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Abstrakt: Proteiny rodiny Nramp (Natural Resistance-Associated Macrophage
Protein) symportuji dvojmocné kovové ionty spolu s protony pies bunéénou mem-
branu do buitiky [1]. Tato prace se zabyva kvantifikaci toku protoni membrano-
vym transportnim proteinem MntH z E. coli a homolognimi transportéry z na-
sledujicich organismi: Erwinia chrysanthemi, Physcomitrella patens, Haloferax
volcanii, Serratia marcescens, Streptococcus mutans a Xanthomonas campestris.
Tyto homologni proteiny prinalezejici k riznym fylogenetickym skupinam ro-
diny Nramp byly studovany v bakteriich F. coli hyperexprimujicich dany protein
pomoci fluorescence pHluorinu — zeleného fluorescencniho proteinu citlivého na
zmény pH.
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Abstract: Proteins from Nramp family (Natural Resistance-Associated Macro-
phage Protein) symports divalent metal ions together with protons trough cell
membrane into cell [1]. This work aims at quantification of proton flux mediated
by membrane transport protein MntH from E. coli and homologous transporters
from following organisms: Erwinia chrysanthemi, Physcomitrella patens, Halofe-
rax volcanii, Serratia marcescens, Streptococcus mutans and Xanthomonas cam-
pestris. These homologous proteins belonging to different phylogenetic groups of
Nramp family, was investigated in bacteria FE. coli overexpressing given protein
using fluorescence of pHluorin — pH senstitive variant of green fluorescent protein.
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Kapitola 1

Uvod

Pro kazdou buiiku je dilezita latkova vyména s okolnim prostfedim, na niz se
velkou mérou podili membranové transportni proteiny. Mezi membranové trans-
portéry patii i rodina Nramp (Natural Resistance-Associated Macrophage Pro-
tein), kterd transportuje dvojmocné kovové ionty [1]. Zastupce této rodiny na-
lezneme v Siroké skale organismt, od bakterii az po ¢lovéka. Poruchy funkce
téchto proteint jsou spojeny s fadou chorob (napfiklad defekty mysiho homo-
logu DCT1, ktery je velmi podobny lidskému Nramp2, zptisobuji mikrocytarni
anémii [2, 3, 4], lidsky Nramp1 se podili na obrané proti mikrobialni infekci ve fa-
gozému [5, 6, 7, 8]). Proteiny z rodiny Nramp patii mezi sekundarné aktivni trans-
portéry, konkrétné symportéry dvojmocnych kovovych iontt (napifklad Mn?*,
Zn*t Fe?t, Co®* [9], Cu®t, Cd** [10], Ni** a Pb** [11]) a protont nebo sodnych
kationtu [11, 12]. Kromé symportu protont a dvojmocnych kovovych ionti jsou
eukaryotni homology proteinti Nramp schopny za urcitych podminek katalyzo-
vat i odpfazeny transport protonu [11, 12, 13, 14, 15] ¢& vykazovat proménnou
stechiometrii transportu [12]. Fylogenetickou analyzou bylo zjisténo, Ze rodina
Nramp je tvofena tfemi prokaryotnimi skupinami oznacovanymi MntH A, B a C
a dvéma skupinami eukaryotnimi [16, 17]. V této bakalaiské praci jsme se za-
mérili na studium odprazeného transportu u vybranych homolognich proteint
této rodiny. Rozdily ve funkci mezi jednotlivymi skupinami nam totiz mohou
poskytnout cenné informace, které by mohly prispét k podrobnéjsimu objasnéni
transportniho mechanismu.

V ramci této prace byly studovany Nramp homology z nasledujicich orga-
nismt: F. coli, Serattia marcescens, Haloferax volcanii, Erwinia chrysanthemi,
Xanthomonas campestris, Streptococcus mutans a Physcomitrella patens. Tyto
proteiny reprezentuji fylogenetické skupiny MntH A, MntH A’, MntH Ca, Cf
a prototyp Nramp [16], kromé toho téZ jeden protein oznacovany jako outgroup,
tj. protein sekvencné podobny, ale nepfinalezejici k této rodiné [18]. Proteiny
byly studovany v bunééném modelovém systému, bakteriich E. coli hyperexpri-
mujicich dany protein, pomoci sledovani zmén vnitrobunééného pH vyvolanych
praveé transportem protonti skrze dany homolog Nramp. Zmeény vnitrobunécného
pH byly monitorovany pomoci zmén excita¢nich spekter zeleného fluorescen¢niho
proteinu citlivého na pH — pHluorinu.

Text prace je ¢lenén do nékolika tematickych celkii. Teoreticka ¢ast se zabyva
membranovym transportem a podrobnéji rodinou Nramp se zaméfenim na jiz
znamé homology a jejich fylogenetické vztahy. V kapitole experimentalni metody



nalezneme podrobnéjsi rozbor méfeni intracelularnitho pH a metody kvantifikace
transportu protonii. Cést zabyvajici se vysledky méfeni zpracovavd naméfend
data a kvantifikuje odprazeny tok protonti u studovanych homologt z rodiny

vvvvvv

vysledky.



Kapitola 2

Teoreticka ¢ast

2.1 Membranovy transport

O prvnich bunkéach pravdépodobné mtizeme zacit hovorit ve spojitosti s vytvo-
fenim membrany, ktera izolovala malé mnozstvi vodného roztoku zvaného cyto-
plazma od vnéjsiho prostfedi. Membrana je rozhranim mezi cytoplazmou a oko-
lim, tudiz se Gcastni veskeré latkové vymény bunky s vnéjskem. Je tvorena dvoj-
vrstvou membranovych lipidd a je velmi tenka (30 A) [19, str. 376], ale vzhledem
k tomu, ze vnitfek membrany je tvoren nepolarnimi fetézci mastnych kyselin, je
membrana pouze selektivné propustna.

Membranou mohou volné prochazet jenom malé nepolarni molekuly a dosta-
tecné malé nenabité polarni molekuly, jako je tfeba voda (18 Da). Pro vSechny
ionty a nabité molekuly je vSak bez ohledu na jejich velikost samotné plazmaticka
membrana velmi silnou bariérou, a proto je jejich diftze skrz membranu velmi po-
mala. Aby nabité ¢astice mohly projit skrz lipidovou dvojvrstvu, musi nejprve pre-
stat interagovat s molekulami vody, a poté difundovat zhruba 30 A [19, str. 391]
tlustou vrstvou lipidu, ve kterém jsou velmi $patné rozpustné. Z toho vyplyva,
ze aktivacni energie takového transportu je velmi vysoka. Transport téchto latek,
které mohou byt pro buiiku velmi dilezité, je proto zajistovan transmembrano-
vymi transportnimi proteiny.

Membranovy transport katalyzovany membranovymi proteiny rozdélujeme na
pasivni, jehoz hnaci silou je pouze elektrochemicky gradient transportovanych 1a-
tek, a aktivni, kdy latka mtze byt transportovana proti svému elektrochemickému
gradientu bud na tkor energie ve formé ATP, potom se jednd o tzv. primarné ak-
tivni transport, nebo kotransportovana s jinou c¢astici, ktera prochazi pfes trans-
portni protein membranou ve sméru svého elektrochemického gradientu, ¢imz
umoznuje prichod transportované latky i proti jejimu elektrochemickému gra-
dientu. Takovyto typ transportu je oznacovan jako sekundarné aktivni a podle
smeéru, jimz jsou obé latky transportovany, ho oznacujeme jako antiport, pokud
jsou kotransportovany v opacném smeéru, ¢i jako symport, pokud obé ¢astice pro-
chazeji stejnym smérem.

