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Abstrakt: Tato prace se zabyva studiem funkce membranového transportmho proteinu MntH
bakterie E. coli. Transport dVOJmocnych kovovych iontd (Me®") zprostfedkovany timto
sekundérné aktivnim transportérem je symportem Me®" s protony Metodologicka &ast
popisuje vyvoj metody, kterd by umozmla studovat transport Me?* timto proteinem pomoci
fluorescenéni sondy fura-2 citlivé na Me**, které jsou substratem MntH. Byly zvoleny jednak
elektroporace, jednak pouziti chemicky modifikované sondy (fura-2-AM) k barveni bunék a
té% jejich sféroplastil. Bylo zjisténo, Ze pouZiti fura-2 je k monitorovéani transportu Me** v E.
coli nevhodné, nebot’ efektivni prinik fluorescenéni sondy do bakterii je mozZno zajistit jen za
cenu pouziti experimentélnich podminek, které silné narusuji fyziologicky stav bunék i vlastni
transportni aktivitu MntH. Druhd ¢ast je zaméfena na studium vztahu struktura-funkce
metodou zaloZenou na sledovani transportu protonti indukovaného Me®* pomoci GFP
citlivého na zmény pH. Z prib€hti kinetik transportu divokym typem MntH za riznych teplot
byly urCeny konstanty K, a V. a jejich teplotni zavislosti. Byl studovén transport
zprostiedkovany proteiny nesouci specifické jednobodové mutace a jeho teplotni zdvislost
s cilem ur¢it miru ovlivnéni funk&nosti transportéru ptislusnou mutaci. Pomoci zméfenych
aktivaCnich energii transportu byla charakterizovana néktera aminokyselinovd residua
sekvence MntH, ktera ziejmé hraji kli¢ovou tlohu v transportu Me** a protonti.
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Abstract: This study concerns functional characterization of bacterial membrane transport
protem MntH from E. coli. It is a secondary active transporter — symporter of divalent metal
ions (Me®") and protons. The methodologlcal part of this work describes development a
method useful for monitoring the Me”" transport mediated by MntH using fluorescent probe
fura-2. We used electroporation and also chemically modified form of this probe (fura-2-AM)
for probe loading into bacteria and spheroplasts. It was found that this probe is not suitable for
monitoring MntH activity in E. coli since effective probe loading can be achieved only using
experimental methods affecting physiological conditions of the cells and thus transport
activity of the protein. The second part of the work focuses on the MntH structure-function
relationship. It is based on monitoring the proton transport mediated by MntH using a
pH-sensitive GFP. We characterized the transport kinetics and its temperature dependence for
wild-type MntH. We studied transport mediated by transporters with specific single-point
mutations and determined the actlvatlon energy of the transport. Transport properties of some
residues playing a key role in the Me?/H" transport were described.
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1 Uvod

Biologické membrany patii mezi kliCové bunééné struktury. Plni funkei bariéry mezi
vnittkem a vnéj§kem buriky, ohraniuji jednotlivé organely a probiha na nich cela fada
fyziologicky vyznamnych procesti. Jsou jednim ze zakladnich predpokladt existence zivych
bunék a ve svém disledku i Zivota vibec. Mezi nejdilezit&j§i procesy probihajici na
biologickych membranach patii transport, ktery je zajisStovan nejriznéjSimi transportnimi
proteiny.

Dvojmocné kovové ionty jsou Zivotné nezbytné pro vSechny zivé organismy, nebot’ se
ucastni mnoha biochemickych reakci jako kofaktory riiznych enzymt. Vyznamnou soud¢asti
metabolismu dvojmocnych kovovych iontd je pravé jejich transport pfes plasmatickou
membranu i pfes membrany ne€kterych organel, ktery je u bakterii, kvasinek, rostlin i
zivodichti zajiSt'ovan mimo jiné i transportnimi proteiny z rodiny Nramp/MntH. Informace o
mechanismu transportu a funkci téchto transportérti jsou zatim relativné omezené zejména u

bakteridlnich MntH, pfedevsim kvili nedostatku vhodnych experimentdlnich metod.

Tato diplomova price se zabyvd studiem funkce bakteridlnich transportért
dvojmocnych kovovych iontd naleZejicich k rodin€ transportnich proteintt Nramp/MntH,
konkrétn€ji studiem proteinu MntH bakterie Escherichia coli pomoci fluorescenéni
spektroskopie in vivo. Cilem diplomové prace bylo jednak vyvinout fluorescenéni metodu pro
méfeni intraceluldri koncentrace dvojmocnych kovi (Mn**, Fe*', Co®', zn®*, Cd*")
v bakteriich, kterd by umoznila sledovat transport dvojmocnych kationth transportérem MntH,
jednak studovat vliv vybranych jednobodovych mutaci na transport proteinem MntH, s cilem

weiwr o ®

ziskat detailn&jsi informace o vztahu mezi jeho strukturou a funkeci.

Teoretickd ¢ast popisuje zakladni poznatky o biologickych membranach a
membranovém transportu, roli dvojmocnych kovovych iontl v Zivych organismech a shrnuje
dosud znamé informace o transportnich proteinech studované rodiny, pfi¢emz klade diraz na
poznatky o bakteridlnich transportnich proteinech této rodiny. Nedilnou soudasti je rovnéz
popis zakladnich principti experimentalnich metod pouZivanych ke studiu membranovych
transportéri Nramp v eukaryotnich i prokaryotnich modelovych systémech. V experimentalni
&asti jsou popsany metody, které jsme pouzili na obarveni bakterii fluorescenéni sondou, ktera
je vhodna na detekci dvojmocnych kationttl, také tam lze nalézt diskusi dsp&3nosti t&chto
postupti. Déle jsou uvedeny vysledky studia transportu protontl proteinem MntH a proteiny

s jednobodovymi mutacemi za riznych teplot, v&etné vyhodnoceni aktivaéni energie
-5-
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transportu. V zaverelné kapitole jsou struéné zrekapitulovany a diskutovany nejdilezit&jsi

zéavery této prace.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Biologické membrany

vvvvvv

vné&jsiho prostiedi. Umozituje butice diky své semipermeabilit€ udrZzovat koncentrace riiznych
latek v cytosolu odlisné od koncentraci vn¢ buriky. U eukaryotnich bun€k navic membrany
odd€luji 1 lumen jednotlivych organel od cytosolu a stejné jako na vy$$i irovni membrana
plasmatickd umoziluji v jednotlivych organelach udrZovat slozeni odli$né od sloZeni cytosolu.
Biologickd membréna se sklada z membranovych lipidii a z celé¢ fady proteint, které plni
ruzné funkce — signaliza¢ni, transportni, katalytické ¢i strukturni (7).

