kterych méfeni provadime. Zdalo se totiz, ze pravé
vyssi iontova sila pufru M oproti citrat fosfatovému pufru stoji za fenomé-
nem poklesu vnitrobunééného pH. Pripravili jsme proto citrat-fosfatovy pufr
o vyssi iontové sile (0,10 M) a zjistili, Ze samovolny pokles vnitrobunééného pH
pozorujeme i zde. AvSsak domnénka, ze za schopnost ¢i neschopnost pozorovat
pokles vnitrobunééného pH muze pouze velikost iontové sily se nepotvrdila
(mozno vidét v tabulce 4.5), protoze pufr MS (100 mM MES, 30 mM KCl)
umoznuje jev pozorovat, ale jeho iontova sila je pouze 0,05 M.

V tabulce 4.5 nabizime piehled nékolika vybranych pufrii, ve kterych jsme
zkoumali intenzitu odprazeného transportu H*. Jedn4 se o méfeni s divokym
typem EcoliA, které jsou opét korigovany na pBAD. U pufru M a pufru MS
se jednd o primeérné vysledky ze 7-8 méfeni. U zbylych pufri zalozenych
na kyselin€ citronové se jednd o data z 1-2 méfeni. Pocatecni vnitrobunécné
pH je oznacovano jako pHy.

Celkem jsme provedli pokusy v 10 pufrech (vybrané reprezentativni vy-
sledky v tabulce 4.5) a zjistili, Ze jednozna¢ného piivodce samovolného poklesu
vnitrobunééného pH nelze urcit. Pravdépodobné velmi zalezi na vybalanco-
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Tabulka 4.5: Prehled vysledkt odprazeného transportu protoni za 700 s v riiz-
nych experimentalnich prostiedich pii 31 °C.

| Pufr | iont. sila [M] [ pHy | ApH | A[H'] [nM] |
Pufr M - 20 mM MES, 0,10 7,7 | 0,24 19
30 mM KCl, 70 mM NaCl
Pufr MS - 100 mM MES, 0,05 7,7 | 0,12 13
30 mM KC1
12 mM kyselina citrénova, 0,07 8,3 | 0,07 1
27 mM K,;HPO,
16 mM kyselina citré- 0,10 8,1 | 0,30 11

HOVé, 15 mM KQHPO4,
22 mM Na,HPO,

15 mM kyselina citrénova, 0,16 79 | 0,15 6
30 mM KCI, 70 mM NaCl,
34,5 mM NaOH

véani slozeni pufru. Pokud uZ v daném prostiedi odpiazeny transport Ht pro-
bih4 maji bakterie nizsi poc¢atecéni pH, které po pfepoctu na A[HT| zvyraziiuje
zmény. Pti 31 °C jsme rtzné intenzivni samovolny pokles vnitrobunééného pH
pozorovali prakticky ve vsech testovanych pufrech. V tomto smyslu je jaksi
unikatni a vyjimecny pravée citrat-fosfatovy pufr bézné pouzivany pii méfeni
transportu protont transportnim proteinem MntH [41, 44], ve kterém je tento
jev velmi slaby nebo neprobiha viibec.

Pokles vnitrobunécného pH, ktery sledujeme, je jinymi slovy zvySovani
koncentrace protonti uvnitt bunék. Protoze tento fenomén neni pozorovan
u negativni kontroly, mizeme si byt jisti, Ze zvySovani vnitrobunécéné koncen-
trace protonti probiha diky dé€ji na MntH — odpfazenému transportu protonti.
Proteinem MntH by teoreticky mohly byt transportovany také jiné ionty, po-
moci pHluorinu vsak sledujeme zmény v koncentraci protonii a tak pripadny
transport jinych iontd neni touto metodou viditelny.
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Kapitola 5
Zaveér

Tato diplomova prace se zabyvala studiem proteinu MntH bakterie E. coli,
ktery patii do rodiny membranovych transportnich proteinti Nramp. V prvni
¢asti prace jsme studovali odpfazeni transportu protonu u divokého typu pro-
teinu MntH a jeho vytipovanych jednobodovych mutaci, u kterych se jiz diive
spekulovalo o odpfazeni transportu Ht od transportu Me?t. V druhé ¢asti
prace byl posuzovan vliv iontii (Ca?", Mg?"™ a Na't), které nejsou substratem
MntH, na transport protont divokym typem MntH a to jak odpiazeny tak
také spiazeny indukovany Cd?*. Transportni vlastnosti proteinu MntH jsme
studovali na bakterii F. coli s hyperexprimovanym MntH metodou vyuzivajici
fluorescencni protein pHluorin, ktery umoznuje méfit zmény ve vnitrobunéc-
ném pH.