U prokaryotickych bunék ma v tomto sméru vysadni postaveni elektroche-
micky gradient protont Ap, ktery nazyvame protonmotivni silou a ktery pred-
stavuje ,hnaci silu® jak pro syntézu ATP, tak pro nejriznéjsi sekundarné aktivni
transportni proteiny v plazmatické membrané bakterii. Pro velikost protonmo-



tivni sily plati [20]:
Ap = AV, — ZApH, (2.1)

kde Z = 2,303RTF~(= 59 pti 25°C) prevadi transmembranovy rozdil ApH
na mV a AV, je gradient elektrického potencidlu vzniklého riiznou koncent-
raci naboji na periplazmatické a cytoplazmatické strané membrany a nazyva
se membranovy potencidl. Mezi sekundarné aktivni transportéry (symportéry),
které vyuzivaji protonmotivni silu patii i membranové transportni proteiny ro-
diny Nramp.

2.2 Rodina Nramp

Pro kazdou zivou buriku jsou nepostradatelné prechodné kovy, které se podileji
na fadé dilezitych zivotnich procest, naptiklad jsou c¢astymi kofaktory rtznych
enzymu, které se ucastni redoxnich reakci, jez jsou pro bunku velmi dtlezité.
Navzdory tomu mtze byt nadmérna koncentrace urcitych kov pro burnku skod-
liva [1]. Kupfikladu redoxné aktivni kovy napadaji strukturu DNA [21]. Déle je
znamo, ze zelezo v pritomnosti aktivni formy kysliku tvoii volné radikaly, které
poskozuji bunéénou strukturu [22]. Jelikoz nedostatek i nadbytek dvojmocnych
kovovych ionttt vyvolava v buiice nezadouci reakce, musi byt jejich intracelu-
larni koncentrace dobfe regulovana. Soucasti tohoto regula¢niho systému jsou
také transportni proteiny z rodiny Nramp.

Proteiny z této rodiny transmembranovych transportnich proteini (2.A.55
dle klasifikace TCDB?), nazgvané téz Slc11 (z angl. SoLute Carier 11) jsou Siroce
zastoupeny v mnoha rtznych organismech od archei, Gram-pozitivnich a Gram-
negativnich bakterii [24, 25] pfes kvasinky [26] a rostliny [27] az po Zivocichy [5, 28]
a ¢loveka [29, 30]. Jedna se o integralni membranové proteiny, které transportuji
dvojmocné kationty kovili v symportu s protony, hnaci silou transportu je tedy
elektrochemicky protonovy gradient [11, 12].

U cloveéka nalezneme dva odlisné paralogy proteini Nramp. Protein Nramp2
(téz Slc11a2, DCT1 ¢i DMT1) se podili na absorpci Zeleza, symportuje Fe?t
s H s afinitou kolem 6 uM respektive 1 uM [23]. Je znamo, Ze nékteré mutace
tohoto proteinu vedou u hlodavct k poruse feritinového cyklu, zhorSenému vstie-
bavani zeleza ve stfevech a mikrocytarni anémii [2, 3, 4]. Nrampl (jinak také
Slcllal) hraje roli v imunitni odpovédi organismu na infekei [9, 31]. Bylo uka-
zano, ze mysi s poskozenym Nrampl jsou méné odolné vici intracelularnim pa-
razitim [5, 6, 7, 8]. Mechanismus vSak jesté neni zcela probadan. Predpoklada
se, ze bakterialni MntH a Nrampl, exprimovany na membrané fagozému spolu
soutézi o dvojmocné kovové ionty , které jsou dilezité pro spravnou funkci me-
taloenzymt. Pravé metaloenzymy na strané intracelularniho patogenu se podileji
na odolnosti vii¢i oxidativnimu stresu, jemuz miize byt uvniti fagocytické vakuoly
hostitele vystaven [21, 32, 33].

U kvasinek jsou znamy tfi proteiny nalezejici k rodiné Nramp, pfi¢emz dva
z nich se ¢astni transportu Mn?* (Smflp a Smf2p) a tfeti, nazyvany Smf3p, se
ti¢astni mobilizace rezerv vnitrobunééného Fe?™ [34, 35, 22].

'mezindrodni klasifikaéni systém pro t¥idéni membranovych proteint TCDB (Transport

Classification Database) [23]



Bakterialni homology byly objeveny pozdéji, nejprve v enterobateriich E. coli
a Salmonella enterica, které obsahuji transportér Mn?*, a pojmenovany MntH
(Proton-dependent Manganese Transporter) s ohledem na to, Ze jejich fyziolo-

Zastupci rodiny Nramp maji v zavislosti na délce 11-12 TMS (transmem-
branovych segmentt). N-konec se nachézi v cytoplazmé. Eukaryotické homology
Nramp maji, s vyjimkou kvasinkovych Smflp a Smf2p, 12 TMS, takze C-konec je
na cytoplazmatické strané membrany, naopak prokaryotické homology a kvasin-
kové Smflp a Smf2p jich maji 11 a C-konec nalezneme na periplazmatické strané
membrany [38].

Systematickym studiem vlivu jednobodovych mutaci na funkci transportnich
proteint Nramp byly identifikovany funkéné dilezité oblasti jeho sekvence. Bylo
objeveno, ze extracelularni klicka mezi 1. a 2. TMS obsahuje jak rezidua odpo-
vidajici za transport dvojmocného kovu Me?* tak za transport Ht, TMS3 zase
pravdépodobné prispiva k navazani kovu, TMS4 a 6 jsou diilezité pro sprazeny
transport kovu a protonu [22]. Ukazuje se, Ze mutace v ' TMS4 maji vyznamny
vliv na transport Fe?™ u DMT1 a zptisobuji mikrocytarni anémii [3, 2].

Rodina proteinti Nramp sdili s proteiny oznacovanymi jako outgroup sekvence
28% rezidui [22], patrné diky existenci spole¢ného praptedka. D4 se tedy pred-
pokladat, Ze rezidua neménné v rodiné Nramp a rozdilnd s rovnéz neménnymi
rezidui ve skupiné ougroup (jedné se o rezidua v TMSI1, 6 a 11) [18], mohou byt
klicova. Fakt, ze proteiny rodiny Nramp byly nalezeny ve velmi Sirokém spektru
organismu ukazuje, Ze zivé organismy provazi jiz od pocatki evoluce [17]. Pfesto
se vSak zda, ze vyvoj rodiny Nramp neni zcela totozny s evoluci organismi v nichz
jsou piitomny [16].

2.2.1 Fylogenetické vztahy v rodiné Nramp

Detailni sekvenc¢ni analyzou bylo zjisténo, ze rodina membranovych transport-
nich proteinit Nramp je slozena z péti fylogenetickyjch skupin, dvou eukaryotnich,
nazyvanych Nramp prototyp a Nramp archetyp a tii skupin prokaryotnich ozna-
¢ovanych MntH A, B a C, pfi¢emz skupina C obsahuje vzhledem ke své relativné
velké heterogenité t¥i podskupiny Ca, C3 a Cv [16].

Ke skupiné prototypu Nramp patii naptiklad transportni proteiny z ménavek,
zelenych a cervenych tas, kvasinek a bezobratlych, naproti tomu Nramp archetyp
zahrnuje Nramp proteiny z rostlin, bezobratlych a obratloved [16].

Proteiny skupiny MntH A se nachazeji jak v Gram-pozitivnich, tak v Gram-
negativnich bakteriich. Jejich pfitomnost v intracelularnich parazitech, jako Sal-
monella enterica serovar Typhimurium zptsobujici salmonelézu, by mohla na-
znacovat dilezitou roli téchto proteini béhem infekce, prestoze se ukazalo, Ze
odstranéni genu kédujictho MntH v Salmonella enterica serovar Typhimurium
nemeélo vliv na virulenci v infikovanych mysich [37]. MntH skupiny B vykazuji re-
lativné malou shodnost s ostatnimi MntH i eukaryotnimi ¢leny této rodiny, coz by
mohlo znamenat, Ze jsou blize prapredka celé rodiny Nramp. Mezi zastupce této
skupiny patii napriklad obligatné anaerobni fotoautotrofni zelené sirné bakterie
(Chlorobium tepidum) [17].