Univerzalnim zakladem struktury biologickych membran zodpov€dnym za jejich
obecné vlastnosti je dvojnd vrstva sloZend z membrénovych lipidd, které maji amfifilni
charakter. Jejich molekuly drzi pii sobé hydrofobni interakei. Nepolarni ¢asti molekul (fetézce
vysSich mastnych kyselin) tvofi hydrofobni jadro membrany, zatimco polarni hlavicky
molekul jsou vystavené vodnimu prostfedi na okraji membrany (viz obrazek 1). Molekuly
lipidd se mohou pohybovat v rovin€ membrany. V rtiznych biologickych membrénach se 1isi
zastoupeni jednotlivych druhi lipidd (fosfolipidy s riznymi mastnymi kyselinami i polarnimi
hlavi¢kami, sfingolipidy, glykolipidy, steroly), coZz ovliviluje napiiklad fluiditu membrany,

svym sloZenim se li$i i vnitini a vné&jsi ¢ast dvojvrstvy.

Obrazek 1: Zakladni struktura biomembrany - fosfolipidova dvojvrstva (2)

Lipidova dvojna vrstva s hydrofobnim jadrem je propustnd jen pro malé nepolarni
molekuly, jako je napf. molekula kysliku nebo oxidu uhligitého, v mensi mife ji také mohou

prochézet voda a dal$i malé polarni molekuly. Naopak je prakticky nepropustnd pro v&tsi
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poléarni molekuly a ionty. Veskery transport latek pfes biologické membrany je s vyjimkou

nespecifické permeace zajist'ovan membranovymi transportnimi proteiny.

2.2 Membranovy transport

Membranové transportni proteiny umoziuji specificky pfenos nejriznéjsich latek, jako
jsou ionty, cukry, aminokyseliny nebo nukleotidy, pfes membranu. Z hlediska mechanismu
transportu je mozné je rozdélit na kanaly a ptenaseCe. Selektivni kandly jsou proteiny, které
vytvaii v membran¢ por, kterym muiZe prochézet transportovand latka vyhradné ve sméru
svého elektrochemického gradientu, jednd se tedy o transport pasivni. Tyto proteiny se
specializuji zejména na transport anorganickych iontd (Na', K, Ca®*, nebo CI). Naopak
PFenaSele zajistuji transport tim zplisobem, Ze se na substrdt navdzou a transportuji jej na
druhou stranu membrany diky sérii konformaénich zmén, jimiZ b&hem transportniho cyklu
projdou. Pfenasece mohou latky pfenaset jak ve sméru elektrochemického gradientu, potom
jde o pasivni transport, tak proti sméru elektrochemického gradientu, potom se jedna o
transport aktivni.

Aktivni transport jakoZto endergonicky proces musi byt, aby mohl probihat, spfaZzen
s néjakym exergonickym procesem, ktery mu dod4 potfebnou energii. V ptipad¢€ tzv. primarné
aktivniho transportu se jednéd nejcastéji o spojeni s hydrolyzou ATP. Sekundarné aktivni
transport vyuziva spfaZeni transportu s transportem jiné latky, ktera je naopak pf¥endsena ve
sméru svého elektrochemického gradientu. V takovém piipadé se miize jednat bud’ o symport,
pokud obé latky projdou na stejnou stranu membrany, anebo o antiport, pokud dojde k
vyméné jedné latky za druhou. Nejéast&jSim zdrojem energie pro transport vyznamnych
metaboliti je elektrochemicky gradient riznych iontd, napf. protond. Ostatné ionty a jejich

transport hraji velmi dulezitou roli v mnoha zékladnich biologickych procesech.

2.3 Biologicka role dvojmocnych kovovych iontu

Piechodné kovy maji nezastupitelnou tlohu v metabolismu vSech Zivych bunék,
zejména pii nejriznéjSich oxidacné-redukénich reakei, diky tomu, Ze se mohou vyskytovat
v riznych oxidaénich stavech. V Zivych organismech se vyvinul sloZity systém regulace
zahrnujici procesy piijmu, transportu, uchovavani a vyluCovéani t&chto kovil. Podstatnou
soudasti tohoto systému je pravé transport kovii pies biomembrany - at” uz plasmatickou nebo

membrany ohrani¢ujici vnitrobunééné organely.
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Zelezo, m&d’, mangan nebo zinek plni v metabolismu bun&k mnoho funkei. Zelezo a
méd’ tvofi aktivni mista metaloenzyma katalyzujicich pfenos elektront (napf. plastocyaniny,
stellacyaniny a cytochromy) probihajici napfiklad pfi dychdni a fotosyntéze, oxidaCni reakce
&i oxygenace (napt. tyrosinasa, ceruloplasmin, katalasa, peroxidasa a cytochrom p-450). Jsou
soucasti latek pfenasejicich kyslik (napf. hemoglobin). Pfechodné kovy se rovnéz ulastni
redoxnich reakci, které umoZiiuji buitkdm branit se oxidativnimu stresu, napf. superoxid
dismutasa muZe obsahovat jako kofaktor Zelezo, mangan ¢i méd’. N&které piechodné kovy,
jako mangan, kobalt a zinek, se chovaji jako Lewisovy kyseliny a tvofi aktivni mista enzymu
katalyzujicich hydrolytické reakce (napt. peptidasa a fosfatasa obsahujici zinek), hydratace,
fosforylace (kinasa obsahujici mangan) a karboxylaéni reakce (karboxylasa obsahujici
mangan). Zinek je kromé toho souc¢asti enzymd ucastnicich se metabolismu DNA (3).

Dvojmocné kovové ionty mohou mit v Zivych organismech také neptiznivé Géinky, at’
uz jde o nezbytné kovy jako Zelezo a m&d’ anebo napiiklad o kadmium. Mohou se u¢astnit
reakci vytvarejicich volné radikaly, vaZou se na thiolové skupiny proteinti apod. (4).

