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Abstrakt:

Proteiny z rodiny Nramp (Natural resistance-associated macrophage protein) piedstavuji
sekundarné aktivni membranové transportéry napomahajici buitkdm v pienosu dvojmocnych
kovovych iontd (Mn**, Fe?*, Cd**, Co®*, Zn“") pies biologické membrany. Bakterialni
proteiny patiici do této rodiny, MntH (Proton-dependent Manganese Transporter), byly
popsany jako transportéry manganu zavislé na protonovém gradientu. V této praci byl pouzit
homolog MntH z E. coli pfedstavujici vhodny modelovy systém pro studium vztahu
strukturny a funkce. Transport protond timto proteinem indukovany kovy byl méfen
postupem stanovujicim zmény vnitiniho pH uzitim pH citlivého fluorescenéniho proteinu
pHluorinu. Takto uréenymi zménami A[H']  vSak nelze zjistit skuteéné mnozstvi
transportovanych protontl, protoze bunika hodnotu vnitiniho pH aktivné reguluje. Pro lepsi
kvantifikaci transportu byla méfena pufracni kapacita bakterii pomoci detekce zmén pH po
pfidani kyseliny propanové. Pro transport protondl indukovany kadmiem byly zmény A[H]
ptepocitany pres pufracni kapacitu a to pro divoky typ MntH a jeho jednobodovou mutaci
N401G, o niz je znamo, Ze ovliviiuje vnitini pH bunék. Bylo ukazano, Ze zptsob zpracovani
podstatné ovliviiuje vysledky a promitne se také do zavislosti transportu na vnéj$im pH.
Mozny vliv kadmia na respiraci byl imitovan pouzitim inhibitord dychaciho fetézce (KCN,
NaN3) v métenich s netoxickym manganem.
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Abstract:

The natural resistance-associated macrophage proteins (Nramp) form a family of secondary
active transporters facilitating the transport of divalent metal ions (Mn?*, Fe**, Cd**, Co*",
Zn**) across biomembranes. Bacterial proteins belonging to the Nramp family were described
as proton-dependent manganese transporters - MntH. MntH homolog from E. coli
representing a model system for structure function relationship was used in this study. Metal-
induced proton transport mediated by MntH was measured by means of changes in
intracellular proton concentrations using pH sensitive fluorescent protein pHIluorin. This
approach does not allow proper estimation of real quantity of transported protons, since the
internal pH is tightly regulated. The cellular buffering capacity was calculated from measured
pH changes induced by addition of propanoic acid, in order to better quantify the transport.
The changes in [H'] induced by cadmium were recalculated using buffering capacity for the
wild type MntH and its single-point mutation N401G, known to influence intracellular pH.

It was shown that the chosen approach significantly influences results, including the
dependence of transport on external pH. Potential influence of cadmium to respiration was
imitated by using inhibitors of respiratory chain (KCN, NaN3) in measurements with nontoxic
manganese.
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1 Uvod

Bakteridlni membranovy transportér MntH (Proton-dependent Manganese Transporter)
zrodiny Nramp (Natural Resistance-Associated Macrophage Protein) hraje duleZitou roli
v homeostaze kovovych iontd. Homology proteint z této rodiny byly objeveny u zastupcu
vsech organismu, od archebakterii, bakterii az po eukaryota (1). | pres klicovou fyziologickou
roli neni mechanismus transportu dvojmocnych iontd timto proteinem piili§ objasnén (2;3).

Predpoklada se, ze transport probiha jako symport dvojmocnych kovovych iontd S
protony pficemz piesnd stechiometrie neni zndma a u nékterych zastupcii rodiny Nramp se
muze v zavislosti na vnéjsich podminkach ménit (3).

Kvantifikace transportu protoni pfinasi experimentalni problémy - je mozno méfit
zmény vnéj$iho pH (které vSak jsou velmi malé), nebo zmény vnitiniho pH bunék (ptipadné
organel nebo membranovych vackl), na jejichz membrané transport probiha. Objev
pHIuorinu (4) usnadnil méfeni vnitiniho pH v bakteriich v realném ¢ase (na rozdil od technik
vyuzivajicich distribuce znacenych kyselin a zasad), ¢ehoz bylo pouzito pro charakterizaci
transportu protont proteinem MntH indukovaného dvojmocnymi kovovymi ionty (5).

Touto metodou vSak neni mozné piimo ur¢it, kolik protonti bylo transportovano, protoze
zmény vnitrobunééného pH mohou byt bunikami aktivné kompenzovany ¢i ovlivnény pufracni
kapacitou cytosolu. Dalsim zatim nedofeSenym problémem je rozdilna aktivita transportu
protont indukovaného riznymi dvojmocnymi Kovy - neni totiz ziejmé, zda jsou rozdily dany
substratovou specifitou transportéru, nebo jejich toxickym plsobenim a naslednym
ovlivnénim pufraéni kapacity bunék.

Ukolem této diplomové prace bylo pokusit se kvantifikovat transport protoni
zprostifedkovany proteinem MntH a pfipadné na zéklad¢ ziskanych poznatkd optimalizovat
experimentalni podminky pro jeho méfeni tak, aby bylo moZzné méfit i transport indukovany
netoxickymi kovy. Bylo proto nutné stanovit pufracni kapacitu bakterii za danych
experimentélnich podminek pro kmen exprimujici MntH a jeho jednobodovy mutant N401G.
Studovéna byla také jeji zavislost na vné&j$im (a ¢aste¢né i na vnitinim) pH a pfitomnosti
kovovych iontd. Dale jsme se pokusili stanovit ptispévek dychaciho fetézce k pufracéni
kapacité pomoci inhibitorti respirace.

Dal$im ukolem bylo proméfit podrobnéji zéavislost transportu protont indukovaného
kadmiem na vnéjSim pH, pouzit zmétenou pufracni kapacitu a srovnat vysledky takto ziskané

s jinymi zplisoby zpracovani.
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1.1 Transportéry kovii — rodina Nramp

V kazdé bunce existuje specificka skupina proteind, které zajist'uji rovnovahu aktivity
transportu pies membranu a napomahaji tak dosazeni homeostaze v organismu. Byl vytvotfen
Klasifika¢ni systém pro tfidéni membranovych proteinit TCDB (Transport Classification
Database)™.

Kovy jsou pro kazdou zivou buiku nepostradatelnymi prvky, protoze se podileji na
mnozstvi zivotné dulezitych procest. Diky své schopnosti pfechdzet mezi oxida¢nimi stavy
jsou dilezitymi kofaktory enzymu ucastnicich se redoxnich reakci, napf. zékladnich
metabolickych déja, dychaciho fetézce, fotosyntézy atd. Zachovani homeostazy dvojmocnych
kovovych ionti je proto zasadni pro zivot. Jakékoli vybocéeni z homeostatické koncentrace
kovli mtze zapficinit nedostatek zivotné dulezitych metaboliti nebo zptisobit jejich poruseni a
vést k buné¢né smrti nebo fadé nemoci.

Transportéry kovovych ionti tak pro buniku piedstavuji dulezity nastroj k ziskavani
potfebného mnozstvi kovll a zaroven regulaci v piipadé, kdy vlivem zmény vnégjSich
podminek dojde k abnormalnimu zvyseni jejich koncentrace (6). Nékteré kovy jsou pro buiiku
ve vysSich koncentracich Skodlivé. Naptiklad zelezo za ptitomnosti aktivnich forem kysliku
dokaze produkovat volné radikaly, které ni¢i buné¢nou strukturu (7).

Jednou z rodin proteinu, které transportuji dvojmocné kovové ionty je rodina Nramp - dle
klasifikace TCDB ozna¢ena jako 2.A.55. The Metal lon (Mn?*-iron) Transporter (Nramp)
Family. Rodina Nramp zahrnuje integralni membranové proteiny, které funguji jako
symportéry dvojmocnych kovovych iontd s protony. Hnaci silou transportu je
elektrochemicky protonovy gradient, ktery existuje na mnoha typech biologickych membran.

Existuji dva zndmé roteiny Nramp u savcti -Nrampl a Nramp2 (DMT1, DCT). Nramp2
se ucastni absorpce zeleza, jeho mutace v mySim genu Nramp2 zpisobuje mikrocytarni
anémii (8). Také kvasinkové homology Nramp2 jsou potiebné k absorpci kovi jak ptimo pies
plazmatickou membranu, tak v endosomech nebo lysosmalnich vakuolach (9).

O proteinu Nramp1 se jiz dlouho vi, Ze je dalezity pro spravnou odpovéd imunitniho
systému na infekci intracelularnimi parazity (7), neni vSak zatim zcela jasné, jaké procesy pti
tom probihaji. Jedna z teorii hovoti o funkci Nrampl pii obrané fagozomu v makrofagu proti
mikrobialni infekci. Jak bakteridlni membréana, tak membrana fagozému (kam je parazitni

bakterie fagocytovana) obsahuji transportéry z rodiny Nramp, avsak smér transportu H'/kov

L www.tcdb.org
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je opaény. Zatimco bakterie ¢erpa H*/kovy do svého cytosolu (kovy jsou nutné pro produkci
obranych latek proti oxidativnimu stresu, kterému je bakterie ve fagozému vystavena),
fagozom se ji v tom snazi zabranit odéerpavanim H¥/kovi ze svého lumenu ven pomoci
Nrampl. Tak nastiva soutéz mezi bakterii a fagozomem o limitni mnozstvi kovu, které se ve
fagozomalnim lumenu nachazeji. Vysledek potom rozhodne o pieziti resp. smrti parazitni
bakterie (10).

Podle jiné hypotézy by mohl Nrampl fungovat jako antiportér a naopak pienasSet
dvojmocné kovy do fagozomélniho lumenu, kde by jejich akumulace generovala vysoce
reaktivni hydroxylové radikaly, které ptispivaji k bakteriostatickému efektu makrofagu (11).

Jak plyne z ptedchoziho, bakterie téz potiebuji transportni protein pro dvojmocné kovoveé
ionty. Bakterialni proteiny patfici do rodiny Nramp byly skuteéné nalezeny a popsany jako
transportéry manganu zavislé na protonovém gradientu MntH (Proton-dependent Manganese
Transporter) (3). Studium ¢innosti bakterialnich MntH transportéri muze tudiz zna¢nou
meérou piispet k pochopeni interakce makrofag-patogen a k hlubSimu poznani transportnich

mechanismu u bakterii.

1.2 Bakterialni transportéry MntH

Bakterialni MntH proteiny patii do jedné ze tfi bakteridlnich fylogenetickych skupin
(MntH A, B, C), pficemz MntH A zahrnuje homolog vyskytujici se v bakterii Escherichia
coli, ktery z davodu piibuznosti k eukaryotnim proteinim Nramp piedstavuje vhodny

modelovy systém pro strukturné-funkéni studie a byl pouzit i v této praci (5).