Bylo zjisténo, ze skupina MntH C vykazuje vétsi heterogenitu nez zbylé dvé
skupiny MntH a je podobnéjsi eukaryotickym Nramp nez MntH A a MntH B.
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Obr. 2.1: Fylogeneticky diagram rodiny membranovych transportnich proteini
Nramp ilustrugici postupné oddélent linie bakterialnich (i) MntH B a (i) MntH
A, (iii) Nramp délicich se dale na: (iv) Nramp prototyp, MntH Co, CB, Cv a kva-
sinkové Nramp a (v) Nramp rostlin a mnohobunécnijch Zivocichi predstavugici tzv.

Nramp archetyp [16].
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Obr. 2.2: Hypotéza vysvétlujici evoluci rodiny membrdnovych transportnich pro-
teinti Nramp/MntH (prevzato z [17]). Predpoklada se, Ze skupina MntH B se
mohla objevit v anaerobnich organismech jesté pred vyuzZitim manganu jako kata-
lyzatoru pri oxygenni fotosyntéze (1). Skupina A se mohla vyvinout vlivem selekc-
niho tlaku zpusobeného toxicitou kysliku, aerobni metabolismus mohl uprednostnit
proteiny s vyssi afinitou k manganu (2). Gen mntH eubakteridlni skupiny A byl
prenesen do eukaryot (3). Nakonec nékteré patogenni organismy mohly ziskat gen
kodugjici Nramp, ktery chrani pred oxidativnim stresem, aby ziskaly vyhodu béhem
intraceluldrni infekce. Ndsledné se pak tato vyhoda rozsirila i mezi dalsi uspesné
patogenni a symbiotické organismy (4) Alternativné je mozno vysvétlit podobnost

MntH skupiny C a eukaryotnimi proteiny Nramp sledem duplikaci a ztrdt genu
(3°-5).

Nékteti zastupci z Nramp prototyp (Nramp z protista C. reinhardtii) dokonce
dosahuji az 50% shody se zastupci z MntH Ca (napfiklad s homology z Nostoc
a Listeria) [16]. Transportéry ze skupiny MntH Ca byly nalezeny ve fylogeneticky
vzdalenych druzich, jako naptiklad v sinicich (Nostoc) a Gram-pozitivnich (Liste-
ria) i Gram-negativnich bakteriich (v a v proteobakterie). Ve skupiné MntH Cj
se nachazi GC chudé (jejichz genom obsahuje mélo guaninu a cytosinu) Gram-
-pozitivni bakterie (napiiklad ustni streptokoky a stafylokoky), ale vyjimecné
i Gram-negativni bakterie ( Wigglesworthia glossinidia). Tato skupina se s proto-
typickou Nramp shoduje méné€, nez je tomu u skupin MntH Ca a Cr, ackoli vyka-
zuje hydropaticky profil, ktery je blizsi eukaryotickym Nramp nez MntH A a B.
K MntH Cy nélezi homology z v a 8 proteobakterii (napt. Burkholderia a Pseu-
domonas) [16]. Podobnost nékterych proteinti skupiny MntH C s eukaryotickymi
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Nramp je také v rozporu s fylogenezi druht, z nichz tyto proteiny pochézeji [16].
Ve skupiné organismi exprimujicich proteiny skupiny MntH C se navic v po-
rovnani s ostatnimi dvéma prokaryotnimi skupinami vyskytuje vice organismu
patogennich a endosymbiotickych. Uvedené skutecnosti je mozno vysvétlit po-
moci horizontalniho pfenosu gent z eukaryot [16], hypotéza vysvétlujici evoluci
rodiny membranovych transportnich proteinti Nramp je podrobné znazornéna na

Obr. 2.2.

2.2.2 Studované transportéry z rodiny Nramp/MntH

Z vysledku fylogenetické analyzy rodiny Nramp/MntH plyne, Ze proteiny sku-
piny MntH A jsou svou sekvenci blizké predkovi eukaryotnich proteinti Nramp
a bakteridlni MntH C vznikly patrné horizontalnim pfenosem gent z eukaryot
na prokaryota [18]. Proteiny ze skupiny MntH A tedy predstavuji velmi dobry
prototypicky model pro studium eukaryotnich proteinii této rodiny. Stejné tak
studium proteini ze skupiny MntH C mutze byt vybornym nastrojem, ktery by
mohl poskytnout cenné informace o blizce pribuznych proteinech i o evoluci celé
rodiny. [22].

Ukolem této bakalaiské préace bylo prozkoumat jednu z funkénich charakteris-
tik popsanou zatim jen u nékterych proteini z rodiny Nramp na vybranych homo-
lognich proteinech z rtiznych fylogenetickych skupin. Pro tuto studii byly vybrany
proteiny nalezejici k riznym fylogenetickym skupinam z nasledujicich organismii:
E. coli, Serratia marcescens, Haloferaz volcanii, Erwinia chrysanthemi, Xantho-
monas campestris, Streptococcus mutans a Physcomitrella patens. Tyto proteiny
reprezentuji fylogenetické skupiny MntH A, MntH C a rovnéz Nramp prototyp.
Kromé toho byl také studovan jeden zastupce skupiny outgroup, viz Tab. 2.1.
Zkoumanou vlastnosti byl odpiazeny tok protont od toku Me?t diive popsany
u eukaryotnich Nramp proteint [11, 12, 13, 14] a nejnovéji i u bakterialniho MntH
z E. coli [15]. Odptazeny tok protont jednotlivymi homolognimi proteiny byl stu-
dovan v bunééném modelovém systému bakterii E. coli hyperexprimujicich stu-
dované proteiny pomoci sledovani zmeén intracelularniho pH. Hlavnim cilem této
prace bylo zjistit, zda je odprazeny transport protont, zatim pozorovany zejména
u eukaryotnich reprezentantii rodiny Nramp/MntH, vlastnosti zachovanou napii¢
riznymi fylogenetickymi skupinami téchto proteinti, zejména vsSak u vybranych
bakteridlnich homologti MntH.
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Oznaceni homologu

Fylogeneticka

Organismus ptivodu

Nramp skupina

EcoliA MntH A Escherichia coli — fakultativné anaerobni
Gram-negativni bic¢ikata tycinkovita entero-
bakterie zijici v tlustém stievé teplokrevnych
zivocichti.

SmarA MntH A Serratia marcescens — Gram-negativni tyc¢inko-

SmarA’ MntH A vitd enterobakterie, pro ¢lovéka patogenni (je
odpovédnd za nékteré nosokomialni nékazy).

HvoA MntH A Haloferax volcanii — halofilni zéstupce Archei,

HvoO outgroup vyskytuje se v extrémné slanych podminkéch.

Echry MntH A Erwinia chrysanthem: — Gram-negativni fakul-
tativné anaerobni bacil, patii k enterobakte-
riim, je rostlinnym patogenem, blizce pribuzny
s E. coli

Xcamp MntH Ca Xanthomonas campestris — proteobakterie od-
povédna za rizné rostlinné nemoci.

Smut MntH CS Streptococcus mutans — Gram-pozitivni fakul-
tativné anaerobni bakterie zptsobujici dentalni
degradaci.

Physco prototype prototype Physcomitrella patens (Cesky Cepenka odstéld)

— hojné se vyskytujici mech.

Tab. 2.1: Zkoumané homology Nramp/MntH?

2Negativni kontrola s prazdnym plazmidem, tedy bakterie E. coli bez funkéniho MntH pro-
teinu, byla oznacena pBAD, bakterie E. coli exprimujici ptislusny homologni protein byly na-

zvany dle tohoto proteinu.
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Kapitola 3

Pouzité metody a experimentalni
material

Funkce vybranych homologt transportnich proteintt Nramp/MntH muzZe byt, diky
tomu, zZe se jedna o symportéry dvojmocnych kovovych iontti a protonti, studo-
vana prostiednictvim sledovani zmén pH vyvolanych transportem. Jako modelovy
systém byly zvoleny bakterie E. coli hyperexprimujici studovany protein. Funkce
daného proteinu miize byt mimo jiné monitorovana pomoci vhodné metody umoz-
nujici méfit pravé zmény intracellularniho pH.