Regulace metabolismu ptechodnych kovl je tedy pro Zivé organismy nezbytné
dilezita. Selhani nékterého z ¢lankt systému piijmu, transportu a vylu¢ovani kovli ma pro
organismus zavazné dusledky, coz dokladaji nasledujici ptiklady. Dysfunkce proteinu
Nramp2, ktery je zodpovédny za vstfebavani Zeleza na apikalni membrané bunék stfevniho
epitelu, zpusobuje anémii (5). Selhdni regula¢nich mechanismi metabolismu Zeleza
zpusobuje dédi¢nou chorobu hemochromatosu s fadou patologickych piiznakli spojenych
s nadmérnym mnozstvim Zeleza v organismu (6). S abnormalnim piijmem Zeleza souvisi i

dalsi nemoci, jako je aterosklerosa, Alzheimerova a Parkinsonova choroba (7).

2.4 Rodina membranovych transportnich proteinu Nramp

Proteiny Nramp (Natural Resistance-Associated Macrophage Protein), jinym
ozna¢enim SLC11 (SoLute Carrier 11), tvofi rodinu membranovych transportnich proteint
prenaSejicich dvojmocné kovové ionty (Me*"). Dle klasifikace TCDB (Transport
Classification Database) predstavuji skupinu transportnich proteinti 2.A.55. Transportuji
pomém¢ Sirokou skupinu substratd, napf. Mn?*, Fe’*, Co®" nebo Cd**. Substratem tohoto
transportéru nejsou ionty Ca”* a Mg*". Jedné se o sekundérng aktivni transport, pfi némz je
vyuzivan elektrochemicky gradient protonti, poptipad€ i jinych iontt (8).

Transportéry Nramp se vyskytuji v riznych typech organismi od bakterii pies
kvasinky, Zivo&ichy aZ po €lovéka.

-9-
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2.4.1 Transportéry Nramp u savci

U savct a jinych ¢tyfnozel (napf. Zab a ptaki) byly identifikovany dva paralogni geny
Nrampl a Nramp,; dosud se je nepodafilo identifikovat u ryb, které maji jednu nebo vice kopii

genu sekvencné podobného Nramp?2 (8).

Protein Nramp2 (SLC11A2, DMTI1, DCT1) zprosttedkovdva absorpci Zeleza a
ostatnich Me®" na bun&né membréang. Je exprimovan na apikalni membrang bungk epitelu
dvanacterniku, kde je zodpoveédny za transport Zeleza pfijatého potravou. Zaroven je také
dalezitou soudasti systému piijmu Zeleza v perifernich tkanich — v membrané endosomui
transportuje do cytoplasmy Zelezo, které se uvolni vlivem nizkého pH z transferrinu. Vyskyt
proteinu Nramp?2 byl zji§tén také v ledvinach. (5, 9).

Druhy paralogni protein — Nrampl (alias SLC11A1) je exprimovan na fagosomalni
membrané vyzralych profesionalnich fagocytd, kde zajistuje obranu organismu odéerpavanim
dvojmocnych kovovych iontd (Fe**, Mn*") z fagocytické vakuoly obsahujici bakterie. Pro
bakterie jsou tyto ionty pfechodnych kovl Zivotné dilezité a sniZeni jejich dostupnosti
limituje jejich preziti a déleni (8, /0). Funkce Nrampl je komplementarni k funkci systému
enzymu, které produkuji aktivni formy kysliku a vystavuji mikroby oxidativnimu stresu (/1),
nebot’ Zelezo a mangan jsou mimo jiné kofaktory enzymd, které pomahaji bakteriim branit se
pravé pred oxidativnim stresem. Soucasti imunitni odezvy na infekci vnitrobun&énymi
parazity je pravdépodobné ,,soutéz“ o dvojmocné kovové ionty mezi transportnimi proteiny

Nrampl1 fagocytu a MntH transportéry bakterii (taktéZ z rodiny Nramp).

Fyziologicky vyznam membrdnovych transportnich proteini Nramp podtrhuje i
spojitost nékterych chorob s polymorfismy gend Nramp. Mutace pozméiiujici funkéni expresi
Nramp2 byly nalezeny u pacientil trpicich t&€Zkymi formami naruSeni homeostaze Zeleza, jako
je napf. mikrocytarni anemie (/2, /3). Genetické studie na krysich a mySich modelech
ukazuji, Ze exprese funkCniho proteinu Nramp2 nad uréitou kritickou mez je naprosto
nezbytnd pro preziti organismu (5, /4-17). Mutace v genu Nrampl u myS$i zpusobuje
nachylnost k infekei intraceluldrnimi parazity (/8), zejména k mykobakterialnim infekcim

(19-22). Funkce transportéru Nrampl muze souviset s nékterymi autoimunitnimi chorobami

(8.
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2.4.2 Transportéry Smf v kvasinkach

V kvasinkach Saccharomyces cerevisiae se vyskytuji tfi proteiny typu Nramp: Smflp,
Smf2p a Smf3p. Prvni z nich transportuje mangan na Grovni plasmatické membrany, druhy
umoziiyje pfijem manganu z va¢ki vzniklych pti endocytéze (23, 24). Smf3p je exprimovany
na membran¢ vakuoly a zprostfedkovava uvolnéni zasob Zeleza (25). Vzhledem k tomu, Ze
umoziuji heterologni expresi, jsou kvasinky oblibenym modelovym systém pro studium
transportéri. Nramp z riiznych organismt. Funkéni exprese proteinu Nramp studovaného
organismu v kvasinkovém kmenu s nefunkénimi Smf geny, ktery kvili nefunkénim Smf
genim neni schopen rlstu v p¥itomnosti cheldtorli, zptisobi v piitomnosti chelatort

komplementaci (23).

2.4.3 Bakterialni transportni proteiny MntH

Ptedpokladéd se, Zze proteiny Nramp vznikly v prokaryotnich organismech. Funkéni

homology pojmenované MntH (Manganese Proton-dependent Transporter) byly popsany

jak v gram-positivnich, tak v gram-negativnich bakteriich (26-29), coZ naznauje moZnost
genového pienosu z endosymbiotické organely bakteridlniho piivodu do eukaryotniho jadra.
Fyziologickym substratem bakteridlnich transportérii je ziejmé predev§im mangan.
Funkce té€chto transportéri miiZe souviset s patogenitou né¢kterych mikroorganisma (30).
Bakterialni transportni proteiny MntH vykazuji neofekavanou rozmanitost sekvenci.
Analyza sekvenci MntH odhalila existenci tfi zakladnich fylogenetickych skupin: MntH A, B
a C, coz je znamkou evolu¢nich zmén vramci této rodiny. Vysledky sekvenéni analyzy

nazna¢uji i moznost horizontalniho p¥enosu genti Nramp z eukaryot na prokaryota (37, 32).