1.2.1 Topologie MntH

Topologie proteinu MntH z E. coli byla navrzena pomoci analyzy sekvence, ¢aste¢né
potvrzena pomoci tvorby fiznich proteint. Vysledky naznacuji (12) Ze je protein slozen z 11
transmembranovych domén, pfi¢emz N-konec se nachazi v cytoplazmé a C-konec je na
periplazmatické strané membrany, coz je v dobrém souladu s navrzenou topologii

eurkaryotnich proteinti Nramp (obr. 1) (5).
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E. coli MntH A Transmembrane Topology
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Obrazek 1: Transmembranova topologie MntH proteinu z Escherichia coli (5)

1.2.2 Transport kovi

MntH byl primamé charakterizovan jako symportér Mn?* (a Fe®") s protony
Transportuje viak jestd daldi dvojmocné kovové kationty — Cd**, Co®* a zZn®* (3). Pi
hyperexpresi MntH se transport kovii do cytosolu zvysi natolik, Ze se pro buiikku stanou
toxické. Z méfenych kinetik transportu (pomoci inhibice absorpce Mn?* jinymi kationy) na
bakteriich Escherichia coli a Salmonella typhimurium (2) vyplyva, ze nejvétsi afinitu ma
MntH k Mn?*. Afinita pro Mn®* odpovida koncentracim Mn?* srovnatelnym s fyziologickymi
podminkami v biologickych systémech. Na rozdil od toho pro Fe?* odpovida afinita
koncentracim piekrac¢ujici fyziologické podminky. V obou piipadech je afinita nezéavisla na
pH, ale rychlost transportu roste se snizujicim se pH, z toho lze usuzovat, Ze transport je
zavisly na pH gradientu.

Stechiometrie Kkotransportu protont s kovovymi ionty byla urovana pro eukaryotni
Nramp2 (DCT1) (13), pro bakterialni MntH zatim neni znama. Pro eukaryotni homology byl
vztah struktury a funkce proteini rodiny Nramp studovan pomoci specifickych
jednobodovych mutaci, piedev§im sekvenéné konzervovanych kyselych rezidui (14),
histidinového paru v 6. transmembranovém useku (15) a na nékterych dal$ich pozicich, kde se

sekvence odlisila od proteind pokladanych za ptedky rodiny Nramp (16).
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1.3 Jak byl studovan transport proteiny Nramp

Pro studium transportu proteiny z rodiny Nramp byly pouzity rtizné ptistupy. Piimé
metody zahrnuji sledovani zmény koncentrace kovu uvniti buniky (14-16) a nebo zmén
vnitiniho pH indukovanych ptidanim kovu (5;16). Tieti moznosti je vyuziti
elektrofyziologickych metod (hlavné patch-clampu), pti kterém se méfi transport elektrického
naboje. V pfipadé¢ proteinii z rodiny Nramp byla tato metoda uplatnéna hlavné u
eukaryotickych homologti (17). Neptimé metody zahrnuji pouziti riznych biologickych testt

vyuzivajicich napf. toxicity transportovanych kovii (3).

1.3.1 Metody sledovani transportu kovi

Pro stanoveni akumulace kovii butikami byly pouzity ICP-MS (Inductively Coupled
Plasma Mass Spektrometry) (16) a radioaktivné znacené kovy (14).

Alternativni metoda, umoziujici méfit zménu vnitrobunécné koncentrace kovl v redlném
Case je vyuziti fluorescenénich sond, které reaguji na pfitomnost dvojmocnych kovu. Zatim
byla pouzita sonda calcein-AM, ve studii zabyvajici se transportem Fe?* a Co®* pres Nramp2

(DCT1) exprimovaném ve vaje¢nikové burice ¢inského kiecka (15).

1.3.2 Metody sledovani transportu protonu

Pfenesenim protonti do cytosolu bun¢k dojde ke zméné vnitiniho pH. Transport protonii
se tedy nejéastéji zkouma metodami, které stanovuji zmény vnitrobunééného pH.

Lze pouzit radioaktivni znaCeni slabych kyselin nebo zdsad a méfit jejich akumulaci
Vv bunice (18) — tento zpusob vSak neni pfili§ pohodlny (neméii se ¢asovy prubéh a zlstavaji
problémy s kalibraci). Dal§i moznosti m&feni vnitrobun&éné pH je pouzit *'P nuklearni
magneticka rezonance fosfatu, jehoz spektrum je pH zavislé (19) nebo pro vétsi buriky
aplikovat mikroelektrody. Mnozstvi transportovanych protont lze stanovit také ze zmén
vngjsiho pH a jeho znamé pufracni kapacity, za predpokladu zastaveni dychani (20).

Vnitrobunééné pH se Casto urcuje uzitim fluorescencnich metod, vyuzivajicich nékterou
z sirokého spektra fluorescen¢nich sond. Priichod sond do cytosolu bakterii je vSak pomérné
obtizny a to kvuli pfitomnosti bunééné stény a dalSich povrchovych struktur, u gram-

negativnich bakterii navic prinik sond komplikuje pfitomnost vnéj§i membrany. Nejnovejsi

-10 -
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moznosti, jak stanovit vnitrobunécné pH v bakteriich v realném case, je pouzit fluorescenéni
metodu vyuZzivajici zeleny fluorescenc¢ni protein (GFP) citlivy na zmény pH.

GFP (puvodné objeven v medlze Aequoera victoria) se sklada z 11 antiparalelnich
skladanych list, které tvofi B-barel. Uvniti této struktury je chranény a-helix, ktery nese

fluorofor (obr. 2).

Obrézek 2: Struktura GFP (21).

Aktivni forma fluoroforu vznika piiblizné hodinu po expresi proteinu autokatalytickou
cyklizaci a oxidaci tfi aminokyselin Ser65, Tyr 66, Gly67 (21).

Systematickym mutovanim v oblasti sedmi kli¢ovych rezidui (Gln 94, Arg 96, His 148,
lle 167, Thr 203, Ser 205 a Glu 222), které se podileji na pfenosu protond, byl nalezen mutant
GFP, ktery reaguje na zménu pH tak, Ze je mozné méfit pomérove. Tato pH citliva forma byla
oznacena pHluorin (4).

Excitacni spektrum pHluorinu ma dva pasy, jeden odpovidajici protonované formé
(maximum lezi na vinové délce 395nm) a jeden deprotonované formé (maximum na vinové
délce 475nm). Pomér intenzit na vhodnych vinovych délkach (napf. 410nm a 470nm)
umoziiuje méfit pH v rozmezi ptiblizné 5,5 — 8,5.

Vyhodou fluorescen¢niho proteinu je, ze miize byt exprimovan piimo v cytosolu bunek,

kam je umistén plazmid nesouci genetickou informaci kodujici tento protein. Jedna se tedy o
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neinvazivni metodu. Odezva na zmény vnitiniho pH je rychla, takze umoziuje sledovat
okamzité zmény (22).

Tato metoda byla pouzita k pfimému sledovani kinetiky transportu protonti proteinem
MntH (16) indukového ptidanim kovu ke vzorku. Pfi interpretaci vysledkd se vSak objevuje
problém jak kvantifikovat transport protont pies protein MntH, a ocistit vysledky od procest
regulujicich vnitini pH (coZ by bylo tfeba pro stanoveni stechiometrie transportu H*/kov).
Bylo by potieba védét, jak zjistit vztah mezi cytosolickym pH a mnozstvim transportovanych

protond.

1.4 Vztah mezi transportem protoni a vnitinim pH u
bakterii

Mezi mechanismy, kterymi bunka reaguje na pfitok protoni (v ptipadé MntH
indukovaného kovem) patii kromé cytosolické pufra¢ni kapacity také vliv dychaciho fetézce
(ten maji bakterie na plazmatické membrané) a dalSich transmembranovych pienasect
protont (napt. K'/H", Na*/H"...).

Dychaci fetézec je systém oxidoreduktas a mobilnich pfenasect protont a elektrond,
ktery na Ukor exergonické reakce aktivné transportuje protony ven z bunky (23), ¢imz
generuje protonmotivni silu. Domnivame se, ze zvySeni aktivity dychaciho fetézce muze
alespon ¢astecné kompenzovat protony priteklé pres MntH.

V piipadé, Ze se buiika potiebuje zbavit (nebo naopak pfijmout) protonill, nemuiZe to délat
Cisté protonovym transportem - v tom by ji brzy zamezil vznikly el. potencial. Protony tedy
musi za¢it vyménovat za jiny naboj. V kompenzaci protonového naboje hraje dominantni roli
absorpce drasliku, ktery patii k majoritnim bunéénym kationtim. Tak je bufice umoznéno
transportovat daleko vic protond za cenu, ze pozméni koncentraci drasliku. Z literatury je
zndmo (24),ze koncentrace drasliku v pufru ovliviiuje nastaveni vnitiniho pH v bakteriich.

Jedna moznost, jak by se dal pocet pienesenych protont v burnce okalibrovat, je usmrtit
ji, a tak zastavit vSechny aktivni procesy. U liposomi se kalibruje pomoci ionofort (napf.
Valinomycin, Nigericin) a pfidavanim vhodné zasady/kyseliny (napt. KOH). To ale u bunék
neni vzdy mozné, protoze ionofory nemusi snadno prochazet bunéénou sténou, kromé toho
mohou byt aktivné vypuzovany. Kromé experimentalnich problémii by navic ve vétSiné
ptipadl zanikla hnaci sila transportu.

Druhou moznosti (kterou jsme vyzkouseli) je zméfit celkovou pufraéni kapacitu

intaktnich bunék a pouzit ji pro kvantifikaci transportu. Déle se pokusit hodnotu pufrac¢ni
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kapacity snizit zeslabenim odezvy nckterych procesi (inhibici dychaciho fetézce, zménou

koncentrace drasliku).

1.5 Pufracni kapacita

Fyzikalné-chemické pufrovani roztokd znamena schopnost udrzovat v jistém rozmezi
stabilni pH po ptidani kyseliny ¢i zasady do systému, protoze mala mnozstvi ptfidanych iontl
H" resp. OH™ reaguji s piitomnymi konjugovanymi bazemi A" resp. kyselinami HA bez
vyrazného vlivu na pH. Protoze vlastnosti biologickych molekul se méni s kyselosti roztoku
jsou intracelularni kapaliny silné pufrovany, aby napomahaly zajistit stalost prostiedi (23).

Pufry charakterizuje pufracni kapacita () obecné definovéana jako

A[A’]

P="aon

1)

kde A[A'] reprezentuje mnozstvi silné disociované kyseliny, kterou musime pfidat do roztoku,
aby doslo ke zméné ApH. (Analogicky plati pro ptidani silné baze.)

Vztah (1) byl ptivodné omezen na fyzikalné-chemickou pufra¢ni kapacitu v in vitro
systémech, ale aplikovanim na bunky miize byt rozsifen i na biochemické a organelové
pufrovani. V pojmu vnitrobuné¢né pufrovani vystupuji tfi mechanismy. Jednak jsou to
iontové reakce souvisejici s pufra¢ni vlastnosti cytoplazmy (nejrychlejsi, probihaji v fadu
sekund. Déle je to odezva na metabolické a transportni procesy, které jsou vSak pomalejsi
(fadove desitky sekund), ptipadné vliv pufrace organel (25).

Pufraéni kapacita cytosolu zahrnuje aktivni procesy homeostazy snazici se minimalizovat
zmény vnitrobunééného pH, ¢imZ je zkresleno nami sledované meéfeni transportu

protony/dvojmocné kovové ionty.

1.5.1 Méreni pufrac¢ni kapacity pomoci slabych kyselin a zasad

Pro zméteni pufracni kapacity bunék potiebujeme tedy uvnitt zptisobit definovany puls v
koncentraci protonti a zméfit naslednou zménu pH. Jednou z metod, jak toto udélat a pfitom
ptili§ neporusit fyziologicky stav buiky, je vystavit bufiky pisobeni slabych kyselin nebo

zasad. Ty prochézeji v nenabité formé membranou a jsou tak schopny pfenést protony pies
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membranu (obr. 3). V nasem pfiipadé bylo pouzito slabé kyseliny, protoze pHi, > pHex @
kyselina se bude mnohem snadnéji ionizovat ve vySsim pH uvnitt buiiky nez ve vnéjSim

prostiedi.