3.1 Meéreni intracelularniho pH

Jednim ze zptsobu méfeni intracelularniho pH je pouziti fluorescen¢nich sond
citlivych na zménu pH. Tato neinvazivni a nedestruktivni metoda poskytuje fadu
vyhod oproti tradi¢nim metodam meéreni intracelularniho pH, jako jsou napft. po-
uziti mikroelektrod (nevyhodou téchto metod je moznost poskozeni pfirozenych
vlastnosti plazmatické membrany mikroelektrodou a navic pro bakterie je tato
metoda vzhledem k jejich malym rozmértim zcela nepouzitelnd), méfeni akumu-
lace radioaktivné znacenych slabych kyselin a zasad v burice (zde zase vyvstavaji
problémy s kalibraci a také se nezaznamené pribéh pH) nebo vyuziti NMR kyse-
liny fosforec¢né, jejiz spektrum je zavislé na pH [39]. Naproti tomu problémem pti
pouziti fluorescen¢nich sond mize byt dopravit tuto sondu do butiky [40, str. 19],
tento problém vsak odpadéd, je-li mozno pouzit fluorescenc¢ni sondu, ktera je ge-
neticky kédovana.

3.1.1 pHluorin

Zménu v meéreni intracelularniho pH prinesl objev pH citlivé varianty zeleného
fluorescenéniho proteinu (GFP — viz Obr. 3.1) nazvaného pHluorin. Divoky typ
GFP se sklada z 238 amino kyselin (26,9kDa) a byl objeven u meduzy Aequo-
rea victoria, ktera na modrém svétle fluoreskovala zelené. Spektrum GFP ma 2
excitaéni pasy s maximem na 396 nm a na 475nm [41].

GFP je typicky p-barel skladajici se z jednoho [-skladaného listu. Uvnity
p-barelu je chranény a-helix nesouci chromofor [42]. Tésné usporadani S-barelu
kolem chromoforu chrani jeho fluorescenci pred zhasenim vodou. Schéma proteinu
se zvyraznénym chromoforem je na Obr. 3.1. Chromofor vznika pfiblizné hodinu
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po expresi autokatalytickou cyklizaci a naslednou oxidaci postrannich skupin tii
aminokyselin: Ser65, Tyr66 a Gly67 [43].

Obr. 3.1: Model struktury zeleného fluorescencéniho proteinu se zvyraznénym chro-
moforem [42]

Pro méfeni vnitrobunééného pH je dulezita pH-citliva forma GFP, ktera se
nazyva pHluorin. Vznikl systematickou mutaci 7 klicovych rezidui GIn94, Arg96,
His148, Tle167, Thr203, Ser205 a Glu222. Jeho excita¢ni spektrum je znac¢né od-
lisné, presto ma vsSak také 2 excitacni pasy jako wtGFP, piicemz pas 395nm
odpovida protonované a pas 475nm deprotonované formé [44].

Pouziti pHluorinu pro méfeni intracelularniho pH méa fadu vyhod. Jedna se,
diky tomu, zZe fluorescen¢ni sonda je exprimovana piimo v cytosolu, o metodu
prakticky neinvazivni schopnou sledovat vnitrobunééné pH v realném case. Kromé
toho excita¢ni spektrum pHluorinu umoznuje métit pomérové na dvou vinovych
délkach, coz zajistuje nezavislost metody na mnozstvi fluorescen¢ni sondy v cyto-
solu i v buné¢né suspenzi.

3.1.2 Experimentalni podminky pro méreni vnitrobunéc-
ného pH

Intracelularni pH bylo méfeno pomoci spektrofluorimetru FluoroMax-2 (Jobin-
-Yvon SPEX) pomérové pii excitaci na 410 a 470nm (emise detekovana na
520nm), aby byla zajiSténa nezavislost ziskanych hodnot na mnozZstvi pHluorinu
ve vzorku.

Kalibrace fluorescen¢ni odpovédi pHluorinu na zmény intracellularniho pH
byla provedena pomoci protonoforu CCCP, ktery zajisti vyrovnani extracellular-
niho a intracelularniho pH, a sady pufri o definovanych hodnotach pH. Takto
ziskanymi daty je moZno prolozit kalibra¢ni kiivku s predpisem (3.1), hodnoty
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Obr. 3.2: Kalibracni krivka pHluorinu s vynesenymi zémrenymi hodnotami intra-
celularntho pH. Je v ni vidét, Ze néktera méreni pro EcoliA, Physco prototype
a Smut prekracuji hranici rozlisitelnosti pHluorinem (vyznacena svislou preruso-
vanou carou,).

kalibra¢nich konstant jsou uvedeny v Tab. 3.1. Je vidét, ze kalibracni kiivku (viz
Obr. 3.2) je mozno pouZit v rozsahu hodnot pH od 6,0 do 9,5.

R—C i
HeKyo(—t"% 3.1
b 0’5<Im—C—R) (3-1)
I, [ 141
ng | 13,03
Kos | 7.60
C | 040

Tab. 3.1: Kalibracni kostanty fluorescencni odpovedi pHluorinu

Uvedenou metodu je tedy mozno pouzit k méreni zmén intracelularniho pH
vyvolanych transportem protonti transmembranovym proteinem MntH. Chceme-
li ovSsem kvantifikovat pfimo tok protont timto proteinem dovniti bunék, je tieba
prihlédnout k tomu, ze vnitrobunééné pH podléha striktni regulaci burikou. Zna-
mena to tedy, ze zména intracelularniho pH vyvolana transportem protonii ptes
MntH zahrnuje pouze ¢ast pretransportovanych protonti, druha ¢ast protoni je
bunkou efektivné pufrovana. Realné mnozstvi transportovanych protoni je po-
tom mozno stanovit pouze v ptipadé, kdy budeme schopni kvantifikovat pufrac¢ni
kapacitu cytosolu.
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3.2 Pufrac¢ni kapacita

Pro bunku je velmi dtilezité udrzovat si stalé intracelularni pH, na kterém zavisi
mnoho zivotné dilezitych procest [39, 45, 46, 47| (napiiklad u eukaryotickych
bunék se pohybuje vnitrobunééné pH v rozmezi 7,0-7,4 [48], u prokaryotickych
bunék se tento rozsah znacné lisi druh od druhu, vzdy se vSak jedna o pomérné
malé rozmezi [49]). Na znac¢né stalosti intracelularniho pH se podili skute¢nost, ze
cytosol je pomérné silny pufr. Pufr je roztok slabych kyselin a jejich konjugova-
nych bazi, ktery po pridani malého mnozstvi kyseliny nebo zasady zméni své pH
pouze nepatrné. Pufra¢ni kapacita byla proto ptivodné definovana jako mnozstvi
silné kyseliny nebo zasady, které je treba pridat do roztoku, aby se zménilo pH
o jednotku. V situaci, kdy je nutno posoudit pufra¢ni kapacitu cytosolu zivé bunky
je nutné pojem pufrac¢ni kapacity zobecnit tak, aby zahrnoval nejen pufracni ka-
pacitu v tradi¢nim fyzikalné-chemickém smyslu, nybrz i veskeré aktivni bunécné
procesy, které pfispivaji k regulaci pH (napf. membranovy transport). Defini¢nim
vztahem pufracéni kapacity tedy je [50]

A[H*]

B= ApH

(3.2)

7 toho vyplyva, Ze pufracni kapacita je veli¢ina, kterda udava, jakou je tieba
zpuisobit zménu koncentrace protontt A[HT| uvnit¥ systému aby doslo ke zméné
pH systému o jednotku.

Zmnalost intracelularni pufrac¢ni kapacity je dilezita pro kvantifikaci toku pro-
tont. Jak je vidét ze vztahu (3.2), abychom mohli intracelulédrni pufracni kapacitu
zmérit, musime provést definovanou zmeénu intracelularni koncentrace protont
a zmeérit ji odpovidajici zménu pH. To se d& provést napiiklad pridanim slabé
kyseliny do okoli burnky.