Sekvence proteini MntH A, mezi néZ patii i transportér bakterie E. coli, je velmi
blizka sekvenci bakteridlniho ,,pfedka“, zn&Zz se pravdépodobné vyvinuly eukaryotni
transportni proteiny této rodiny (37). Transportni protein MntH bakterie E. coli pfedstavuje
tedy atraktivni prototypicky model proteini Nramp, ktery je moZno vyuzit ke studiu

mechanismu transportu v ramci této konzervované rodiny (33).

2.5 Transportér MntH bakterie E. coli (EcoliA)

Transportni protein EcoliA byl identifikovan a popsan v roce 2000 jako transportér

dvojmocnych kovovych kationtd s Sirokou substratovou specificitou transportujici Mn**,

1
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Cd*, Co™, Fe*" a Zn®* (28), nasledné byla uréena jeho transmembranova topologie (33) a

byly provedeny prvni studie vztahu mezi jeho strukturou a funkci (34, 35).

Transportér MntH se nachdzi v plasmatické membrané E. coli, vn&j§i membrana této
bakterie je pro ionty a malé molekuly propustnd. Transmembranova topologie MntH byla
zkoumdna kombinaci vypocletnich a experimentdlnich metod. Vypoetnimi metodami
zaloZzenymi na né€kolika riznych vzijemné komplementarnich pfistupech (36-39) byla
piedpovézena konsensni transmembrénova topologie MntH (viz obrazek 2) s N-koncem
proteinu umisténym v cytoplasmé, 11 transmembranovymi doménami a C-koncem
umisténym v periplasmé (33), kterd je ve velmi dobré shod¢ s transmembranovou topologii

eukaryotnich proteind Nramp (40).

Vysledné  konstrukty  fuze  mmtH  sgeny pro  B-laktamasu  resp.
chloramfenikolacetyltranferasu, jakozto spolehlivymi ukazateli periplasmatického respektive
cytoplasmatického umisténi, byly nasledné pouzity k experimentalnimu ovéfeni validity takto
ziskaného modelu transmembranové topologie MntH (33). Aktivita téchto enzymil zavisi na
tom, na které stran¢ membrany se enzym nachdzi, a tudiz lze podle aktivity ptislusnych
fiznich proteind uréit orientaci jednotlivych transmembranovych domén zkoumaného
proteinu. Sekrece [B-laktamasy zplsobuje rezistenci na ampicillin vyhradné v periplasmé,
zatimco chloramfenikolacetyltranferasa zpisobuje rezistenci na chloramfenikol v cytoplasmé
(41, 42).

Bylo zjisténo, Ze transmembranova topologie EcoliA je ziejmé& spoleénd jak pro
eukaryotni, tak pro prokaryotni proteiny z rodiny Nramp. N-konec se nachazi na vnitini strané
membrany, néasleduje 11 ¢€i 12 transmembranovych domén, C-konec je potom v zavislosti na
poétu transmembranovych domén umistén bud’ v cytoplasmé nebo vné buriky (33).

Dalsi dv& prace (34, 35) se vnavaznosti na uréeni transmembranové topologie
transportéru MntH bakterie E. coli, zabyvaly sledovanim vztahu mezi strukturou a funkci
tohoto proteinu pomoci studia proteinii MntH nesoucich specifické bodové mutace.

Haemig a Brooker (34) zkoumali ovlivnéni transportu radioaktivniho substratu
(*Mn”") mutaci aminokyselin, které jsou invariantni v uréité skuping bakteridlnich MntH

homologli. Ze zkoumanych aminokyselin se ukézaly pro transportni funkci proteinu

vvvvvv

v transmembrénové doméné 3, zejména na jejim C-konci (Asp'®, Glu''?).
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PERIPLASM

CYTOPLASM

Obrazek 2: Transmembranova topologie transportéru MntH bakterie E. coli (33)

Ve druhé studii (35) provedli autofi podstatn€ cilen€j$i vybér potencidlné kliovych
residui v sekvenci EcoliA; zaméfili se na mutace residui, ktera jsou invariantni v celé rodiné
Nramp transportérd, ale odli$na a sou€asné invariantni v tzv. ,,outgroup” — tedy ve skupiné
proteinti, které jsou piibuzné proteinim Nramp (sekvence identické z cca 30%), ale nemaji jiz
stejnou transportni funkci. Aminokyselinova residua Asp**, Asn®’, His*!' a Asn*”! v sekvenci
EcoliA byla nahrazena odpovidajicimi residui z ,,outgroup* — Gly, Thr, Tyr a Gly, zaroven
byly studovany dal$i konzervativngj$i substituce. U vSech mutantnich proteini byla
zjiStovana mira exprese na membran¢ a ovlivnéni jejich transportni funkce v porovnani
s transportérem divokého typu EcoliA nékolika vzijemné komplementarnimi metodami.
Transport dvojmocnych kovil byl sledovan jednak nepiimo pomoci zénovych testi, jednak
pifimo pomoci hmotnostni spektrometrie. Zaroveii byly pomoci pHluorinu (zeleného
fluorescenéniho proteinu citlivého na pH) studovany zmény vnitrobunééného pH uvnitf
buitiky vyvolané piidanim substratu MntH, byl tedy sledovan ko-transport protond a

dvojmocnych kovovych ionti.

Tato studie potvrdila ddleZitost aminokyselin na C-konci 1. transmembranové
domény. Mutant D34G vykazoval sniZenou citlivost viiéi koviim v porovnani s divokym
typem a Zadny transport protonil. Protein N37T byl méné stabilni v membrang, nevykazoval

citlivost riistu pfi zénovém testu s manganem a transport protonti bylo mozno sledovat pouze

13 -



Studium funkce bakteridlnich transportérii dvojmocnych kovii

pHi pfidani vysoké koncentrace kadmia. Zaména His®'! za tyrosin z outgroup sniZila citlivost
transportéru ke koviim v zénovych testech. Transport protonti byl pozorovén pouze po pfidani
kadmia (zato s vét§i intenzitou nez u divokého typu). P¥ mutaci H211A byly transportni
funkce zachovany ponékud lépe. Pro porovnani, zameéna jiného histidinu v transmembranové
doméné 6 (H216R) zcela znemoznila transport protonti indukovany Me**. Mutace N401G
v transmembranové doméné 11 vedla k podobné citlivosti ke kovim jako u divokého typu
(navic byla zvySena citlivost k manganu), zvySenému transportu protoni indukovanému
kadmiem a naopak sniZzenému transportu protond indukovanému jinymi kovy (tento jev bylo
mozno zeslabit zvySenim vné&jsiho pH). Hmotnostni spektroskopii byl u tohoto mutantu oproti
divokému typu detekovan zvySeny pijem kadmia i manganu. P¥i zaméng Asn*®' za threonin,
coZ je zména konzervativngj$i, se mutant choval podobné jako mutant N401G. To znamena,
Ze pro transportni funkei je pravdépodobné nezbytny ptimo asparagin.