[HA],, [HA],,— A + H*

e

pH;

Obrazek 3: Schématické zndzornéni preneseni protonu kyselinou pres membranu.

Disociace obecné kyseliny HA je popsana rovnici
HAH + A 2

Reakce (2) probihajici vné bungk je charakterizovana disociaéni konstantou K,

« _[H'LIAL

T [HAL, ©)

Piidame-li k suspenzi bunék slabou kyselinu 0 znamé koncentraci [HA]ce, dojde k ¢astecné

disociaci

[HALei =[A ]e +[HAL,  (4)

celk

Zrovnic (3) a (4) dostaneme koncentraci nedisociované kyseliny [HA]ex, které zistalo

v extracelularnim prostoru.

_ [HA]ceIk[H +]ex
[HA]ex - Ka +[H +]ex (5)
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Bakterialni membrana je nepropustnd pro nabité molekuly, ale nenabité molekuly
kyseliny HAg jsou schopné membranou projit. Piedpoklada se, ze dojde k nastaveni
rovnovahy mezi vnitini a vnéjsi stranou buiky, takze

[HA]ex = [HA]m (6)

Disociacni konstanta popisujici ionizaci kyseliny uvniti buniky je potom

K = [H +]in[A7]in

7
: [HAI, )
z ¢ehoz vyjadrenim [A']in a dosazenim vyrazu (5) vychazi
[A_]in — Kf[HA]celk[H +]ex (8)
[H ]in(Ka +[H ]ex)

kde [H"]ex uréime ze zndmé hodnoty pHex pufru a [H']in z naméfené hodnoty rovnovazného
PHin (které se po pifidani kyseliny skokové snizi a dosdhne tak nové rovnovazné hodnoty)

podle definice pH

pH =—log[H"] )

Za predpokladu, ze se uvnitt bun¢k disociuje dle rovnice (7) vSechna prosla kyselina,
odpovida potom [ATi, uvolnénym protonim a vnitrobunééna pufraéni kapacita se spocita

jako

p=tln (10)

Skokova zména ApH se uréi jako rozdil pocate¢niho pHi, v bakteriich a nového rovnovazného
pHin po pfidani kyseliny.
Koncentraci piidané kyseliny [HA]ceik vypo€itime ze znalosti objemu pridavané kyseliny

Viys, J€ji hustoty p, molarni hmotnosti M a celkového objemu Ve v kyvete podle rovnice
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Vigs £
HA] o = —2— 11
[ ]celk MV ( )

celk

1.5.2 DalSi metody stanoveni vnitrobunééné pufracni kapacity

Caste¢na nebo uplnd permeabilizace bunék umoZiiuje uréit vnitrobundénou pufraéni
kapacitu B; jako rozdil celkové pufracni kapacity Br (tedy vnéjsi a vnitini faze) a pufracni
kapacity vn¢jsi faze Bo (Bi = Pt - Bo). Pufracni kapacita vnéjsi faze Py je dana okamzitou
zménou pH na pfidani kyseliny k nepufrované suspenzi bunék. Celkové pufracni kapacita Br
se urci také jako zména pH po ptidani kyseliny, avSsak membrana bun¢k je v tomto piipadé
propustna pro protony ptidanim vhodného ionoforu. pH se méti pomoci elektrody (26).

Jinou metodou vyuZzivajici elektrody pro méfeni vnéjSiho pH je uziti tzv. kyselych pulsi.
Bunky se titruji pomoci malych mnozstvi kyseliny a méti se casovy priabéh zmény vnéjsiho
pH, ze kterého je potom uréena celkova a vnéjsi pufracni kapacita (27).

Existuji studie, ve kterych byla métena pufra¢ni kapacita vnitrobunééné tekutiny in situ
pfimym vstfiknutim kyseliny nebo zasady. Tento postup byl aplikovéan naptiklad na hlemyzdi
neurony. lonty byly do buiiky dopraveny iontoforézou za pouziti mikroelektrod, které také

méfily zménu pH (25).

1.5.3 Kvantifikace transportu

Pokud zndme zménu pHij, b&hem transportu protonli a hodnotu pufraéni kapacity (za
predpokladu, ze je konstantni b&hem pokusu), mizeme ur¢it mnoZstvi transportovanych

protontl. Pufrac¢ni kapacitu (11) Ize ekvivalentné vyjadfit jako

_d[H"]
B = doH (12)

Rychlost pfeneseni transportovanych protonti v za jednotku ¢asu t vyjadiime vztahem

d[H"]
dt

V= (13)
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z rovnic (12) a (13) dostaneme

\Y
dpH = —dt 14
p ; (14)

Tento vztah lze integrovat pro dany casovy interval. Pfedpokladame-li v nejjednodussim
ptibliZeni, Ze rychlost transportu se béhem sledovaného ¢asového intervalu neméni (v=Kkonst).
Potom po integraci vztahu (14) ziskame vztah pro vypocet rychlosti transportu protont ze

znalosti pufracni kapacity a zmény pH za jednotku casu.

_ApHpB
V= A (15)
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2 Experimentalni metody a material

2.1 Material

Pro vétsinu méfeni se uzivaly citrat-fosfatové pufry o pH 4,7; 5,0; 5,3 a 5,7. Jednotliva
pH byla nastavena michanim 25mM kyseliny citronové a 50mM K;HPO,; v riznych
pomeérech a métena pH elektrodou. Dale byl pouzivan pufr MES-Na 0,1M a ptidanim KCI
byly nastaveny rtizné koncentrace drasliku.

Kovy (Cd, Co, Mn, Zn) byly uchovany v roztocich jako chloridové soli. Inhibitory
dychaciho fetézce kyanid draselny (KCN) a azid sodny (NaN3) byly rovnéz uchovavany

v roztocich. VSechny roztoky a byly uchovavany v lednicce pfi teploté 4°C.

2.2 Pouzité bakterialni kmeny

Pouzité bakterialni kmeny byly ziskany od Prof. M.F.M. Celliera (INRS, Laval, Kanada).
Jejich ptiprava je popsana v (5). V kratkosti: Byly pouzivany geneticky upravené bakterie
Escherichia coli kmen DH11S s deleci mntH namisto n&j byl vlozen gen pro rezistenci na
kanamycin. Bunky byly transformovany plazmidem pBAD nesouci gen pro divoky typ MntH
a rezistenci na ampicilin. Expresi genu do proteinu MntH indukuje arabindza. Déle byl
pouzivan kmen bakterii nesouci plazmid kddujici jednobodovy mutant MntH N401G. Od
divokého typu MntH se tato mutace lisi zaménénim 401rezidua asparaginu za glycin. Jako
negativni kontrola byl pouzivan kmen bakterii, které obsahovaly plazmid pBAD bez genu pro
MntH. VSechny zminované bakteridlni kmeny byly zaroven transformovany plazmidem
pGBMG6-pHL (5) se sekvenci kodujici pHIuorin a rezistenci na spectinomycin.

Znaleni: Pro vétSinu experimentd byl pouzivan kmen bakterii Escherichia coli
s hyperexprimovanym divokym typem proteinu MntH. Neni-li v textu zdiraznéno jinak,

jedna se vzdy o tento bakterialni kmen.

2.3 Uchovavani a péstovani bunék

Burnky byly ze zasobniho roztoku pieockovany na agarovou misku (4% agar v LB médiu
= Luria-Bertani médium: 1% Bacto-trypton, 0,5% bacto-yeast extrakt, 0,5% NaCl, kanamycin

30 ug/ml, ampicilin 100ug/ml, spectinomycin 100ug/ml), Kultivaci pies noc ve 37°C se
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vytvoii na misce kolonie bunék. Kazda miska byla pro piipravu vzorka pouzivana maximalné
jeden mésic a uchovavana v lednici pii teploté 4°C.

Bunky byly kultivovany ve 2ml LB média s antibiotiky ampicilinem (100ug/ml),
kanamycinem (30ug/ml) a spectinomycinem (100ug/ml) viéi nimZ jsou pouzivane kmeny
rezistentni. Inkubace probihala aerobné pfi teploté 37°C cca 16-20 hodin, za stalého tfepani
(250 RPM).

Narostlé buniky byly v poméru 1:100 pteockovany do 10ml resp 20ml LB média
s antibiotiky a za stejnych podminek kultivovany 2 hodiny, kdy k nim byla pfidana L-
arabinoza na celkovou koncentraci 0,06%-ni, sniz inkubace pokracovala jest¢ 1 hodinu.
Pfidani L-arabinozy indukuje expresi proteini MntH. Pro zajisténi sterility byly manipulace

s bunikami provadény v blizkosti kahanu.

2.3.1 Priprava vzorki

Narostlé bakterie byly centrifugovany pii frekvenci 5000 otacek/minutu po dobu 2 minut
nebo v mensi centrifuze pfi frekvenci 10 000 otacek/minutu po dobu 1 minuty. Promyti bun¢k
probéhlo dvakrat a to vzdy v tom pufru, ktery byl zvolen pro dany experiment. Po kazdém
promyti byly buiiky opét centrifugovany a nakonec resuspendovany v pufru.

Celkovy objem v méficich kyvetach byl 3ml. Aby byl zajistén pfiblizné stejny pocet
bun¢k v kazdém vzorku, byla nastavena opticka hustota — zkratka OD — pti vinové délce 600

nm na hodnotu 0,2. Méfeni OD byla provadéna na absorp¢nim spektrometru Novaspec Il1.

2.4 Méreni vnitiniho pH bakterii

Vnitini pHi, bylo méfeno pomoci fluorescence pHIluorinu. Méfeni byla provadéna na
fluorescen¢nim spektrometru Fluoromax-2. Zdrojem zafeni byla xenonova lampa.

Aby bylo stanoveni pH nezavislé na koncentraci pHluorinu v jednotlivych bunkach, je
vyhodné méfit pomérové. Pomér intenzit R byl méfen na dvou excitacnich vinovych délkach
— 410nm a 470nm. Emise je na vinové delce 520nm. Aby se v métenich eliminoval vliv
pfipadnych nestabilit zdroje zafeni, byly intenzity signali z méfenych excitacnich vinovych
délek podeleny ptislusnou intenzitou signalu z lampy.