3.2.1 Meéreni pufracni kapacity bunék pomoci slabych ky-
selin a zasad

Pufracni kapacitu cytosolu je mozno mérit pridanim slabé kyseliny do extracelu-
larniho média diky tomu, Ze slaba kyselina plné nedisociuje a jeji nedisociovana
forma mtze prochazet pres plazmatickou membranu. Pridani slabé kyseliny nam
tedy umozni zptsobit pfesné danou zménu v koncentraci protoni uvniti burky,
nasledna zmeéna intracelularniho pH nutna pro stanoveni pufra¢ni kapacity dle
vztahu (3.2) muze byt zméfena pomoci pHluorinu. V cytosolu totiz kyselina
disociuje, stejné jako vné bunky, v zavislosti na svém pK,, jak jiz bylo diive
popséno [51]. Analogicky je moZno pouzit slabou zasadu. Pro tuto praci byla
zvolena slabé kyselina (kyselina propanova) zejména proto, Ze méfeni bylo pro-
vadéno v kyselych pufrech, ¢ili pHy > pH, a tak kyselina disociuje vice uvnitt
buniky nez ve vnéjsim prostiedi. Méteni byla provadéna na bunkach E. coli, jejichz
prirozené vnitrobunécéné pH se pohybuje v rozmezi 7,4-7,8. Tyto enterobakterie
jsou schopny riistu ve vnéjsim pH, od 5,5 do 9 [52, 53, 39, 54, 55, 56, 57].

Koncentraci disociované kyseliny uvnitt buniky, ktera se rovna mnozstvi uvol-
nénych protont, je mozno spocist podle vztahu:

Ka[HAJ[H"].
[H]a(Ka + [H*]e)’

A7) = (33)
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kde [HA]. je celkovd koncentrace kyseliny, [HT]. je koncentrace protonii vné
buriky, kterou zjistime z pH pufru, ve kterém jsou butiky a [H*], je koncentrace
vodikovych kationt@ uvnitt bunky pred pfidanim slabé kyseliny, kterou zjistime
z naméfeného pH. Vztah (3.3) jiz jen dosadime do (3.2) a dostaneme tak pufracni
kapacitu bunky, kterou oznac¢ime ;. Detailni odvozeni vztahu pro vypocet mnoz-
stvi disociované kyseliny je mozno nalézt napi. v [51]. Koncentrace jsou urceny
z pH vztahem

[H'] = 107" (3.4)

Celkovou koncentraci kyseliny spocteme ze znalosti objemu vzorku V. a ob-
jemu pridavané kyseliny V4 v
APA
[HA]. = A (3.5)
kde p4 je hustota pouzité kyseliny a M4 je jeji molarni hmotnost.

Hodnotu pH 4 je mozno ziskat méfenim pomoci pHluorinu, jeho fluorescencéni
odezva musi byt ovéem kalibrovana (viz. kapitola 3.1.2). Pufra¢ni kapacita byla
meérena pridavanim 40 ul 13,4 mM kyseliny propanové do kyvety s bunécnou
suspenzi o obejmu 3ml. Vysledna koncentrace této kyseliny v kyveté tedy byla
176 uM. Abychom odstranili vliv metabolismu na ApH;, odecitali jsme hodnotu
pH 4 hned po jeho skoku, jak je ukazano na Obr. 4.2. Z pH 4 potom dle definice
pH (3.4) ziskdme koncentraci, kterou dosadime do vztahu (3.3) a nasledné do

definice (3.2).

3.3 Kvantifikace odprazeného toku protont pro-
teinem MntH

Jednou z moznosti, jak sledovat transport protonti proteinem MntH odprazeny
od transportu dvojmocnych kovovych iontt, je porovnani zmén intracellularniho
pH po okyseleni vnéjsiho média mezi bakteriemi obsahujicimi funkéni protein
a bakteriemi predstavujicimi negativni kontrolu, ktera funkéni protein MntH ne-
obsahuje. Okyseleni vnéjsiho prostiedi je mozno provést napiiklad pfidanim silné
kyseliny. Se znalosti pocatecniho intracelularniho pH, a intraceluldrniho pH po
ptidani silné kyseliny pHg pak jiz snadno, za pouziti defini¢niho vztahu pH (3.4),
lze odvodit vyraz pro zménu koncentrace protont v buice

A[HT]; = 107PHs — 107PHo, (3.6)

Timto zptisobem je mozno ziskat zédkladni predstavu o odprazeném transportu
protont proteinem MntH. Realné mnozstvi transportovanych protonti 1ze zjistit
jen se zohlednénim pufracni kapacity buiky, jak je popsano vyse. Vyjdeme-li
z defini¢niho vztahu pufraéni kapacity (3.2) a z predpokladu, Ze se tato v pribéhu
¢asu prilis nemeéni, mizeme kvantifikovat mnozstvi transportovanych protont do
bunky dle vztahu:

A[H"]3 = (pHo — pHs)f- (3.7)

Vyznam pouzitych symboli je stejny jako ve vztahu (3.6).
Zmény vnitrobunééného pH po pfidani silné kyseliny byly monitorovany po-
moci pHluorinu po dobu zhruba 400s, viz Obr. 4.4a. Transport protont skrz
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membranu byl kvantifikovan priblizné po uplynuti 340s od pridani 13 ul 2 M ky-
seliny chlorovodikové do kyvety s bunéc¢nou suspenzi o objemu 3ml. Vysledna
koncentrace kyseliny v kyveté tedy byla 8,6 mM. Zménu koncentrace protont
v butice A[H"]; dostaneme dle vztahu (3.6). Redlné mnoZstvi transportovanych
protont A[H*]; dostaneme za pomoci pufra¢ni kapacity dle definice (3.2).

3.4 Pouzité bakterialni kmeny

Jako modelovy organismus pro meétfeni odprazeného toku protond rdznymi ho-
mology proteint z rodiny Nramp/MntH jsme pouzili bakterii E. coli, konkrétné
jeji kmen DH11S AmntH (rezistence na kanamycin), ktery byl transformovan
dvéma plazmidy: pGBM6-pHL kédujicim pHluorin (rezistence na spectinomycin)
a pPBAD-NXI1.1 nesoucim gen pro pfislusny homolog (rezistence na ampicillin).
Exprese pozadovaného Nramp byla indukovéna L-arabinézou [38].

Zkoumané homology jsou uvedeny v Tab. 2.1 na strané 13. Bakterie obsahujici
prazdny plazmid, tzn. bakterie bez funkéniho MntH homologu, které ptredstavo-
valy negativni kontrolu, jsme v ramci této prace oznacovali jako pBAD.

3.5 Priprava vzorku

Pouzité geneticky upravené FE. coli byly uchovany v konzervach pii teploté —20°C
a —80°C, odkud byly preockovany na agarovou misku s kultiva¢nim mediem
Luria—Bertani (LB): 1,5% agar, 1% Bacto-trypton, 0,5% bacto-yeast extrakt,
0,5% NaCl a antibiotika kanamycin 30 pg/ml, ampicillin 100 pg/ml, spectino-
mycin 100 pg/ml, na ktera jsou pouzité bakterie rezistentni. Na kultivacni misce
se bakterie nechaly pres noc kultivovat pfi teploté 37°C a dale se skladovaly
v lednici pii 4 °C, nejdéle vsak po dobu jednoho mésice.

7 misky byla ockovaci klickou preockovana jedna kolonie bakterii do 2ml LB
média obohaceného o uvedena antibiotika a poté se nechaly bunky 16-20 hodin
pti teploté 37 °C za stalého tfepani (250 RPM) inkubovat. Nasledné byly narostlé
bunky ziedény 1 : 100 do 2ml, 10 ml nebo 20 ml LB média a za stejnych podmi-
nek déle kultivovany. Po 2 hodinach kultivace k nim byla pfidana L-arabindza,
kterd indukuje expresi Nramp, na koncentraci 0,6 %o. Buiiky byly s arabindzou
inkubovany jesté dalsi hodinu. Sterilita byla zajisténa praci v blizkosti kahanu.