Uvedena studie ukézala, Ze residua Asn®’ a His?!!

maji roli jak strukturni, tak funk¢éni,
pfi¢emz pravdépodobné piimo interaguji s dvojmocnymi kovovymi ionty. Ziskand data
rovn&Z demonstruji dileZitost Asp®® a dvou histidinovych residui v Sesté transmembranové
doméng (His*'' a His?'®) pro transportni funkci. Asn*"' a jedenactd transmembranova doména
obecné hraji dllezitou roli pro transport protonti proteinem MntH indukovany dvojmocnymi
kovovymi ionty (35). Data ziskand studiem prokaryotniho MntH bakterie E. coli jsou
ve velmi dobrém souladu s poznatky ziskanymi o eukaryotnim transportnim proteinu

Nramp2, které demonstruji diileZitost prvni a Sesté¢ transmembranové domény pro jeho

spravnou funkei (5, 43).

2.6 Experimentalni metody vhodné pro studium funkce
transportnich proteini Nramp

V soucasné dobé& existuje pomérné Sirokd $kala metod umozZilyjicich studium funkce
transportnich proteind z rodiny Nramp, mezi n&z patii napfiklad elektrofyziologické metody,
studium komplementace u kvasinek s deletovanymi Smf geny, transport radioaktivné
znaCeného substratu a vneposledni fad¢ i pouziti fluorescenénich sond citlivych na

dvojmocné kovové ionty.

L Elektrofyziologickymi metodami studia funkce proteini Nramp (44) je moZné
sledovat elektrické proudy pies plasmatickou membranu vyvolané transportem iontt

ve vhodném modelovém organismu. Jako model jsou &asto pouZivéna vajitka
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drapatky Xenopus laevis, kterd exprimuji studované transportni proteiny. Jsou
vyhodna pro svoji velikost a nutriéni sobé&stacnost - na jejich membran¢ je jen malo
transportnich systémt (9).

2 Kmeny kvasinek Saccharomyces cerevisiae s deletovanymi geny pro transportéry Smf
(25, 45), patiicimi rovnéz do rodiny Nramp transportérii, nejsou schopny ristu na
zésaditém médiu v pfitomnosti chelatorti dvojmocnych kovovych iontd (23). Funkéni
exprese studovaného proteinu Nramp zpisobi komplementaci. Rozsah obnoveni ristu
kvasinek za té€chto podminek je moZno ztotoZnit s mirou funkénosti zkoumaného

proteinu.

3. Transport iontli 1ze sledovat pfimo, pokud pouZijeme radioaktivné znafeny substrat,
napt. >°Fe’* nebo **Mn’* (46), nasledn& bun&&nou kulturu rychle zcentrifugujeme &
zfiltrujeme a posléze provedeme kvantifikaci mnozZstvi substratu akumulovaného
uvnitf bun€k. Tato metoda na rozdil od pouziti fluorescenénich sond citlivych na

dvojmocné ionty neumoziiuje sledovani kinetiky transportu v realném case.

4. Dal3i metoda pro sledovani transportu dvojmocnych kovil, kterd mé oproti pouZiti
radioaktivné znaeného substratu nesporné vyhody, spo¢iva v pouziti fluorescenéniho
barviva citlivého na koncentraci dvojmocnych kovovych iontli (46). Barviva calcein a
fura-2 reaguji na jejich pfitomnost zhaSenim fluorescence nebo zménou excitaéniho

spektra (47).

Vyse popsané metody byly s uspé€chem pouzity v celé fad€ studii - napt. (5, 44, 48) -
pro studium funkce eukaryotnich transportnich proteinti z rodiny Nramp. PouZiti t€chto metod
- zejména elektrofyziologickych a fluorescenénich, které jsou schopny poskytnout detailngjsi
informace o funkci daného transportéru - je vSak v pfipadé¢ prokaryotnich transportért
z rodiny Nramp spojeno s podstatnymi omezenimi danymi velikosti a strukturou bakterialnich
bunék. Heterologni exprese prokaryotnich MntH v eukaryotnim modelovém organismu je
extrémné obtiZzna, ne-li nemoZnd, zatimco bakteridlni bunéény model je vzhledem k malym
rozmérim pro elektrofyziologickd méfeni nevhodny. PouZiti fluorescenénich sond
v prokaryotnich butikdch je komplikovano pfitomnosti dalsich povrchovych struktur, jako je
bunééna sténa &i u gram-negativnich bakterii vn&j§i membrana, které ztézuji efektivni prinik
fluorescenénich sond do cytosolu. Naproti tomu eukaryotni buiiky je mozno relativné snadno
obarvit vhodnou fluorescen¢ni sondou (fura-2, calcein), pokud pouzijeme acetoxymethylester

piislugného fluorescentniho barviva (calcein-AM, fura-2-AM), ktery volné prochazi pies

-15-



Studium funkce bakteridinich transportérii dvojmocnych kovii

plasmatickou membranu; modifikujici chemicka skupina je ndsledn€ uvnitf buriky odStépena

diky pfitomnosti nespecifickych esteras (47).

MnoZstvi dostupnych informaci o eukaryotnich transportérech Nramp podstatné
pfevySuje mnozstvi poznatki o prokaryotnich MntH, jednou zpfifin je bezesporu i
nedostatek vhodnych experimentalnich metod. Jednim z cild této prace bylo proto nalezeni
vhodné metody zajist'ujici prinik fluorescen¢niho barviva do gram-negativni bakterie E. coli

a optimalizace pouziti této fluorescenéni sondy pro charakterizaci transportni funkce MntH.