K ziskani kalibraéni kiivky pro pfepocet Raioia70 Na pH byly buniky obsahujici pHIuorin

permeabilizovany pomoci protonoforu CCCP (carbonylcyanid-m-chlorophenylhydrazone),
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¢imz byla naruSena membrana a zacala byt propustna pro protony, coz mélo za nasledek
vyrovnani vnitiniho pHj, znamému vnéjsimu pHex (28)i Hodnoty pro stanoveni kalibra¢ni
kiivky (obr. 4) byly naméfeny ve tiech nezavislych métenich v letech 2004-2006. Rovnice
kvadratického fitu

R4101470 = 01103 pH 211395 pH +3,3336 (16)

relativni odchylky parametru fitu jsou uvedeny v tabulce 1.

tabulka 1: Relativni odchylky parametrii kalibrace pro pHluorin.

parametr relativni odchylka
A 0,1103 1,20%
B -1,1395 0,90%
C 3,3336 0,40%
1,8
1,6
1,4 ~ ® /

1,2 - i

§ o// ¢
210 - %
o e
0,8 - :g/
0,6 -
04— >
0,2 T T T
4,5 55 6,5 75 8,5
pH

Obréazek 4: Kalibracni kiivka pro pHIuorin
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2.5 Stanoveni pufrac¢ni kapacity

Vnitrobunéénd pufraéni kapacita byla méfena metodou ptidavani slabych kyselin.
Nésledkem dodani kyseliny do vzorku doslo ke skokovému snizeni pHjn, coZ pozorujeme jako

pokles poméru intenzit fluorescence pHIuorinu na vinovych délkach 410nm a 470nm (obr. 5)

14

kyselina

Ra10/470

0 50 100 150 200 250
t[s]

Obrézek 5: Ukdzka snizeni poméru intenzit fluorescence pHluorinu ve spektrometru
nasledkem pridani slabé kyseliny.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Pufraéni kapacita bakterii

Pro méteni pufracni kapacity bakterii jsme chtéli pouzit metodu popsanou v kapitole
1.5.1 vyuzivajici slabych kyselin pro pfenos protonti do bunék. Bylo proto tfeba nejprve

nalézt vhodné experimentalni podminky.

3.1.1 Vybér vhodné slabé kyseliny

Pro méfeni pufracni kapacity cytosolu bylo nejprve nutné zvolit vhodnou kyselinu a
koncentraci pro méfeni. Vyzkouseli jsme Kkyselinu octovou CH3COOH o vysledné
koncentraci v intervalu 38-286 uM, kyselinu mravenci HCOOH o koncentraci 26-434 uM a
kyselinu propanovou CH3CH,COOH o koncentraci 45-223 uM. Vlastnosti kyselin podle
(36;37) jsou shrnuty v tabulce 2.

tabulka 2: Vlastnosti kyselin

p M
kyselina |[g/dm® |[g/mol] |Ka pKa

mravendi | 1220 46,03 1,710* |3,752
octova 1049 60,05 1,8*10° | 4,756
propanova | 993 74,08 1,3*10° |4,874

Pouzivanym bakterialnim kmenem byl kmen exprimujici MntH. Tato méfeni probihala
ve fosfat-citratovém pufru o pH 4,7.

Jednou z kontrol spravné volby pouzivané koncentrace kyseliny je linearita zavislosti
zmény pH na mnozstvi uvolnénych protont (tj. [A']in ). Pfevracena hodnota pufra¢ni kapacity
je konstantou umérnosti mezi skokem ApH a mnozstvim disociované kyseliny uvniti buiky
[A7in podle rovnice (11). Jak pro kyselinu octovou, tak pro kyselinu propanovou je tato
zavislost linearni jak je patrné z obr. 6. Naopak kyselina mraven¢i nevykazuje téméf zadnou
zavislost a hodnoty pufra¢ni kapacity jsou zna¢né€ rozptylené. Pro méfeni pufracni kapacity za

téchto experimentalnich podminek tedy kyselina mravenci neni vhodna.
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1,0

ApH

| e kys. octova
® kys. mravenci
kys. propanova

40 60 80 100
[Alin [mM]

Obrézek 6: Zavislost zmény pH na mnozstvi protonii prenesenych do cytosolu. Prevrdcend
hodnota smérnice primek odpovida pufracni kapacité. Zobrazené vysledky pochazeji ze 4
kultivact pro kys. octovou, 3 kultivaci pro kys. mravenci a 11 kultivaci pro kys. propanovou..
U kyseliny propanové nebyla zavislost linearni pro koncentrace [A] vétsi nez 30mM, tyto
body proto nebyly brany v Gvahu (nejsou ukazany) a ndsledujici méreni byla provdadeéna pri
mensi koncentraci kys. propanové

Primérné hodnoty pufracni kapacity spocitané podle rovnice (11) jsou na obr. 7 a
v tabulce 3. Uvedené chyby jsou uréeny jako priméry absolutnich hodnot odchylek od stfedni
hodnoty. Pro bakterialni kmen neobsahujici protein MntH byla naméfena pufracni kapacita
39mM pomoci 179uM kyseliny propanové, ¢ili stejné jako pro kmen bunék s divokym typem
proteinu. Pfitomnost proteinu MntH tedy pufra¢ni kapacitu bunék neovliviiuje.

Pro kyselinu octovou a propanovou vychazi hodnoty pufraéni kapacity v ramci chyby
stejné, pro méfeni se tyto Kyseliny zdaji byt ekvivalentni. Shodnost dat byla testovana
Studentovym t-testem. Hladina vyznamnosti p je 48%, coZz je nad hrani¢ni hladinou
vyznamnosti (5%) a data se interpretuji jako shodnd. V dalSich experimentech jsme se
rozhodli pouzivat kyselinu propanovou v koncentracich 45-286uM.

Vsechny tii kyseliny mohou byt teoreticky bunikou metabolizovany, ale jelikoz skok
vnittntho pH byl méfen okamzit¢ po pfidani kyseliny, pfedpokladame, ze se vliv

metabolickych procesti nestihne projevit. Pro kyselinu propanovou a octovou je tento
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predpoklad jesté podpoten tim, ze hodnoty pufracni kapacity ziskané jejich pomoci se nelisi a

neni prilis pravdépodobné, ze by ob¢ byly metabolizovany stejnou rychlosti.

200

180 -
160 -
140 -

_ 120 1

=

£100 -

(<o}

60 -

40 A

HH
HH

20

octova propanova mravenci

kyselina

Obréazek 7: Priimérné hodnoty pufracni kapacity pro tri kyseliny v pH 4,7.

tabulka 3: Priimérné hodnoty pufracni kapacity v pH 4,7.

kyselina |B[mM] |AB [mM]
octova 38 4
mravenéi | 133 50
propanova | 39 5

3.2 Vliv vnéjSiho pH na pufracni kapacitu a vnitini pH
v bakteriich

Zvoleny experimentalni postup pro méfeni pufraéni kapacity jsme aplikovali na bakterie
E. coli exprimujici MntH za stejnych experimentalnich podminek, za jakych je studovan
kovem indukovany transportu protoni.

Vzhledem k tomu, ze vnitini pH bakterii se méni V zavislosti na pouzitém fosfat-

citratovém pufru o pH 4,7; 5,0; 5,3 a 5,7, sledovali jsme i jeho hodnoty, abychom stanovili
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jejich ptipadny vliv na pufraéni kapacitu. Primérné hodnoty vnitiniho pH uvadi obr. 8 a
tabulka 4.

8,2
8,1
8,0

_7.9 -

I

o
7,8

7,7 4

7,6

7,5 T T T T T
4.4 4,7 50 53 5,6 59
pH
Obrézek 8: Priimerné hodnoty pocdatecniho pHy uvniti bakterii v zavislosti na pHe pufru.

Hodnoty jsou z 11 kultivaci pro pH 4,7 a ze 4 kultivaci pro pH 5,0; 5,3 a 5,7.Chyba urcena

Jjako primerna odchylka od stredni hodnoty.Data jsou prolozena krivkou jen pro prehlednost,
nejedna se o fit.

Vngjsi pH 4,7 je pro bakterii ptili§ nizké a procesy homeostdze nedokazi za dané
koncentrace drasliku (pfiblizn¢ 50 mM) cytosolické pH udrZet na optimalni hodnoté, takze
sledujeme jeho mirny pokles. Dochazi také k nejvétsimu rozptylu hodnot od priméru. Ve
vy$$ich vnéjsich pH se hodnota vnitiniho pH tolik neméni. PrestoZze jsme dodrzovali stejny
postup kultivace a piipravy vzorki, pozorujeme jistou fluktuaci hodnot v ramci jednotlivych
Kultivaci.

tabulka 4: Priimérné hodnoty vnitrobunécného pH a pufracni kapacity v riiznych vnéjsich pH.

pHex pHO ApHO ﬁ [mM] AB [mM]
4,7 7,70 0,12 39 5
50 7,96 0,06 75 6
5,3 8,06 0,06 74 9
57 8,08 0,05 98 8

Dale byla métena pufra¢ni kapacita v jednotlivych pH a to za pouZiti kyseliny propanové

o kone¢né koncentraci 45-286 uM. Piimky na obr. 9 odpovidaji pfevracenym hodnotam
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pufra¢ni kapacity v jednotlivych pH. Hodnoty jsou uvedeny v tabulce 4 a na obr. 10. Pufra¢ni
kapacita se stoupajicim pH roste, coz odpovida tomu, ze ve vy$§im pH jsou bunky blize
svému optimalnimu vnitinimu pH a snéze si tuto hodnotu udrzuji. Uvedené chyby odpovidaji

prumérnym hodnotdm odchylek od stfedni hodnoty.

®pHA47

pH5,0
ApH5,3
® pH5,7

0 10 20 30 40 50
[ATin[mM]

Obrazek 9: Zavislost zmény pH na mnozstvi protonii prenesenych do cytosolu. Prevrdcend
smérnice primek odpovida pufracni kapacité pro jednotlivA pH. Data pochazeji z 11 kultivaci
pro pH 4,7 a ze ¢tyr kultivaci pro pH 5,0, 5,3 a 5,7.
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Obrazek 10:Primerné hodnoty pufracni kapacity v riiznych vnéjsich pH

Vzhledem k tomu, zZe (zvlasté v pH 4,7) maji bunky pomérné velky rozptyl v hodnotach
vnitiniho pH mezi jednotlivymi kultivacemi, zajimalo nds, jak tyto zmény ovliviiuji pufracni
kapacitu. To je dilezit¢ pro pozdéjsi kvantifikaci transportu protonti, kterou mohou rizné
hodnoty vychoziho vnitiniho pH také ovlivnit.

Obr. 11 ukazuje, ze v pH 4,7 a 5,0 pufracni kapacita na poc¢ate¢nim pH nezavisi. Pro pH
5,3 a 5,7 se ziejma zavislost neprojevuje, ale data jsou vice rozptylena. Bylo by zajimavé
zméfit tuto zavislost pro jesté nizsi vnitini pH, nastava vSak problém, jak jich docilit a
zaroven nenarusit fyziologicky stav bunék. Nabizi se také otdzka, zda rozdily v pufracni
kapacité pro rtiznd vnéjS$i pH nejsou dany spis§ gradientem pH pies membranu. Piekresleni
obr. 11 do obr. 12 pro zavislost na gradientu pH (=pHir-pHex), ale ponechava oddélené
skupiny dat podle piivodniho vnéjSiho pH. Zda se tedy, Ze to, co ovliviiuje velikost pufracni

kapacity, je hodnota vné&jsiho pH (v podminkach nasich pokust pro E. coli relativné nizka).
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Obrazek 11: Viiv pocdtecniho vnitiniho pHo V bakteriich na pufracni kapacitu se neprojevil.
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Obrézek 12: Pro zavislost pufracni kapacity na gradientu pH pres membranu zistdivaji
oddelené skupinky bodii pro jednotliva vnejsi pH.
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3.2.1 Srovnani s kmenem s mutaci MntH N401G

Bylo zjisténo, Ze jednobodovda mutace MntH N401G muize mit vliv na nastaveni
vnitiniho pH v bakteriich. Z méfeni transportu dale dle (11) vychazi, Ze kadmium indukuje
vyraznéj$i zménu koncentrace protonll v cytosolu nez je pozorovano u divokého typu MntH
proteinu.