Nakonec byly narostlé bakterie centrifugovany pfi frekvenci 5000 ot./min po
dobu 2 min (pro 10 ml a 20 ml vzorku) nebo 10 000 ot./min po dobu 1 min (pro 2 ml
vzorku) a déle byly dvakrat promyty v méficim citrat-fosfatovém pufru o pH 5,5,
vzniklém smichanim 25 mM kyseliny citronové a 50 mM KyHPO,4. Nakonec byly
bunky premistény do jednorazovych spektroskopickych kyvet s pufrem o objemu
3ml tak, aby optickd hustota bunécéné suspenze pii vlnové délce 600 nm byla
0,20 £ 0,02. To ndm zajistilo, ze v kazdém vzorku bylo pfiblizné stejné mnozstvi
bakterii. K méreni optické hustoty bylo pouzito spektrometru Novaspec III.
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Kapitola 4

Vysledky meéreni a diskuze

Jelikoz hlavnim cilem této prace bylo zjistit, zda je odpiazeny transport protont,
zatim pozorovany zejména u eukaryotnich reprezentantt rodiny Nramp/MntH,
vlastnosti zachovanou napfic¢ rtiznymi fylogenetickymi skupinami téchto protein,
pokusili jsme se ve zvoleném modelovém organismu sledovat takové vlastnosti,
u nichz bylo mozno predpokladat, zZe by odprazenym transportem protontt mohly
byt ovlivnény. U bakterii E. coli hyperexprimujicich studované homology (viz
Tab. 2.1) jsme tedy zkoumali jejich intracelularni pH, pufracni kapacitu a reakci
na okyseleni vnéjsiho prostredi.

4.1 Pocatecni intracelularni pH

Jiz drive byla pozorovana mozna souvislost mezi intracelularnim pH bakterii
E. coli hyperexprimujicich MntH s odpfazenym transportem protonii timto pro-
teinem [58, 18]. Pravé proto byl tento parametr jednim z pfedmétii naseho vy-
zkumu.

U nékterych kmenti, konkrétné EcoliA, Physco prototype a Smut, byly poca-
tec¢ni hodnoty pH, na hranici citlivosti pHluorinu, ktera je, jak je vidét z Obr. 3.2
v rozsahu pH pfiblizné od 6,0 do 9,5. Proto jsme byli nuceni ¢ast zmérenych dat,
ktera se nevesla do tohoto intervalu, ze zpracovani vytradit.

Naméiené hodnoty pHy mtizeme, jak je vidét v Obr. 4.1, rozdélit do nékolika
skupin. Do prvni skupiny s intracelularnim pH vys$sim nez u negativni i pozitivni
kontroly by se daly zaradit homology Physco prototype a Smut. Druhé skupina
obsahuje transportéry HvoO a HvoA, které zptsobuji snizeni pH, oproti negativni
a pozitivni kontrole. U ostatnich homologt (konkrétné u Xcamp, Echry, SmarA,
SmarA’) se pohybuje pH v rozsahu mezi negativni kontrolou pBAD a pozitivni
kontrolou EcoliA, které jsou si velmi podobné. Pro ovéreni, zdali pH jednotlivych
skupin vykazuji signifikantni rozdil s pozitivni a negativni kontrolou jsme pouzili
dvojvybérovy Studentiv t-test s riznymi rozptyly a s obvyklou pétiprocentni
hladinou vyznamnosti. Dle provedeného testu se z prvni skupiny signifikantné
lisi od obou kontrol pouze Smut, zatimco druha skupina se lisi signifikantné jak
od pozitivni, tak od negativni kontroly, cela. Mezi kontrolami samotnymi zadny
signifikantni rozdil neni.

Jev, ktery je pozorovan u HvoO a HvoA, tedy nizsi pH,, byl popsan jiz diive
[58, 18] a mohl by poukazovat na to, Ze tyto homology, na rozdil od ostatnich,
odprazeny transport protont zprostredkovavaji. Ptivod vyssiho pocatecniho vni-

20



9,5 1

Obr. 4.1: Hodnoty pocdtecniho pH jednotlivych kmeni

trobunééného pH u Smut je nejasny. V obou pfipadech by rozdilnost intracelu-
larniho pHy od negativni kontroly mohla znamenat, ze v bunce dochéazi k ex-
presi danych homologii. U ostatnich homologti z hodnoty pocatec¢niho intracelu-
larniho pH o trovni jejich exprese v buiice nic fici nemuzeme, takze nevime, jestli
shodnost pHj s negativni kontrolou mize poukazovat na absenci téchto homo-
logit na membrané ¢i na skutecnost, ze odprazeny transport nezprostiedkovavaji.
Nicméné, EcoliA nevykazuje odlisnost v pocateénim intracellularnim pH od ne-
gativni kontroly, pfestoze u néj byl odprazeny transport protonti prokazatelné
pozorovan [15].

Pocatecnim vnitrobunéénym pH negativni a pozitivni kontroly se zabyvaly
i jiné préce, takze je mozné provést srovnani. V bakalarské praci I. Dolezalové [58]
se uvadi v pufru o pH, 5,5 pocatecni intracelularni pH 7,940,1, v diplomové praci
E. Strakové [51] se publikuje pro EcoliA hodnota pH, 8,064-0,06 v pufru o pH, 5,3
a 8,08+0,05 pro pH, 5,7, coz se v ramci chyby shoduje s vysledky této prace (byl
pouzit pufr o pH, 5,5, hodnota pHj je 8,44+0,4). V pufru o pH, 4,7 [58, 18] a pH,
5,0 [58] se taktéz, jako u nas, neprokazala signifikantni odlisnost mezi negativni
a pozitivni kontrolou.

4.2 Meéreni pufracni kapacity

Predpokladali jsme, ze pritomnosti MntH v plazmatické membrané by mohla byt
ovlivnéna i pufracni kapacita cytosolu bakterialnich bunék, zejména pokud do-
chazi k castecnému odprazeni transportu protonti od transportu dvojmocnych
kovovych iontt. Pufra¢ni kapacita byla stanovovana zpiisobem popsanym v ka-
pitole 3.2.1 na str. 18. Ukéazkovy pribeéh intracelularniho pH po pfidani kyseliny
propanové je zobrazen na Obr. 4.2.

Vsechny pufracni kapacity jsou si dosti podobné a pohybuji se vétsinou v roz-
sahu od 50 mM do 60 mM (viz Obr. 4.3). Nejvyssi pufraéni kapacitu (59 +9) mM
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zde vykazuji butiky hyperexprimujici HvoO, nejnizsi (47 +6) mM butiky hyperex-
primujici SmarA’. Referen¢ni bunky s pBAD a EcoliA maji pro srovnani pufra¢ni
kapacity (55+11) mM, respektive (56 £9) mM. Studentiv t-test ndm potvrdil, Ze
zadny z mérenych vzorkt nemuzeme oznacit jako signifikantné odlisny od vzorkt
referencnich.