2.6.1 Metody vhodné ke studiu funkce proteinii MntH

Prvnim testem funkénosti transportniho proteinu MntH jsou obvykle zénové testy. Na
misku s pevnym médiem, na kterém jsou rovnomeérné rozprostiené bakterie exprimujici
studovany transportér, se umisti disk napustény roztokem soli testovaného dvojmocného
kovu. Kolem disku se vytvoii zona, ve které bakterie nenarostou kviili toxickému ucinku
kovi. Jeji velikost zdvisi na tom, zda a do jaké miry je dany transportér funkéni (33).
V zénovych testech l1ze také vyuzit specidlni kmen bakterii, ktery pfi ur€ité restriktivni teploté
neni schopen ristu bez ptidani dvojmocnych kovli do média. Bylo zjisténo, Ze hyperexprese
proteinu MntH miiZe tuto vlastnost eliminovat (28).

Pro piimé sledovani transportu dvojmocnych kovi lze, podobné jako u eukaryot,
pouzit radioizotopy, pifipadn€é mnoZstvi pietransportovaného substratu urcit pomoci
hmotnostni spektroskopie po rychlém zfiltrovani bun€k (35). Pouziti fluorescen¢nich sond
umozfiuje na rozdil od téchto metod sledovani transportni funkce MntH v redlném ¢ase,

narazi vSak na problémy s prunikem fluorescenéniho barviva do bunék.

— lipoprotein

outar |ipid A
bilayer ——- peptidoglycan
~ _soluble protein in
puriplasmic periplasmic space
25 nm P L transport ATPase
inner lipid
bilayer

Obrazek 3: Povrchové struktury bakterie . coli (1)

Gram-negativni bakterie, mezi n&Z patii i Escherichia coli, maji totiz kromé& vnit¥ni
plasmatické membrany na povrchu builky jesté vné&jsi lipidovou membrénu, jejiz vné&jsi vrstva
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je tvofena lipopolysacharidy a buné¢nou sténu, kterd se nachézi mezi vngjsi a plasmatickou
membranou a je tvofena vrstvou peptidoglykanu — viz obr. 3. Systém téchto povrchovych
struktur pfedstavuje mnohem sloZzit&j§i bariéru neZ jednoduchad plasmaticka membrana
eukaryotnich bunék. Vnéj$i membrana je diky pértm, které obsahuje, propustna pro ionty a
latky o malé molekulové hmotnosti, ne v8ak pro latky s vy$§i molekulovou hmotnosti, jako
jsou napf. fluorescenéni sondy. Dalsi bariéru pro prunik fluorescenénich sond p¥edstavuje
peptidoglykan, ktery se nachazi v mezimembranovém — periplasmatickém prostoru. Vybrana
fluorescenéni sonda vhodné pro detekci dvojmocnych ionth (viz kap. 3.4, obr. 6) je navic
zaporné nabitd, a tudiZ neprochdzi membranou, ktera je hydrofobni, navic by kvili zapornému
naboji musela jit proti sméru membranového potencialu. V literatufe byly dosud popsany
pouze dvé¢ metody (viz kap. 3.5-6) pro usnadnéni priniku fluorescenénich barviv do
bakterialnich bunék: elektroporace (49) a pouZiti AM-formy pfislusného barviva (50).
Fluorescenéni metodou vhodnou ke sledovani transportni aktivity MntH, ktera
elegantnim zpiisobem obchdzi nutnost dopravit fluorescenéni barvivo do cytoplasmy, je
pouziti geneticky kédované fluorescenéni sondy — zeleného fluorescenéniho proteinu (GFP).
Jedna se o GFP citlivy na pH — pHluorin (51, 52), ktery miiZe byt pouzit pro sledovani
transportu protonti indukované¢ho dvojmocnymi kovovymi ionty, nebot’ MntH je symportérem

protond a dvojmocnych kovovych ionth (33, 35).
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3 Experimentilni metody a material

3.1 Seznam pouzitych roztoku

e Luria-Bertani médium pro péstovani bakterii (tzv. LB médium)
o 10 g Bacto-trypton, 5 g Bacto-yeast extract, 5 g NaCl v 1 1 destilované vody
o antibiotika
o spektinomycin 100 pg/ml (finalni koncentrace v médiu)
o kanamycin 30 pg/ml
o ampicillin 100 pg/ml
e L-arabinéza
o findlni koncentrace 0,06 %
e elektroporacni pufr
o 1 mM HEPES, 10 % glycerol, pH 7,2
e citrat-fosfatové pufry pro fluorescenéni méieni pH 6-8
o smés 50 mM KH,PO,4 a 50 mM K,HPO,
e citrat-fosfatové pufry pro fluorescen¢éni mé¥eni pH 4,7-5,5
o smés 25 mM kyseliny citronové a 50 mM K,HPOy,
e pufrA
o 50 mM Tris/HCI, pH 7,5 se 100 mM KCl a 1 mM MgSO,
e 0,12 M Tris/HCI pH 8,0
e 0,01 M fosfatovy pufr pH 7
o smes 0,01 M KH,PO,4a 0,01 M K,HPO,
e fluorescencni sonda fura-2
o 1 mM zéasobni roztok v destilované vod& nebo elektroporaénim pufru
e fluorescenéni sonda fura-2-AM
o 1 mM zasobni roztok pfipraveny v dimetylformamidu nebo dimetylsulfoxidu
vzdy &erstve pfed méfenim
e Kkovy
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o rizné koncentrace soli CdCl;, MnCl,, ZnCl,, CoCl,, FeSO4
o dalSi pouzité latky
o EDTA, MgSOQ,, Pluronic F127, lysozym, hovézi sérovy albumin (BSA)

3.2 Pouzité bakterialni kmeny

Veskera méfeni byla provadéna na bakteridlnich kmenech odvozenych od mateiského
kmene E. coli DH11S AmntH, tzn. s vlastnim MntH nefunkénim. Podle typu experimentu
byly bakterie transformovany plasmidem pBAD nesoucim gen pro MntH divokého typu
EcoliA, ptipadné s jednobodovymi mutacemi, ¢i prazdnym plasmidem pBAD piedstavujicim
negativni kontrolu, dale plasmidem pGBM6-pHL (33) nesoucim gen kédujici pHLuorin — viz
tabulka 1.