Zajimalo nas srovnani hodnot vnitiniho pH a pufraéni kapacity kmene s mutaci MntH
N401G a nemutované formy. Méfeni byla provadéna ve fosfat-citratovém pufru o pH 4,7; 5,0;

5,3 a 5,7. Primérné hodnoty uvadi tabulka 5 .

tabulka 5: Priimérné hodnoty vnitrobunécného pH a pufracni kapacity pro kmen bakterii
s mutantem MntH N401G

pH pHo ApHo B [mM] AB [mM]
4,7 6,64 0,14 28 3
5 7,97 0,07 71 5
5,3 8,00 0,10 77 4

Jednobodova mutace MntH N401G zna¢né ovliviiuje nastaveni cytosolického pH
Vv bakteriich ve vnéjsim pH 4,7 (obr. 13). Oproti kmeni s divokym typem proteinu MntH je
vnitini pH o 1,06 jednotek nizs$i. V pH 5,0 a 5,3 se data vrdmci chyby shoduji. Data
namétfend v pH 5,7 prestavuji extrapolaci nad zméfenou kalibracni kiivku a je tedy potieba je

bréat jenom jako (spodni) odhad.
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Obrazek 13: Srovndni priumérnych hodnot cytosolickych pHy pro kmen s divokym typem
MntH a kmene s jednobodovou mutaci MntH N4014G v zavislosti na vnéjsim pHex. Pro
mutovany kmen pochdzeji vysledky ze tii kultivaci v pH 4,7 a ze dvou kultivaci pro pH 5,0; 5,3
a 5,7. Pricemz v pH 5,7 je potieba brat data jen jako odhad, protoze jde o extrapolaci nad
zmérenou kalibracni kiivku. Pro divoky typ viz obr. 8. Data byla spojena krivkou jen pro
prehlednost, nejedna se o fit.

Pufracni kapacita byla méfena opét pomoci kyseliny propanové, pouzité koncentrace
v rozmezi 67-220uM. Koncentrace disociované kyseliny uvniti bufiky [A7in je umérmna ApH,
konstantou umeérnosti je pievracena hodnota pufracni kapacity (obr. 14). Hodnoty jsou
v tabulce 5 a porovnani s kmenem s divokym typem MntH na obr. 15. Pufra¢ni kapacita se
shoduje s profilem pro vnitini pH. Je tedy niz8$i v pH 4,7 pro ostatni méfend pH se v rdmci
chyby nelisi.

Zméfena pufracni kapacita pro kmen N401G byla pouZzita pro kalibraci zméfeného
kadmiem indukovaného transportu (kapitola 3.3.3). Jedno z moznych vysvétleni porusené
regulace vnitfnitho pH u mutace N401G (v nepfitomnosti dvojmocnych kovl) je, ze u této
mutace MntH doslo k rozpiazeni transportu protonti od transportu kovi. Tento jev byl popséan
u MntH variant u kvasinek, kde se zfejm¢ uplatiuje v ochrané pred transportem piilis velkého

mnozstvi kovl (ve velkych koncentracich toxickych) za podminek nepiimétené velké

-30 -



Studium faktorii ovliviiujicich transport protonii transportnim proteinem MntH.

protonmotivni sily (29). Vzhledem k tomu, ze u bakterii zatim neexistuje metoda, jak méfit
stechiometrii transportu H*/kov, nelze nyni tuto hypotézu dokazat.

Z nasich vysledki neni mozné jednoznaéné urcit diivod, pro¢ je pufracni kapacita kmene
s N401G mutaci v pH 4,7 mensi - jsou mozné dvé pfi¢iny: i) celkové nizs§i pH cytosolu, tak
nizké pH se nam nepodafilo pozorovat u kontrolniho kmene (obr. 11) ii) ucast vlastniho

proteinu MntH N401G, pokud je schopen fungovat jako protonovy kanal.

0,6

0,5

0,4

0,0 T T T
0 10 20 30 40

[Alin[mM]

Obrazek 14: Zavislost zmeény pHin na mnozstvi protonii prenesenych do cytosolu u kmene
exprimujiciho MntH N401G. Smérnice primek odpovida prevrdcené hodnoté pufracni
kapacity. Data pochazeji ze 3 kultivaci v pH 4,7 a 3 kultivaci v pH 5,0 a 5,3. Duvod pro
rozdilné oblasti hodnot [ATin je v rozdilném pocatecnim pH - pouZité koncentrace kys.
propanové byly stejné. Vyssich hodnot [A]in by bylo mozné dosdhnout pro pH 4.7 jen za cenu
podstatného zvyseni mnozstvi pridavané kyseliny.
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Obrézek 15: Srovndni priumérnych hodnot pufracni kapacity pro nemutovany MntH a
jednobodovou mutaci N401G. Pro stanoveni shodnosti dat v jednotlivych vnéjsich pH byl
pouzit Studentiiv t-test a urcena hladina vyznamnosti p: hodnoty vychézeji nad hranici
vyznamnosti (5% ) v pH 5,0 (p=7%) a pH 5,3 (p=25%) a lze je tedy podle tohoto srovnani
povazovat za shodnda, hodnoty v pH 4,7 se lisi (p<0,01%)

3.2.2 Porovnani pufrac¢ni kapacity s publikovanymi vysledky

Ackoliv je velice pravdépodobné, ze na pufrovani cytosolického pH se podili vice latek, je
zajimavé srovnat zméfenou pufraéni kapacitu bakterii shodnotami pufraéni kapacity

standardné uzivanych pufra (obr. 16), kterou lze teoreticky spocitat (38) dle vzorce

c..K.[H"
Kvi +[H+]+ buf a[ ]

tufal o 17
[H] (Ka+[H*])2) ()

B =2,303(

kde K, zna¢i ioniza¢ni konstantu vody, K, je disociani konstanta, cpyr oznacuje
koncentraci pufru. Pufrovani je zhruba stejné silné jako pro pufry spK,; kolem 9

o koncentrcich 0,1-0,2mM.
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Obrézek 16: Teoreticky spocitand pufracni kapacita pro béiné uzZivané pufry, srovnani
S nameérenou hodnotou.

Existuje jen nékolik studii zabyvajicich se pufracni kapacitou E. coli, vyuzivany byly
rizné metody (viz kapitola 1.5.2.). Publikované hodnoty pufra¢ni kapacity bakterii v (30;31)
jsou udavany jako pocet molu protoni na jednotku pH na mg proteinu. K porovnani hodnot
musely byt nami pouzivané jednotky (koncentrace protonti na jednotku pH) ptepocteny. Podle
dat zvetejnénych na CCDB (CyberCell Database) (39) lze urcit pfiblizny obsah proteint v
butice E. coli (2¥10°mg). V nagem piipadé, mame-li v kyvete se 3ml bun&né suspenze pii
OD 0,2 obsah proteinu 0,18 + 0,06 mg (ur¢eno Lowryho metodou dle (32)) pak pocet bunék
v kyveté je 9%10%, coz znasobené objemem bakterie udava celkovy objem bungk (9*107 ).
Vynasobenim nami ur¢ené pufracni kapacity celkovym objemem bunék a podélenim obsahem

proteinu v kyveté dostavame pufraéni kapacitu v pozadovanych jednotkach (tabulka 6).

tabulka 6: Priblizné prepocitini hodnot pufracni kapacity pro jednotliva pH

B [nmol H'/pH/mg
pH B[mM] |proteinul]
4,7 39 195
5,0 75 375
53 74 375
57 98 490
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S publikovanymi daty (30;31) se hodnoty fadové shoduji, zatimco zavislost na vné&j$im
PHex Nikoli. Méfili jsem ovSem pouze v malém intervalu pHex a Gplné jinou metodou, takze
ptimé porovnani s jinymi metodami (kde detaily méfeni nezname) je obtizné. Pro piepocitani
jednotek vychazime pouze z odhadt (obsah proteinu, objem bakterie, po¢et bunék), takze je

tteba ho brat pouze jako odhad.

3.3 Kvantifikace kovem indukovaného transportu protonu

Jednim z cili prace bylo srovnat rizné zpiisoby vyhodnoceni transportu protoni
detekované¢ho pomoci zmén vnitrobunééného pH. Sledovali jsme proto transport protond
proteinem MntH indukovany kovem pomoci méfeni zmén vnitrobunééného pH bakterii tak,
jak je popséno v kapitole 2.4. Divali jsme se jak na vliv koncentrace riznych kovii na zménu
koncentrace protont uvnitt buiiky, tak na ovlivnéni transportu vnéjSim pH. V dalsi fazi nas

zajimal vliv pfitomnosti transportovanych kovti na pufra¢ni kapacitu.

3.3.1 Zavislost transportu protonti na koncentraci kovu

Cilem této prace bylo pouzit zmé&fenou pufracni kapacitu pro kvantifikaci transportu
protonti proteinem MntH. Do této doby byl pouzivan postup (5;16), pti kterém se transport
protont proteinem MntH urcuje tak, ze se po zméfeni poc¢ate¢niho pH piida k suspenzi bun¢k
kov a za stalého michani se vzorek necha definovanou dobu inkubovat (vétsinou 1000s), aby
byl poté zméten pokles pHin, ze kterého je urena zména koncentrace protond uvniti bunky
(obr. 17A) jako

A[H*]=10"P% —10 " (18)

V tomto zpracovani se jedna o celkovou zménu koncentrace protond, Kterd ale
neodpovida mnozstvi transportovanych protoni. Pokud vezmeme v tivahu pufraéni kapacitu
(zmétenou v kapitole 3.2) ktera se snazi zmény koncentrace protonti kompenzovat, mizeme
se pokusit o novy zplisob pfepoctu zmeén koncentrace protont a to pomoci znalosti zmény
pHin a pufraéni kapacity. Data prepoctena pies pufraéni kapacitu uzitim A[H'] = vAt ukazuje
obr. 17B. Toto plati pro dva zjednodusujici pfedpoklady: i) piedpoklad konstantni rychlosti

transportu (viz vyse) ii) piedpoklad pouze "okamzité" slozky pufracni kapacity. Ten ziejmé
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neni vzdy splnén - v nékterych piipadech jsme pii jejim méteni pozorovali po skokové zméné
pomaly navrat k nové rovnovazné hodnoté pH. Pokud by se mél do rovnice 15 piidat tento
vliv, musela by v integraci rovnice 14 vystupovat je$t¢ konvoluce s funkci popisujici ¢asovy
prabéh pHi, po zméné A[H'] 0 dH (= v.dt). To by oviem vse znaéné komplikovalo a pro takto
detailni teoreticky popis bychom pravdépodobné nebyli schopni ziskat vstupni parametry s

dostate¢nou piresnosti.
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Obrézek 17: Zména koncentrace protonii indukovand kadmiem v citrat-fosfatovém pufru
pH 4,7. Pro koncentrace kadmia 0,14M a 1uM je zobrazen primeér A[H'] ze ctyr
kultivaci, pro koncentraci 10uM priumer ze dvou kultivaci. (A) publikovany zpiisob
zpracovani dat. (B) novy zpiisob pirepoctu A[H'] pres zménu pHi, a pufiacni kapacitu
(urcenou v kapitole 3.2).