Nalezli jsme experimentalni prostiedi, ve kterém se nam podarilo sledo-
vat transport protonti specificky pouze pro kmeny exprimujici funkéni MntH.
Tento objev je zasadni, zejména uvazime-li, ze je to viibec poprvé, kdy byl
odprazeny transport protonid pozorovan u prokaryotniho homologu Nramp
proteini. Ukazali jsme, Ze odprazeny transport protont je zavisly na pH gra-
dientu pres plazmatickou membranu a je intenzivnéjsi, blizi-li se teplota fy-
ziologické teploté bakterie E. coli (37 °C). Pro divoky typ MntH a vybrané
jednobodové mutace byla provedena méreni zavislosti odpfazeného transportu
protonil na teploté a z nich byla urcena aktiva¢ni energie transportu. Akti-
vacni energie odptfazeného transportu protonii divokého typu MntH je vyssi
nez publikovana aktiva¢ni energie sprazeného transportu H* /Me?* [45]. Tato
skutecnost koreluje s predstavou, ze primarni funkci MntH je transport kovii.
Transport samotnych protonii jde proto pfes vétsi energetickou bariéru.

Pozorovani kinetiky transportu protonii a srovnani aktivacnich energii
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zkoumanych mutaci MntH ndm poskytuje informace o vztahu struktury a
funkce MntH. Transportni vlastnosti mutace D34G se podobaji transport-
nim vlastnostem negativni kontroly. Caste¢na schopnost odpfazeného trans-
portu protonid se tomuto proteinu vraci pouze v blizkosti 37 °C. Tato mu-
tace mé tedy fatalni vliv nejen na spiaZeny transport H*/Me?" [44], ale jak
jsme ukéazali také na odpfazeny transport protont. Pii studii kinetiky odpia-
zeného transportu protonti jsme ukézali tilohu rezidua His*'! v transportni
cesté pro protony, pfi vyhodnoceni a porovnani aktivacéni energie [45] mutace
H211Y se projevila také jeho role v transportni cesté pro kovy. Je tedy velmi
pravdépodobné, Ze reziduum His?!! je vyznamné jak pro spravnou funkeci tak
i pro strukturu MntH. Méfeni s mutaci N401G maji, oproti méfeni s divokym
typem, velky rozptyl a lze se domnivat, Ze za to miiZze strukturni role Asn?°t.
Pomérné vysoka aktivacni energie odprazeného transportu protonu ukazuje
na dilezitost rezidua Asn?! v transportni cesté pro protony.

Druh4 ¢4st diplomové prace se zabyvala vlivem ionti (Ca?", Mg?", Na™)
na transportni vlastnosti MntH. Poprvé bylo na zivych bunkéach popsano, ze
pritomnost vapniku nebo hoi¢iku vede ke zvysSeni mnozstvi protonti prenese-
nych pomoci MntH v piftomnosti Cd?*. Toto zjisténi je zajimavé, zejména
protoze u eukaryotniho homologu Nramp byl popsan opa¢ny efekt. Pfitomnost
srovnatelného mnozstvi Ca?* vedla u DCT1 k ¢astecné inhibici transportu in-
dukovaného Fe?* [10]. Naopak na odptazeny transport protonti piisobi Ca?*
jako inhibitor. Tato inhibi¢ni schopnost Ca?" na odpfaZeny transport byla jiZ
popsana u eukaryotniho DCT1. Prestoze vapnik s nejvétsi pravdépodobnosti
neni substratem prenosu MntH, ma velmi zajimavou a potencialné dilezitou
ulohu pii ovliviiovani jeho transportnich vlastnosti. Protoze je MntH povazo-
van za ,prototyp” Nramp proteint, je mozné, ze vapnik ovliviiuje transportni
vlastnosti také ostatnich proteinti této sekvencné konzervované rodiny.

Hlavnim pfinosem této diplomové prace tedy je, Ze se viibec poprvé po-
dafilo pozorovat odprazeny transport protont prokaryotnim homologem pro-
teini Nramp rodiny a prokazat ovlivnéni jak sprazeného tak odprazeného
transportu protont proteinem MntH FE. coli pfitomnosti dvojmocnych ionti,
které nejsou timto pfenasecem transportovany. Oba tyto zavery jsou zasadni
a mohou byt vyuzity pfi dalsim studiu struktury a funkce MntH.
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Seznam zkratek

Blam
Cat
DCT1
DMT1
E. coli
GFP
LB médium
MntH
Nramp
SLC11
RSOV
TCDB

(-laktamasa
Chloramfenikolacetyltransferasa

Divalent Cation Transporter 1

Divalent Metal Transporter 1

Escherichia coli

Green Fluorescent Protein

Luria-Bertani médium

Proton-dependent Manganese Transporter
Natural Resistance-Associated Macrophage Protein
SoLute Carrier 11

Right-Side Out Vesicles

Transport Classification Database
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