Tabulka 1: Piehled pouZitych kmentii E. coli

Kmen pGBMé6-pHL MntH na pBAD mutace MntH
EcoliA s pHL ano ano ne, divoky typ
pBAD s pHL ano ne prazdny plasmid
D34G s pHL ano ano Asp>*— Gly
N37T s pHL ano ano Asn’’—Thr
H211Y s pHL ano ano His*!' > Tyr
N250T s pHL ano ano Asn®*—Thr
N401T s pHL ano ano Asn*®' > Thr
EcoliA bez pHL ne ano ne, divoky typ
pBAD bez pHL ne ne prazdny plasmid

3.2.1 Péstovani bakterii

Pii péstovan{ bakterii jsme pouzivali sterilni materidl a pracovali vyhradng sterilng.
Bakterie byly zaogkovany z kolonie na pevném médiu a p&stovany ptes noc v LB médiu. Do
média byla pfiddna pfisluSna antibiotika (30 pg/ml kanamycin, 100 pg/ml ampicillin a 100

ng/ml spektinomycin), aby byly selektovany kmeny nesouci pfislusné plasmidy. Mateisky
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kmen E. coli DH11S AmntH je rezistentni vi¢i kanamycinu, geny pro resistenci na ampicillin
se nachazeji na plasmidu pBAD, pro rezistenci vici spektinomycinu na plasmidu
pGBM6-pHL. Bakteridlni prekultura byla inkubovana pfes noc pfi 37°C a 250 rpm. Réno
byla kultura ve stacionarni fazi pt¥idana v poméru 1:100 do &erstvého média s pfisluSnymi
antibiotiky. Bakterie byly kultivovany 2 hodiny, poté byla pfidana 0,06 % L-arabiondza, ktera
indukuje expresi MntH proteinu. Po 1 hoding kultivace v pfitomnosti arabinézy byly buriky

sklizeny, tzn. vZdy v exponencialni fazi ristu (viz kapitola 3.2.2, obr. 4).

3.2.2 Stanoveni rustové kirivky

Pifi méfeni ristové kfivky bakterii byla bakteridlni prekultura pfipravena, jak je
popsano vyse. Prekultura byla nasledn€ piidana do cerstvého média s antibiotiky v poméru
1:100. Bakteridlni kultura byla kultivovéana pti 37°C a 250 rpm, pfi¢emz v uréitych éasovych
intervalech byl steriln¢ odebran vzorek a stanovena jeho opticka hustota. Opticka hustota byla
méfena na vlnové délce 600 nm absorpénim spektrometrem Novaspec III (Amersham

Biosciences).

6

OD (600 nm)

cas (h)

Obrazek 4: Ristova kiivka bakterii E. coli (kmen EcoliA s pHluorinem) — 2 méFen{
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Name¥ili jsme pro ilustraci ristovou kiivku E. coli pro jeden z kment (viz obr. 4),
riistové kiivky ostatnich kment pouZitych v této praci se od této kiivky prakticky nelisi.
Bakterialni kultura v dobg sklizng pro spektroskopickd méfeni (po 3 hodindch rlistu) je v rané

exponencialni fazi, do stacionarni faze ptechazi asi po 6-7 hodinach rtstu (viz obr. 4).

3.3 Fluorescen¢ni méreni

Fluorescenéni méfeni byla provddéna na spektrofluorimetru FluoroMax-2 (Jobin-
Yvon SPEX) vybaveném xenonovou lampou, jakoZto zdrojem excitaéniho zafeni.
Fluorescenéni signdl byl vzdy korigovan na spektrum vyzafovani lampy. Excita¢ni a emisni

vilnové délky pro jednotlivé typy méfeni jsou uvedeny v tabulce €.2.

Tabulka 2: Parametry fluorescenénich méreni

Typ méfeni Signal Excitace Emise
Excitacni
spektrum futa-2 250 —-500 nm 510 nm
Pom&rové s St 340 nm 520 nm
. 2
méfeni fura-2 S, 380 nm 520 nm
Pomérové Sq 410 nm 520 nm
meéfeni Sl/ Sz
pHLuorin Sz 470 nm 520 nm

3.4 Fluorescen¢ni sonda fura-2

Fura-2 je fluorescencni indikator citlivy na pfitomnost vépniku, ktery je mozZno
excitovat v UV oblasti. Vzhledem ktomu, Ze pfi méfeni excitatnich spekter umoziiuje
pomérové méfeni, nebot’ po navazani vapenatého iontu dochdzi k posuvu maxima absorpce
smérem ke krat§im vlnovym délkam (obr. 5), je pomérn¢ Siroce vyuZivan zejména ve

fluorescenéni mikroskopii.
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Obrazek 5: Excita¢ni (emise na 510 nm) a emisni (excitace na 340 nm) spektrum fluorescenéni sondy fura-2
saturované Ca’' (A) a bez Ca®" (B) v pufru pH 7,2 (47)

Fluorescencni sonda fura-2 (obr. 6) je pro vapnik v porovnani s hoféikem vysoce
selektivni, nicméné véze jiné dvojmocné a trojmocné kationty se signifikantné& vyssi afinitou,
coZ umoziuje, aby byla pouZita pro méteni jejich koncentraci. Ze spektroskopického hlediska
nckteré ionty (napf. Ba®*, Cd** a Sr*") imituji efekt véapniku, zatimco jiné (napt. Mn**, Co®" a
Ni*") zhaseji fluorescenci této fluorescenéni sondy (47). Pozorovatelny efekt Sirokého spektra
dvojmocnych iontl, ktery muze byt pfi méfeni intracelularnich koncentraci vapniku zdrojem
nezadouci interference, je pro ucely monitorovani funkce MntH naopak vyhodou, nebot’ by
meél umoznit sledovéani koncentrace vSech iontl, které jsou substratem tohoto transportniho
proteinu. Fluorescen¢ni sonda fura-2 uZ byla ostatné pouZita ke sledovani transportu kobaltu

transportnim proteinem Nramp2 v eukaryotnich burikach (5).

o -
( OCCH )N N(CH,CO ),
OCH,CH,0
R s5K*
CH,
N=
%/O
c-0
1]
0

Obrazek 6: Fluorescendni sonda fura-2
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Pro nabité latky, jako je i fluorescenéni sonda fura-2, je plasmatickd membrana bun€k
neprostupnd, a proto se pouziva jeji chemické modifikace — esterifikace (obr. 7), kterd
eliminuje ndboj fluorescenéni sondy, ¢imz umozni jeji efektivni priichod pfes plasmatickou
membranu. Acetoxymethylesterové skupiny navazané na karboxyly fluorescenéni sondy jsou
po pruchodu membrénou uvnité buriky rozStépeny nespecifickymi esterasami, ¢imz uvolni
aktivni formu fluorescenéni sondy. Modifikovana forma fura-2-AM (obr. 7) sice vykazuje
fluorescenci, jejiZz spektrum je viacéi volné fura-2 posunuté, ale na rozdil od volné aktivni

formy fura-2 na dvojmocné ionty zménou spektra nereaguje.