Mangan za té€chto experimentalnich podminek méfeni nevyvolal Zadny transport protond,
ackoliv je zfejmé transportovan podle (16) kde se porovnéval transport indukovany kadmiem
a manganem jak na zakladé¢ zmény koncentrace protonii uvnitt buniky, tak na zakladé¢ zmény
koncentrace kovu. Podle (16) tedy indukuje mangan uvnitf bunky vyrazné mensi zménu
koncentrace protonti neZ je tomu u kadmia a neni tedy za danych experimentalnich podminek
(pH 4.7) metodou uzivajici pHluorin pfili§ viditelny.

Ptredpokladali jsme, ze divodem, pro¢ je metoda vice citliva pro kadmium nez pro
mangan (nebo nékteré dalsi dvojmocné kovy jako zinek, kobalt, Zelezo), by mohla byt toxicita
kadmia. Kadmium zptisobuje v bunkach oxidativni stres (33) — ¢ili stav, kdy dojde k naruseni
redoxni rovnovahy v buice — coz je pii¢inou jeho toxicity. Neni vylouc¢en ani vliv na dychaci

fetézec, protoze to je sled redoxnich reakci (34).
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3.3.2 Vliv kovi na pufracni kapacitu

V ptedchozi kapitole byla pouzita hodnota pufra¢ni kapacity zméfena na buitkach bez
inkubace s kovem. Je vSak mozné, ze kadmium samo ovliviiuje pufrac¢ni kapacitu poté, co
vstoupi do bunky. Tuto hypotézu jsme chtéli ovérit. Pro méteni pufracni kapacity byl zvolen
stejny postup jako v kapitole 3.2, stim rozdilem, Ze kyselina propanova (pouZivana
koncentrace 179uM) byla ke vzorku pfidana az po 1000s trvajici inkubaci s kovem (tedy v

okamziku, ve kterém byl méfen transport) — obr. 18.

120
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100 4 N A divoky typ MntHv pH5,3
B bez MntHv pH 4,7
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Obrazek 18: Pufracni kapacita v zavislosti na koncentraci kadmia. Méreno v 1000s po
pridani kadmia, pomoci 179uM kyseliny propanové. Data pochazeji ze sedmi kultivaci v pH
4,7 a pro body odpovidajici jedné koncentraci kovu je zobrazena priimérna hodnota pufracni
kapacity.V pH 5,3 jsou data ze dvou kultivaci. Bakteridlni kmen bez proteinu MntH byl méren
z jedné kultivace.

Mirn¢ klesajici zavislost pufracni kapacity na koncentraci kadmia ve vzorku (obr. 18)
znamena, ze buiika se v pritomnosti Cd hiife vyrovnéva s transportovanymi protony. Toto by
mohlo souviset pravé s toxicitou kadmia a jeho pfipadnym vlivem na dychaci fetézec.
Zavislost ale neni pfili§ vyrazna a zda se, ze nevysvétluje pln¢ rozdil mezi zménami pHiy

indukovanymi pfidanim kadmia a manganu.
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3.3.3 Srovnani dvou zpusobii zpracovani dat

Zm¢étena pufracni kapacita byla pouzita pro piepocitani hodnot transportu protont z diive
naméfenych dat. Na obr. 19 jsou znazornény ziskané hodnoty pro divoky typ proteinu MntH

podle piivodniho zpracovani A[H'] (A) podle rovnice 18 a nového zpracovani A[H*] (B)

podle rovnice 12.
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Obrézek 19: Kinetika transportu pro bakterialni kmen s divokym typem proteinu MntH.
Meéreni transportu probihala v citrat-fosfatovém pufru o trech pH (4,7; 5,0; 5,7). Drive
namérend data byla zpracovana jak z urceni zmény koncentrace protonii ze zmény pHin (A),
tak prepoctem pres pufracni kapacitu (B). Fit proveden podle rovnice Michaelise a
Mentenové (rovnice 19)

Pfi pfepoctu byly pouzity pramérné hodnoty pufra¢ni kapacity stanovené v kapitole 3.2
(tabulka 3). Zvysujici se koncentrace kovu sice zpusobuje jeji mirny pokles (obr. 18), ale jak
bylo ovétfeno, ten méa na prepocet kinetiky s protony jen minimalni vliv. Pufraéni kapacita
tedy byla brana konstantni a vliv kovu byl zanedban.

Diky zavislosti pufracni kapacity na vnéj$Sim pHey se vzajemné velikosti transportu zméni
a pro pH 4,7 jsou hodnoty transportu protont nejnizsi. Znamena to, zZe vyssi pufraéni kapacita
umi lépe udrzet hodnotu vnitiniho pHjn, a tak jsou pfiteklé protony vice kompenzovéany.
Zména v koncentraci protontl, kterou pozorujeme pii standardnim zplisobu zpracovani je tedy
niz$i ve vysSich pH, ale skute¢né mnozstvi transportovanych protonti (s ohledem na pufracni
kapacitu) je vlastné vyssi pravé ve vyssich pH.

Zméfeny transport je mozné v prvnim piiblizeni popsat rovnici Michaelise a Mentenové
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Ky +[5]

(19)

pouzivané pro popis enzymoveé kinetiky (35). Zde se misto enzymové reakce substrat —
produkt jednd o reakci substrat-vné — substrat-uvnitt. [S] znaéi koncentraci substratu (v
nasem pripad¢ kovu), V resp. Vmax znaci rychlost resp. maximalni rychlost transportu (v naSem
pfipadé odpovida zméné koncentrace protonti A[H'] v buiice), K, je Michaelisova konstanta a
je rovna koncentraci substratu pii poloviéni Vmax. ROVNice (20) lze tedy pro transport pies
membranu piepsat do tvaru

A[H "], [kov]

AlR= K. +[kov]

(20)

Bez hlubsi analyzy a pfesné kvantifikace vSak neni mozné ptesné interpretovat zmétené
alespoit hrubé srovnavat transport za riznych podminek (nebo napf. rizné mutace
transportéru).

Hodnoty K, pro oba typy zpracovani uvadi tabulka 7. Jak je vidét, pti kvantifikaci
transportu pomoci pufraéni kapacity vychazi tyto hodnoty pro divoky typ proteinu MntH

mensi. Zda se tedy, Ze tento parametr je na zpusob zpracovani dat citlivy.

tabulka 7: Hodnoty Ky pro dvé zpracovini dat a dva typy proteinii MntH. AKy znaci
smerodatnou odchylku fitu.

pH 4,7 pH 5,0 pH 5,3
protein  zpracovani| Ky [uM] | AKy [uM]] Ky [pM] [AKy [UM]] K [pM] | AKy [uM]
divoky typ |standardni 1,05 0,18 1,16 0,17 1,62 0,26
MntH pres B 0,47 0,07 0,57 0,05 0,90 0,22
mutace standardni 4,03 1,25 2,26 0,45 511 0,91
MntH N401G|pres B 5,74 0,96 3,38 0,78 2,57 0,48

2V nasem piipadé se dalsi nepiesnosti dopoustime tim, Ze nem&fime po&ateni rychlost transportu, ale stav pHj, po 1000 s.
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Obrazek 20: Kinetika transportu meérena na bakteridlnim kmeni s mutaci MntH N401G v
citrat-fosfatovém pufru o trech pH (4,7; 5,0; 5,7). Data byla v laboratori namérena drive a
poskytnuta pro srovnani standardniho zpracovani (A) a prepoctu pres pufracni kapacit (B).
Fit podle rovnice Michaelise a Mentenoveé (rovnice 19).

Srovnani obou typt zpracovani transportu byla provedena i pro mutaci MntH N401G
(obr. 20). Trend transportu protonti po piepoctu pies pufraéni kapacitu je stejny jako pro
divoky typ MntH. I zde doslo k poklesu hodnoty A[H'] v pH 4,7 oproti dvéma vyssim pH.
Maximalni hodnoty A[H"] jsou vyssi pro mutovanou formu, K., roste (tabulka 7) a to v obou
ptipadech zpracovani.

Je tedy vidét, ze zplisob zpracovani muze ovlivnit podstatné vysledky (a to jak rychlost
transportu, tak jeho Ky) hlavné tam, kde srovnavame transport, ktery zacal pii rtiznych
hodnotéach vnitiniho pHin - at’ uZ pfi srovnavani riznych mutantth MntH, nebo pfi zavislosti na
vné&jsim pH (které ovliviiuje hodnotu pHip).

Mutant N401G je v této souvislosti zajimavy jeSt€¢ v jednom ohledu - jak bylo
diskutovano v kapitole 3.2.1, je teoreticky mozné, ze se piimo podili na snizené pufracni
kapacité v pH 4.7 tim, Ze je schopen transportovat protony bez ¢asti kovu (tj. v rozptazeném

stavu). Potom by ovSem zméfeny transport A[H "] zohledfioval jen tu ¢ast transportovanych

protontl, kterd je sprazena s transportem kovu (odpfazena ¢ast by byla zahrnuta v pufracni

kapacitg).

-39-



Studium faktorii ovliviiujicich transport protonii transportnim proteinem MntH.

3.3.4 pH zavislost transportu

Kadmiem indukovany transport u kmene exprimujiciho divoky typ MntH byl dale
proméfen podrobné v zavislosti na vné&jsim pH v rozmezi 4,7 — 5,3 (obr. 21). Podle (29) Ize
Kinetiku Michaelise a Mentenove aplikovat také pro zavislost na koncentraci protont (V
nasem piipad¢ pHex) jako substratu (obr. 22). Podle standardniho zptisobu zpracovani (obr.
22A) nebyla pozorovana ani tendence k dosaZeni saturace a piepocitani A[H "] pies pufracni
kapacitu jsou hodnoty viceméné nezavislé na vn&jSim pH (obr. 22B) a je tedy mozné, ze
vidime oblast saturace. Zpisob zpracovani tedy vyrazné ovliviiuje zméfenou zavislost.
Piepocet hodnot pufraéni kapacity v jednotlivych pHex byl vSak uréovan z velice piiblizného
fitu zavislosti pufra¢ni kapacity na pHex (podle polynomu tietiho stupné). Je také potieba brat

Vv uvahu, ze role pH je komplexnéjsi, a jeho hodnotu nelze redukovat na pouhou koncentraci

substratu.
1,4 120
A B
1,2 - i
o\ 100 o\ %
l .
.0 — 80 -
=
S 0,8 £
z 1 — 60 -
< 0,6 1 I
¢ < 40
0,4 A E
—$
0.2 - 20 .
0,0 T T T 0 T T T
4,6 4.8 5,0 5,2 5,4 4,6 4,8 5,0 5,2 54
PHex PHex

Obrézek 21: Priimeérné hodnoty ApHin (A) a A[H'] (B) v zavislosti na pHe, pufru byly
spocteny ze tri experimentii. Zména A[H'] v nizsich pH je v porovnani s ApH vyraznéjsi
vliivem logaritmické zavislosti koncentrace protonu na pH. (A) hodnoty jsou proloZeny
kvadratickou krivkou, hodnota spolehlivosti fitu je 0,95 (B) data jsou prolozena polynomem
tretiho stupné, hodnota spolehlivosti fitu je 0,91
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Obrazek 22: Kinetika transportu v citrat-fosfatovem pufru, pH 4,7 v zavislosti na koncentraci
protonii (pHey). Zobrazeny jsou priimeérné hodnoty ze tii kultivaci. V pripadé standardniho
zpravovani dat (A) nebyla pozorovana Zadna saturace. (B) Pro data zpracovina druhym
zpiisobem (prepocet pres pufracni kapacitu) je saturace pozorovana.