Ve srovnani s pufra¢nimi kapacitami 5 uvedenymi pro pozitivni kontrolu v pra-
cich E. Strakové [51] (v pH. pufru 5,3 je § (74 £ 9)mM, v pH. 5,7 dokonce
(98+8) mM) a I. Dolezalové [58] (7642 mM) je ndmi zméfend hodnota (564+9) mM
znatelné nizsi. Vyse zminéné prace se vsak zabyvaly zejména extracelularnim pH
4,7 a 5,0. E. Strakova [51] uvadi pro pozitivni kontrolu v pH, 4,7 hodnotu pufracéni
kapacity 39 + 5 a pro pH, 5,0 hodnotu 75 + 6, v praci I. Dolezalové [58] je uve-
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dena v extracelularnim pH 4,7 pro pBAD, respektive EcoliA, hodnota pufrac¢ni
kapacity 52 11, respektive 37 +4 a v pH, 5,0 hodnota pufracni kapacity 47 &5,
respektive 67 £+ 11. Dale se v druhé zminované praci pro pH, 4,7 a 5,0 uvadi, ze
bunky neexprimujici MntH maji vyssi pufrac¢ni kapacitu, nez buinky MntH expri-
mujici. V nasich experimentalnich podminkéach vsSak takovyto trend pozorovan
nebyl. To by se dalo interpretovat tak, ze ¢im vice se blizime s extracelularnim
pH intracelularnimu pH, tim mensi je protonovy gradient na membrané, ktery
je hnaci silou odprazeného toku protoni, a tak se vytraci rozdil mezi buinkami
exprimujicimi proteiny zprostfedkovavajici odprazeny transport protont a pro-
teiny, u kterych k tomuto jevu nedochdazi. Snizujici se transportni schopnosti
Nramp s rostoucim extracelularnim pH byly pozorovany jiz diive, jak u trans-
portu indukovaném kovy skrz eukaryotni DMT1 [59] a prokaryotni MntH [18],
tak pro transport odpfazeny skrz MntH [15]. Pfi vysSich pH, ma tedy pravdé-
podobné odptazeny tok protoni zkoumanymi homology mensi vliv na pufracni
kapacity jednotlivych bunék, coz je vyhodné pro kvantifikaci odptrazeného toku
za pomoci pridani silné kyseliny, protoze pak lze ziskat pocet transportovanych
protonu prepoctem pies pufracni kapacitu bez obavy, ze odprazeny transport je
jiz zapocitan v pufracni kapacité, a ze by tedy byl uvazovan dvakrat.

V nasich vysledcich se také neprojevuje zadny vyrazny trend zavislosti pufracni
kapacity na pocatecnim intracelularnim pH, u bakterii hyperexprimujicich jed-
notlivé homology.

4.3 Kvantifikace odprazeného transportu

protonu ruznymi homology proteini
Nramp/MntH

Odprazeny tok protont byl pozorovan u nékolika eukaryotnich homologi proteinti
Nramp exprimovanych v oocytech Xenopus laevis pomoci elektrofyziologickych
metod [11]. V neddvné dobé byl odpfaZzeny transport protontt poprvé pozorovan
i u prokaryotniho homologu MntH z E. coli hyperexprimovaném v bakteriich
E. coli [15]. Zminény efekt byl studovan pomoci fluorescence pHluorinu podobné
jako v této praci.

Na rozdil od drive popsanych experimentt pro sledovani odpfazeného trans-
portu protoni [15], zdkladni myslenkou experimentu bylo pokusit se pozorovat
zda okyseleni extraceluldrniho média pfidanim silné kyseliny vyvolad odprazeny
tok protoni proteinem MntH, ktery by se mél projevit jako vyraznéjsi okyseleni
cytosolu bunék s funkénim proteinem nez u bunék bez funkéniho Nramp/MntH
homologu. Typicky pribéh takového experimentu je mozno vidét na Obr. 4.4b.
Rozdily v reakci na definované okyseleni vnéjsitho média lze povazovat za pro-
jev odprazeného transportu protonu, a tudiz je mozné tento postup pouzit ke
sledovani a porovnani tohoto efektu i u jinych homologti, pokud mohou byt hy-
perexprimovany v nasem modelovém systému. Pro toto porovnani byly pouzity
oba postupy popsané v kapitole 3.3. Ukazkovy pribéh intracelularniho pH po
pridani HCI je uveden na Obr. 4.4a

Nejprve se zaméfme na kvantifikaci odprazeného toku protont skrz studo-
vany homolog Nramp/MntH bez uvéazeni pufraéni kapacity buiky. V Obr. 4.5
miizeme rozpoznat skupinu homologti, které indukuji skoro stejné hodnoty skoku
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Obr. 4.5: Shrnuti zmeén koncentraci protont v burice 340s po pridani HCI

intracelularni koncentrace A[H"]; jako pozitivni kontrola EcoliA. Jedné se kon-
krétné o Echry, HvoO a Smut, ostatni homology (Physco prototype, SmarA,
HvoA a Xcamp) dosahuji podobnych vysledkt jako negativni kontrola pBAD.
Vyjimku tvori SmarA’, ktery se pohybuje na rozhrani téchto dvou skupin. Stu-
dentuv t-test potvrdil signifikantni odliSnost prvni skupiny od negativni kontroly
a odlisnost druhé skupiny od pozitivni kontroly nepotvrdil pouze u HvoA. Ani
SmarA’ studentiiv t-test do zadné skupiny nezatradil

Naméiené vysledky kvantifikace transportu protont pocitané pies pufrac¢ni
kapacitu jsou shrnuty v Obr. 4.6. Podobné mnozstvi transportovanych protont
A[H*] jako EcoliA méa pouze Physco prototype, Echry a Smut se pohybuji na roz-
hrani mezi pozitivni a negativni kontrolou, ostatni homology se chovaji podobné
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Obr. 4.6: Shrnuti poctu transportovanych protoni A[H'|s skrz membranu 340 s
po priddani HCI

jako negativni kontrola. Podle vysledki studentova t-testu vSak neni zadny homo-
log signifikantné odlisny ani od pozitivni ani od negativni kontroly. Pro tento typ
zpracovani zmérenych vysledki by tedy byl potfebny vétsi soubor dat. Skutec-
nost, ze pro tento zptiisob zpracovani pfes pufracni kapacitu, na rozdil od zptisobu
zpracovani piimo pres koncentrace, nebyl soubor dat dostacujici na signifikantni
odliseni rtznych homologii, je dana tim, Ze zde je zvySena experimentalni chyba
vlivem méteni dalsiho parametru — pufracni kapacity.

Je pozoruhodné, jak vyrazny fadovy rozdil je mezi obéma zplisoby zpracovani.
Zatimco zména koncentrace volnych protond uvnitt bunky ziskana podle vztahu
(3.6) se pohybuje v fddech nmol - dm ™3, zména celkové koncentrace ziskand pte-
pocCtem pres pufrac¢ni kapacitu je o Sest fadu vyssi. Tento fakt poukazuje na to,
jak je bunka silné pufrovana. Porovnanim Obr. 4.5 a Obr. 4.6 mizeme konsta-
tovat, ze ani kvalitativné nedavaji obé metody stejné vysledky. Markantni rozdil
se projevuje hlavné u homologu Physco prototype a HvoA. O Physco prototype
bychom dle piimého pfepoc¢tu pres pH mohli Fici, Ze netransportuje zadné pro-
tony, kdezto pfi pfepoctu pres pufracni kapacitu jsou jeho transportni vlastnosti
stejné jako u EcoliA, u HvoO to je pravé naopak. Vzhledem k tomu, Ze pufracni
kapacity bakterii s jednotlivymi homology jsou skoro stejné, je jedinou moznou
pri¢inou takovéhoto rozdilu pocateéni hodnota pH, bakterii s jednotlivymi ho-
mology. Podstata odlisnych vysledkti obou metod spociva v tom, Ze ¢im je vyssi
pHy, tim mé jednotkova zména v pH diky logaritmické zavislosti mensi vliv na
zménu koncentrace volnych protoni. Také je zajimavé si povSimnout napadné
korelace mezi kvantifikaci transportu ptres pufracni kapacitu a poc¢ateénimi pH,.
Vime-li totiz, ze pufra¢ni kapacity jsou pro vSechny studované vzorky prakticky
shodné (viz kapitola 4.2), pak to znamené, Ze zména intracelularniho pH zpiiso-
bena transportem protont skrze MntH je korelovana s pocatecnim intracelularnim
pH.
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4.4 Diskuze vysledkii

Z namétenych vysledkt tedy vyplyva, ze homolog MntH z E. coli transportuje
protony i v neptritomnosti dvojmocného kovu, jak je vidét z méfeni poklesu vnitro-
bunécéného pH v reakci na pridani silné kyseliny v porovnani s negativni kontrolou
(pBAD). Tento efekt se neodrazi ve zméné pocate¢niho intracelularniho pH ani
v pufracni kapacité, coz je v souladu s vysledky uvedenymi v diplomové praci
L. Suré [15], kde se taktéz pouzival homolog MntH z E. coli. To by mohlo zname-
nat, Ze se jedna o vlastnost do urcité miry zachovalou v ramci celé rodiny, nebot
tato vlastnost byla pozorovana i u eukaryotnich Nramp [59].