U bakterii je hnaci silou transportu elektrochemicky protonovy gradient (protonmotivni

sila), ktery je tvofen membranovym potencidlem a gradientem pH pfes membranu.

Membranovy potencial nezname, stejné je ale zajimavé podivat se na zavislost zmény pH

v bakteriich ApHi, a zmény koncentrace protonti A[H'] na gradientu pH pies membranu (obr.
y g

23).
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Obrézek 23: Zvétseni gradientu pH pires membrdanu (zvétseni hnaci sily transportu) ma za
nasledek vétsi zmény ApHin (A) resp. A[H'] (B). Ke vsem vzorkiim bylo priddavino 100uM
kadmium, délka inkubace byla 1000s. Zobrazené hodnoty pochdazeji ze tri kultivaci.
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Skupina péti bodii na obr. 23B, pro které neni zavislost linearni a hodnoty A[H'] jsou nad

fv v

cvwr

hodnotdm pH pufru. V téchto nizkych hodnotach pH jsou také nejniz$i hodnoty pHi, (a v
jednom z pokust byly niz8i, neZz ve zbylych dvou). Projevuje se zde vliv logaritmicke
zavislosti koncentrace protontt na pH (rovnice 9). Diky tomu se pro stejnou zménu
Vv jednotkach pH bude po piepocitani lisit zména koncentrace protont v zavislosti na tom,
Z jakého pocate¢niho pHi, tento skok probéhl. Srovname-li analogickou zavislost ApH;, (obr.
21A) a A[H'] (obr. 21B) na vné&jsim pH pozorujeme pro A[H'] strmé&jsi zavislost neZ
pro ApHi,. V nizsich pH se tedy zmény koncentrace protonl projevi pro stejnou hodnotu

zmény pHi, markantnéji néz ve vyssich pH.

3.4 Inhibice dychaciho Fetézce bakterii

Mozny vliv kadmia na dychaci fetézec nas ptivedl na myslenku imitovat vliv kadmia u méné
toxickych kovu tak, Ze oslabime vliv dychaciho fetézce pomoci inhibitorti. Tim bychom
alespon ¢aste¢n¢ kompenzovali vliv tohoto mechanismu na zmény vnitrobunécného pH jak je
popsano Vv kapitole 1.4 a kovem indukovany transport protond by mohl byt snaze méfitelny i v
pfipad¢é manganu (piipadné dalSich kovi).

Pro inhibici dychaciho fetézce byl pouzit azid sodny (NaN3) a kyanid draselny (KCN).
Bohuzel dany postup ma téZ vyznamnou nevyhodu - samy inhibitory dychaciho fetézce
ovliviiuji vnitrobunécné pH. ProtoZe nami sledovany transport zavisi na protonmotivni sile
(kterou dychaci fetézec tvoti), nesmi byt dychaci fetézec inhibovan uplné. Bylo tedy tfeba
nejdiive stanovit vliv inhibitor na pHi, a najit jejich vhodné koncentrace.

Provedli jsme také nékolik pokusi s DCCD (N,N'-Dicyclohexylcarbodiimide), coz je
inhibitor bakterialni H*-ATPazy (kterA mize za urditych podminek pfispivat k tvorbé
protonmotivni sily pfi soucasném §tépeni ATP), ale nepozorovali jsme ani vliv na vnitini pH,

ani vliv na velikost transportu protoni.
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3.4.1 Vliv inhibitorid na vnitini pH v bakteriich

Jelikoz azid sodny je sim o sobé slaba kyselina, dochazelo pii jeho ptidani k bakteriim
ke skokovému poklesu pH stejné jako pii pouziti kyselin octové, mravenéi a propanové

v kapitole 3.1.1. Zavislost zmény pHi, na koncentraci azidu je znazornéna na obr. 24.

0,8

0,7

0,0 T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

azid sodny [uM]

Obrazek 24: Pokles vnitiniho pHi, zpiisobeny pridanim azidu sodného byl méren po 1,5min
trvajici inkubaci. Hodnoty jsou ze ¢tyr kultivaci, méreno v citrat fosfatovém pufru pH 4,7.
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Kyanid draselny také ovliviioval vnitini pH, jeho zmény ale mély pomalejsi pribéh (obr. 25).

8.4
/ KCN
8.2 -
I 80 A
78 1
7,6 T T T T
0 200 400 600 800 1000

t [s]

Obrazek 25: Ukdzka pribéhu poklesu vnitiniho pHin V bakteriich pridanim ImM kyanidu
draselného. Vzorek méren v citrat-fosfatovém pufiu o pH 5,7 po dobu 10min od pridani KCN,
priblizné po 400s s inhibitorem ziistava pHi, konstantni.
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Pokles vnitiniho pH v zavislosti na koncentraci kyanidu (obr. 26) byl méfen po pétiminutové

inkubaci s timto inhibitorem.

0,8
—e—K-PipH 4,7

0,7 - —=— MESpH 6,5
—&—K-PipH 5,7

0,0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

[KCN] [mM]

Obrazek 26: Pokles vnitiniho pHin zptisobeny pridanim kyanidu draselného. K-Pi znaci fosfit-
citratovy pufr. V pH 4,7 byl pokles pH pro kazdou hodnotu zméren dvakrat z jedné kultivace
bakterii, zobrazena je prumérna hodnota. V pH 5,7 je zobrazen priumér ApHin ze dvou
kultivaci. Data pro pH 6,5 pochazeji z jednoho experimentu, purf MES-Na 0,1M; 30mM KCI

Pro dal$i méfeni se ukazaly jako vhodné koncentrace azidu do 180uM. Vyssi koncentrace
totiz pfili§ snizi pHjn, Casto az na hranici citlivosti pHluorinu. Pro kyanid se zdala
nejvhodnéjsi koncentrace 1mM, pii které je jeSté mozné meéfit transport sekundarné aktivnimi
transportéry (podobné jako v (20)). Pii vyssich koncentracich sice pHj, po 5 minutach klesne

méng, klesa ale (jako na obr. 25) delsi dobu a nakonec také dosahuje pfili§ nizkych hodnot.

3.4.2 Vliv inhibitori na pufracni kapacitu

Pufracni kapacita byla proméfena vySe popsanym postupem pro rizné koncentrace azidu

sodneho (po 90s inkubaci) a kyanidu draselného (po 5 min inkubaci).
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Obrazek 27: Zavislost pufracni kapacity na azidu sodném, mereno v citrat-fosfatovy pufru pH
4,7. Pufracni kapacita mérena uzitim 179uM kyseliny propanové po 1,5min inkubaci s azidem
sodnym. Data pochazeji ze ¢tyr kultivaci.
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Obrazek 28:Zavislost pufracni kapcity na kyanidu draselné Pufracni kapacita mérena pomoci
179uM kyseliny propanové po 5min inkubaci vzorku s kyanidem draselnym. Data pochazeji
Z jedné kultivace, pouzit citrat-fosfatovy pufr pH 4,7.

- 46 -



Studium faktorii ovliviiujicich transport protonii transportnim proteinem MntH.

Piedpokladali jsme, Ze inhibici dychaciho fetézce dojde k omezeni vytoku protonu z buiiky.
se tedy méla snizovat. Jak je patrné z obr. 27 a obr 28 a tento piedpoklad se ani pro azid ani
pro kyanid nepotvrdil.

Moznym vysvétlenim by bylo, ze inhibitory neovlivni pufracni kapacitu hned, ale az v delSich
casech. Kdyz byl pozorovan skok pH po ptidani kyseliny propanové ke vzorku s kovem (v
1000s po piidani kovu) povsimli jsme si navratu pHj, v zavislosti na koncentraci kadmia. Pti
niz8ich koncentracich kadmia (ptiblizné do 1uM) zacne pH po piidani kyseliny znovu
narGstat (obr. 29A) kdezto pro vyssi koncentrace kadmia nez 1uM uz navrat pH

nepozorujeme (obr. 29B). Tento navrat by mohl odpovidat pravé piispévku dychaciho

fetézce.
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950 1000 t [s] 1050 1100 950 1000 t [s] 1050 1100

Obrézek 29: Ukazka pribéhu pHin po pridani 179uM kyseliny propanové ke vzorku
inkubovaného 1000s s kadmiem (citrat-fosfatovy pufr pH 4,7) (A) 0,13uM Cd, pozorujeme
navrat pHi, (B) 662uM Cd, pHi, zistiva po skoku konstantni. Navrat pH pro nizké
koncentrace kovu by mohl odpovidat prispévku dychaciho retézce, coz se ale kvili Spatné
reprodukovatelnosti experimentu nepodarilo primo potvrdit. Navic neni mozné provést oba
experimenty pri stejném vychozim pHin, coz dale ztéZuje interpretaci.

V dlouhych c¢asech vsak byl pii pozorovani navrati pH problém s reprodukovatelnosti
experimentl. Vystupuje zde tada faktor, které se ani pii dodrzovani stdlého postupu
kultivace bakterii a pfipravy vzorkli nepodafilo nastavit vZdy na stejnou hodnotu, takze bylo
obtizné provadét srovnani. Jedné se napt. o rizné pocatecni pH v bakteriich, které¢ dale mlize
ovlivitovat rychlost transportu. U vysSich koncentraci kadmia navic pHj, po 1000s klesne

pomérné nizko, coz samo o sobé muze negativné ovlivnit zivotni funkce v buiice. Vysledky
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v delSich casech mtize ovlivnit také metabolizace propanové kyseliny, kterou nemtizeme
vyloucit.

Pozorovany vzrust pufracni kapacity pfi ¢astecné inhibici dychaciho fetézce ma jesté jedno
mozné vysvétleni - pocatecni pH pfi téchto méfenich byla niz§i nez u bun€k bez pouziti
inhibitoru. Je mozné, ze v téchto hodnotach vnitiniho pH pufra¢ni kapacita vzrista. Jak je ale
poznamenano V kapitole 3.2, je tézké provést kontrolni méfeni bez inhibice, protoze buiky
tak nizkého vnitiniho pH samovolné nedosahnou.

Ovlivnéni okamzité pufracni kapacity inhibici dychaciho fetézce nebylo prokazéano, v delSich
¢asech se ndm nepodafilo reprodukovatelné zméfit. Rozhodli jsem se zkusit inhibovat dychaci
fetézec a sledovat jak bude ovlivnén transport protonii indukovany kadmiem a
predevsim manganem, pricemz pii interpretaci bylo tfeba brat v uvahu omezeni méfeni

v delSich ¢asech.

3.4.3 Zmény experimentalnich podminek

Cilem bylo najit takové experimentalni podminky, diky kterym by se zvyraznily rozdily pHin
pfi sledovani transportu indukovaného netoxickymi kovy jako je napt. mangan.

Byly ménény rizné parametry méfeni a sledovan jejich vliv na transport protonti indukovany
kadmiem a manganem. Kromé c¢astecné inhibice dychaciho fetézce byla téZ sniZovana
koncentrace drasliku. Shrnuti testovanych experimentalnich podminek obsahuje tabulka 8.
tabulka 8: Shrnuti vlivu zmén experimentalnich podminek na transport protonii indukovany

Cd a Mn. Transport byl méren v 1000s po pridani kovu. K-Pi znaci citrat-fosfatovy pufr.
V pufru MES-Na 0,1M byla pomoci KCI nastavena koncentrace drasliku.

Experi{ pufr | pH | KCI [inhibitor|koncentrace |inkubace s [kov transport v A[H']

ment inhib. [uM] |inhibitorem
1 K-Pi | 4,7 azid 20 1,5min Cd [stejné jako bez inhibitoru
2 K-Pi | 4,7 azid 66 1,5min Cd |cela kfivka transportu posunuta k w$Sim honotam
3 MES | 5,5 [30mM| azid 66 1,5min Cd |priblizne 2x v&tSi hodnoty oproti kontrole bez azidu
4 MES|[5,5|5mM| KCN 1000 7min Cd |s KCN netransportuje, kontrola ano, ale malé hodnoty
5 MES | 5,5 |30mM|[ KCN 1000 1min Cd |transport s KCN srownatelny s kontrolou bez KCN
6 K-Pi | 5,7 KCN 1000 7min Cd |netransportuje
7 MES| 6,5 |15mM| azid 66 1,5min Cd |netransportuje
8 K-Pi | 4,7 azid 66 1,5min Mn |netransportuje
9 MES | 5,5 |30mM| azid 66 1,5min Mn |netransportuje
10 |MES| 5,5 |30mM| KCN 1000 1min Mn |netransportuje
11 |MES|55|5mM| KCN 1000 7min Mn |netransportuje
12 | K-Pi |57 KCN 1000 7min Mn |netransportuje
13 |MES| 6,5 [15mM| azid 66 1,5min Mn |netransportuje
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Kromé¢ citrat-fosfatového pufru o riiznych pH jsme pouzili také pufr MES-Na 0,1M,
ktery umoziuje definované nastavit koncentraci drasliku pomoci KCI. (Vliv drasliku zminuje
kapitola 1.4). Piedpoklad byl, Ze sniZeni koncentrace draselnych iontt v pufru omezi iontovy
transport K*/H" a protony nebudou moci byt tolik odéerpavany z cytosolu.

Pro inhibici dychaciho fetézce jsme pouzili azid i kyanid. Pro 20uM azid odpovidaji
hodnoty zmény koncentrace protonti indukované kadmiem transportu bez inhibitoru. Usoudili
jsme proto, ze pii této koncentraci neni inhibice dychaciho fetézce dostateCna a pro dalsi
méfeni jsme zvolili koncentraci vyssi (66uM).

Pro lepsi zviditelnéni transportu protonti indukovaného kadmiem se ukazaly jako
nejvhodnéjsi z pouzitych podminek ty v experimentu ¢.3 viz tabulka 8. Oproti kontrole, kde
nebyl pouzit inhibitor, doslo k piiblizné dvojndsobnému zvyseni hodnoty A[H']. Ukazalo se
také, ze pokud se bakteriim pfili§ snizi koncentrace drasliku (experiment ¢.4 v tabulce 8)
transport je negativné ovlivnén. Divodem je nejspi§ nastaveni nizs§iho pHi, (vlivem nizké
koncentrace drasliku) nez by byla optimalni hodnota. Pro mangan se nepodatilo najit
podminky, za kterych bychom byli schopni transport Iépe detekovat.

Zaveérem je nutno poznamenat, ze problematika vlivu inhibice dychaciho fetézce na
pufracni kapacitu bun¢k je komplexnéjsi, nez jsme se ptivodné domnivali, hlavné diky tomu,
ze inhibice ovlivni zaroven vnitini pH bunck. Je dale mozné, Ze aktivita dychaciho fetézce
ovliviiuje spiSe "pozdé&jsi fazi" pufrovani zmén pH a tu neni nami pouzitd metoda schopna
uspokojivé zméfit. Hledani ptihodnych podminek pro méteni transportu zprostfedkovaného
proteinem MntH ukézalo, Ze je tfeba se pohybovat ve velice zké oblasti, ve které je stale
udrZena dostate¢na hnaci sila pro transport (tj. protonmotivni sila) a vnitini pH je v oblasti, ve

které je stdle mozné méfit pomoci pHluorinu.
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r W
4 Zavér

Abychom se mohli pokusit o lepsi kvantifikaci transportu protona zprostiedkovaného
proteinem MntH, bylo tifeba stanovit pufracni kapacitu bakterii. Byly odvozeny pfislusné
vztahy pro jeji pocitani a zvolena metoda méfeni, ktera spociva ve vystaveni bunky plisobeni
slabych kyselin. Ty v nenabité formé prochdzeji membranou a pienesou tak do cytosolu
protony, ¢imz zpusobi zménu vnitiniho pH, ktera byla detekovana uzitim pHluorinu. Byly
vyzkouseny tii kyseliny - octova, mravenci a propanova. Kyselina mravenci pro tuto metodu
nevyhovovala, pro kyselinu octovou a propanovou vychdzi hodnoty pufracni kapacity
v ramci chyby stejné. Jako nejvhodnéjsi byla vybrana kyselina propanova v koncentracich 45-
286uM. Bylo zjisténo, Ze hodnota pufra¢ni kapacity roste (od 39mM — 98mM) se stoupajicim
pH pufru (pH4,7 — pHS,7), ve kterém se také nastaveni vnitiniho pH bliZi optimalni hodnoté a
buiiky si tedy tuto hodnotu snaz udrzuji. Zavislost pufracni kapacity na pocatecnim vnitinim
pH nebyla prokdzana, stejné ani zavislost na gradientu pH pfes membranu. Za hlavni faktor
ovliviiujici pufraéni kapacitu tedy lze povazovat hodnotu vnéjsiho pH. Pro srovnani byla
zméfena pufracni kapacita na bakterialnim kmeni exprimujicim divoky typ proteinu MntH a
na kmeni s jednobodovou mutaci MntH N401G. Ukazalo se, ze ve vn&js§im pH 4,7 mutace
MntH N401G snizuje nastaveni cytosolického pH o 1,06 jednotek pH a také pufracni kapcita
vychazi niz§i. Moznym vysvétlenim je rozpraZzeni transportu protond od transportu kovi u
této mutace, coZ je zajimava hypotéza, kterou bude tieba dale zkoumat.

Zmé&fené pufracni kapacity obou kmend byly pouzity pro kalibraci kadmiem
indukovaného transportu. Tento novy zptsob zpracovani se oproti publikovanym metodam
(které zpracovavaji celkovou zménu koncentrace protonll) snazi pomoci zapocteni pufracni
kapacity alesponi cCastecné kompenzovat mechanismy, kterymi buika eliminuje vliv
transportovanych protonli na vnitini pH. Pro pfepocet byly pouZzity hodnoty stanovené na
bunikach bez inkubace s kovem, protoze jak bylo ovéteno, zavislost pufra¢ni kapacity na
koncentraci kadmia ve vzorku neni piili§ vyrazna (mirny pokles pufraéni kapacity s rostouci
koncentraci kadmia) a tento vliv na prepocet kinetiky s protony je zanedbatelny. Pro srovnani
transportu za riznych podminek (rtizna pH pufru, jiny kmen-mutace MntH NO1G) byla data
fitovana podle rovnice Michaelise a Mentenove a vyhodnoceny parametry K,. Ukazalo se, Ze
Michaelisova konstanta je zpisobem zpracovani dat ovlivnéna. U kmene s nemutovanym

proteinem MntH je Michaelisova konstatnta v novém piepoctu pies pufraéni kapacitu
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piiblizné polovi¢ni, pro mutaci N401G se hodnoty lisi podle pH pufru, pfedpokladame, ze zde
hraje roli jesté nastaveni vnitiniho pH bakteriich.

Podrobnym proméfenim pH zavislosti transportu protont indukovanych kadmiem
v intervalu vnéjSich pHex 4,7-5,3 bylo vidét, ze zmény koncentrace protonli se zmenSuji
s rostoucim vnéj$im pH. KdyZ jsme zménu vné&jsiho pH pokladali za ménici se koncentraci
protont jako substratu, chtéli jsme aplikovat kinetiku podle Michaelise a Mentenové. Tato
zavislost se ukézala citlivd na zplisob zpracovani dat - ve standardnim zptisobu zpracovani
nebyla pozorovana saturace, kdezto hodnoty A[H"] ziskané piepoétem pies pufracni kapacitu
byly vidét v saturaci. Standardni zpracovani je ovlivnéno také tim, ze v nizSich pH se zmény
koncentrace protonll projevi pro stejnou hodnotu zmény pHj, markantnéji néz ve vyssich pH.

Podezieni, Ze kadmium jako toxicky kov interaguje s dychacim fetézcem a ovliviiuje tak
transport protonll, nas inspirovalo k simulaci tohoto vlivu pomoci inhibitorit dychaciho
fetézce u méné toxického manganu. Nejprve byl sledovan vliv inhibice respirace na pufracni
kapacitu, za pouziti inhibitorii azidu sodné¢ho a kyanidu draselného. Pufra¢ni kapacita
s koncentraci inhibitoru vzriistala, coz by se dalo vysvétlit tim, Ze se jejich vliv neprojevi
hned, ale aZz v delSich casech. Dal$im determinujicim faktorem pfi nariistu pufracni kapacity
je fakt, ze oba inhibitory snizuji pHj, v buiikdch na hodnotu, které nejsou buitkky samovolné
schopny dosahnout, a je tedy obtizné provadét kontrolni méteni bez naruseni fyziologického
stavu buniky. Dale byl zkouman vliv inhibitort (azidu sodného a kyanidu draselného) za
soucasného meénéni experimentalnich podminek (pufr, pH, koncentrace drasliku, rtizna délka
inkubace s inhibitorem) na transport protond indukovany manganem a kadmiem. Pro zlepSeni
detekce transportu protonti indukovanych manganem se nepodvedlo najit vhodnou kombinaci
experimentalnich podminek, za kterych by byla zachovana protonmotivni sila a zaroven
zmen$ena pufracni kapacita a transport tudiz 1épe detekovatelny. Pro transport indukovany
kadmiem se podafilo zlepsit méfené hodnoty A[H'] pfiblizné dvojnasobné a to za piitomnosti
66uM azidu sodného v pufru MES-Na 0,1M 30mM KCI.

Cile prace byly splnény, byla stanovena pufraéni kapacita bakterii E. coli za danych
experimentalnich podminek a byla navrzena metoda pro kvantifikaci transportu protont, ktera
byla dale otestovana na bunkach exprimujich dvé varianty proteinu MntH. Bude zajimavé tuto
metodu dale aplikovat a pouzit pro méfeni s riznymi mutacemi proteinu MntH ke stanoveni

stechiometrie H*/kov tranportu.

-51-



Studium faktorii ovliviiujicich transport protonii transportnim proteinem MntH.

5 Seznam zKkratek

Kw
MntH
Nramp
PHex
PHin
pHo
Ra10/470
RPM
oD
TCDB

sybmol pouzivan pro oznaceni zmény (koncentrace protonti, pH) v Case
Divalent cationt transporter

Divalent metal transporter 1

Green fluorescent protein

oznacuje rozdil pH (=pHin-pHex) pifes membranu

Inductively Coupled Plasma Mass Spektrometry

Michaelisova konstanta

afinita k substratu
ioniza¢ni konstanta vody

Proton-dependent Manganese Transporter

Natural Resistance-Associated Macrophage Protein

vnéjsi pH pufru

vnitini pH v bakteriich

pocatecni pH v buiikach

pomér intenzit fluorescence na vinovych délkach 410nm a 470nm
pocet otacek za minutu (revolutions per minute)

opticka hustota (optical density)

Transport Classification Databdze (www.tcdb.org)
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