U homologi z S. marcescens (SmarA i A’) a X. campestris (Xcamp) neni od-
prazeny transport protoni v nasich podminkach pozorovan, zadné z pozorovanych
veli¢in (méfeni poc¢atecniho intraceluldrniho pH, pufracni kapacity a ani jeden ze
zpusobu kvantifikace toku protond pfes membranu) tomu nenasvédcuje. Nepii-
tomnost odprazeného toku protont vsak muize byt zptisobena problémy s expresi
téchto homologt na plazmatické membrané. U Xcamp ale pozorujeme manganem
a kadmiem indukovany transport a u SmarA manganem indukovany transport
[Chaloupka, nepublikované datal, z ¢ehoz vyplyva, Ze jsou na membrané exprimo-
vany a nachazeji se ve funkénim stavu. Je tedy mozno tvrdit, ze Xcamp ani SmarA
neumoznuji transport protonti nezavisly na pritomnosti dvojmocného kovu. za-
timco u SmarA’ by mohl byt negativni vysledek nasich experimentii zptisoben
nepritomnosti funkénich proteintt na plazmatické membrané. Homolog skupiny
MntH A z H. volcanii patrné odpfazeny transport protonti rovnéz neumoziiuje,
nebot se v reakci na snizeni vnéj§iho pH choval jako negativni kontrola, i kdyz
vykazoval signifikantné nizsi hodnotu pocate¢niho intracelularniho pH, pricemz
odlisné pocatec¢ni vnitrobunééné pH od negativni kontroly by mohlo naznacovat,
ze dany homolog je na membrané exprimovan.

Homology z E. chrysanthemi (Echry) a z S. mutans (Smut) odpfazeny trans-
port protonti zprostiedkovavaji (viz kapitola 4.3), podobné jako transport protont
spiazeny s transportem Me®" [Chaloupka, nepublikovand data], divod zvyseni
pocatecniho intracelularniho pH u Smut je vSak nejasny.

Ptekvapivé je, ze homolog z P. patens (Physco prototype), pfedstavitel euka-
ryotniho prototypu této rodiny (viz kapitola 2.2), odpfazeny transport protont
zprostiedkovava (viz kapitola 4.3), pfestoZe transport protonu spfaZeny s trans-
portem dvojmocného kovu u néj nebyl pozorovan [60]. Tento bezesporu zajimavy
vysledek by vyzadoval dalsi podrobnéjsi vyzkum.

Specifické vysledky byly dosazeny s homologem z H. volcanii (HvoO), pro-
teinem z tzv. outgroup skupiny, ktery do Nramp rodiny nepatii, prestoze vyka-
zuje jistou sekvencni podobnost. O odpfazeném toku protoni timto proteinem
by svédéilo sniZené intracelularni pH (viz Obr. 4.1) a téZ reakce na pridani silné
kyseliny, ovSem jen v pripadé, jsou-li vysledky prepocteny pifimo z definice pH.
Je-li zapoctena pufrac¢ni kapacita bunék, uvedeny efekt se zcela ztraci. Vzhledem
k malému souboru dat vsak nejsou casto rozdily mezi jednotlivymi kmeny sta-
tisticky signifikantni, pro definitivni vyfeseni nékterych spornych otazek, které
vyvstaly v této praci zejména v ramci diskuse by tedy bylo tieba ziskat jesté
dalsi dodatecna data.
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Kapitola 5
Zaveér

Hlavnim cilem této prace bylo zjistit, zda je odpfazeny transport protoni, za-
tim pozorovany zejména u eukaryotnich reprezentanti rodiny Nramp/MntH [11,
12, 13, 14, 15], vlastnosti zachovanou napfi¢ rtiznymi fylogenetickymi skupinami
téchto proteint. Ve zvoleném modelovém organismu byly tedy sledovany takové
vlastnosti, u nichz bylo mozno predpokladat, ze by odpfazenym transportem pro-
ton mohly byt ovlivnény. U bakterii E. coli hyperexprimujicich studované ho-
mology (7Tab. 2.1) jsme tedy zkoumali jejich pocatecni intracelularni pH, pufracéni
kapacitu a reakci na okyseleni vnéjsiho prostiredi zpiisobeného pridanim silné ky-
seliny.

7 namétenych vysledka vyplyva, ze odprazeny transport protonii zprostied-
kovéavaji homology z E. coli, E. chrysanthemi a S. mutans. Zajimavym vysledkem
je, ze pozorujeme odprazeny transport protont i predstavitele eukaryotniho pro-
totypu rodiny Nramp z P. patens, prestoze transport protonti sprazeny s trans-
portem dvojmocného kovu u néj nebyl pozorovan [60].

U MntH z X. campestris a S. marcescens (homolog z fylogenetické skupiny
MntH A) se ndm porovnanim s méfenim kovem indukovaného transportu [Cha-
loupka, nepublikovana data] podafilo prokazat, Ze odpfazeny transport protont
nezprostiedkovavaji. Odprazeny transport protont jsme nepozorovali ani u MntH
z H. volcanii a X. campestris (homologu z fylogenetické skupiny MntH A’), coz
vSak miize byt zpiisobeno nepritomnosti funkénich protein na membrané. Ho-
molog z H. volcanii vSak snizoval pocatecni intracelularni pH, coz by mohlo na
jeho pfitomnost na membrané naznacovat.

Specifickych vysledkt bylo dosazeno u zastupce tzv. outgroup skupiny z H. vol-
canii, ktery do Nramp rodiny nepatii, pfestoze vykazuje jistou sekvencni podob-
nost. O odprazeném toku timto proteinem by svédcilo snizené intracelularni pH
a téz reakce na pridani silné kyseliny, ovSsem jen v pripadé, jsou-li vysledky pre-
pocteny ptfimo z definice pH. Je-li zapoctena pufracni kapacita bunék, uvedeny
efekt se zcela ztraci.

Nékteré otazky, jako naptiklad existence odprazeného toku protonti u ho-
mologu z P. patens nebo zvySené pocatecni intracelularni pH u Smut, budou
vyzadovat jesté podrobnéjsi prozkoumani.
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Seznam zkratek

CCCP....... karbonyl kyanid m-chlorfenylhydrazon

GFP ...... .. zeleny fluorescenéni protein (Green Fluorescent Protein)
K,.......... disocia¢ni konstanta

LB médium. . Luria-Bertrani médium

MntH ....... proton-dependent manganese transporter

Nramp .... .. natural resistance-associated macrophage protein
pHA......... intracelularni pH po pfidani kyseliny propanové

pHe ... .. extracelularni pH

pH;. ......... intracelularni pH

pHg......... intracelularni pH po pfidani kyseliny chlorovodikové
pHy ......... pocatecni intracelularni pH (pfed pfidanim kyseliny)
pHluorin . . .. pH-citliva forma GFP

R........... pomeér intenzit fluorescence pHluorinu v emisni vinové délce 520 nm

na excitacnich vlnovych délkach 410 nm a 470 nm
wtGFP...... divoky typ GFP (Wild Type GFP)

B pufracni kapacita

AHT]; ... .. zména intracelularni koncentrace protont vypoctena primo dle rov-
nice (3.6)

AHY]g...... mnozstvi trasportovanych protontu prepoctené pies pufraéni kapa-

citu dle rovnice (3.7)
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