R R
(CHSCOCH2OCCH2)2N N[CH:‘_,COCH2OCCH3)2
OCH20H20

o)
CI-'I3
N=
%/O
'(%OCH2OﬁCH3
o] @]

Obrazek 7: Fura-2-AM

A 14 b4 14 +
3.4.1 Méreni fluorescencni odezvy fura-2 na Me** v roztoku

Zékladni charakterizace fluorescenéni odezvy fura-2 na jednotlivé dvojmocné kovové
ionty byla provedena v citrat-fosfatovém pufru pH 4,7 s 1 pM fura-2. B&hem titrace
dvojmocnymi kovy (Cd**, Zn**, Mn®*, Co®* nebo Fe’*) byla méfena excita¢ni spektra po
jednotlivych koncentraénich krocich. Veskeré testované ionty byly pfiddvany s vyjimkou
zeleza ve formé& chloridové soli. Zasobni roztok FeS0, byl pfipraven vzdy bezprostiedné pied

méfenim, aby Zelezo nezoxidovalo.

3.5 Elektroporace

Elektroporace je fyzikdlni metodou, pfi niz vlivem elektrického pole dochazi
k pfechodné permeabilizaci biologickych membrin. V membrang bun&k, na neZ jsou

aplikovany kratké pulsy silného elektrického pole, se vytvoii prechodné péry, které umozni
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priichod latek, pro n&Z je jinak membrina nepropustnd, z vnéj$iho prostfedi do burky.
Elektroporace je postupem b&Zn& pouzivanym pii genetické transformaci bunék.

Tisa a Adler (49) pouzili elektroporaci k obarveni bakterii E. coli barvivem fura-2,
pomoci n¢hoZ sledovali zmény vnitrobunééné koncentrace vapniku pii chemotaxi. Burky
promyli v elektroporaénim pufru (1mM Hepes, pH 7,2, 10% glycerol) a resuspendovali
v tomtéZ pufru na ODsgg (optickou hustotu pii 590 nm) 2-6. Buriky uchovavali na led€. Fura-2
(25-100 pM) byla pfidana k 200 pl suspensi bunek. Aplikovali jeden puls elektrického pole o
kapacité¢ 25 pF a intenzité 5 kV/cm pfi 200 Q p dobu 4-6 ms. Koncentrace barviva uvnitt
bun€k po elektroporaci byla tdajné¢ podobna jako vné€j$i koncentrace. Poté byly bakterie
inkubovany 15 minut v pouZitém piefiltrovaném médiu. Werthén a Lundgren (53) aplikovali

podobny postup na bakterie Serratia liquefaciens.

Ptiprava bunék pro elektroporaci v naSich experimentech v zasadé kopirovala jediny
puvodni dosud publikovany protokol (49). Elektroporace byla provadéna sérii
vysokonapét'ovych pulsl na zafizeni, které jiz diive popsal Vecer a kol. (54). Bakterie (18 ml)
byly zcentrifugovény, dvakrat promyty v elektroporatnim pufru a resuspendovany ve 400 pl
elektroporaéniho pufru. Do elektroporaénich kyvet (vzdalenost elektrod 2 mm) jsme
napipetovali 50 pl bakterii a 50 pl 1 mM fura-2. Po elektroporaci byly bakterie
resuspendovany v 0,5 ml ptivodniho pouzitého média a inkubovany 20 minut pfi 37 °C a 250
rpm. Nésledné jsme suspensi zcentrifugovali, promyli bakterie dvakrat v citrat-fosfatovém
pufru pH 4,7 a resuspendovali v tomtéZ pufru na optickou hustotu 0,2, ¢imZ byly vzorky

piipraveny k fluorescenénimu méfeni.

3.6 Barveni bakterii E. coli fluorescenéni sondou
fura-2-AM

Barveni bakterii Escherichia coli latkou fura-2-AM popsali Gangola a Rosen (50).
Bakterie inkubovali s trishydroxymethylaminomethanem (Tris) a EDTA, které permeabilizuji
vn&j$i membranu gram-negativnich bakterii tim, e odstrafiuji dvojmocné ionty (Ca®", Mg*"),
které stabilizuji lipopolysacharidovou vrstvu (55). Buiiky ve stacionarni fazi (100 ml) byly
zcentrifugovany, promyty v 50 mM Tris-HCI, pH 7,5 se 100 mM KCl a 1 mM MgCl, (pufr
A) a resuspendovany v3 ml 0,12 M Tris-HCI, pH 8.,0. Suspenze byla pfidana do 50 ml
teplého (37°C) roztoku 0,12 M Tris-HCI, pH 8,0 s 0,2 mM EDTA a inkubovéna 2 min p#i
37°C. Pak byla reakce zastavena pfidanim 1mM MgCl,. Buiiky byly zcentrifugovény,

promyty v pufru A, resuspendovany ve -2 ml pufru A a inkubovany s 5 pM fura-2-AM pfi
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37°C, poté promyty v pufru A. Pfi inkubaci s fura-2-AM 2 hodiny byla intenzita fluorescence
dostate¢na a vSechna fura-2-AM byla hydrolyzovana. Jeji koncentrace v butikéch byla 70 - 95
uM.

Riznymi experimentalnimi podminkami pro barveni bakteric Selenomonas
ruminantium latkou fura-2-AM se zabyvali Nakamura a kol.(56). Zjistili, Ze na obarveni
neméla dostadujici vliv ani permeabilizace pomoci EDTA, ani lysozymem. Nepomohlo ani
pouziti emulgatoru Pluronic F127, ktery zvySuje rozpustnost acetoxymetylesteru
v inkubaénim médiu pii pouziti u eukaryotnich bunék, ani pouziti BSA (hovézi sérovy
albumin). Uspokojivého vysledku se jim podafilo dosdhnout az kombinaci Pluronic F127,
BSA a EDTA. Stacionarni kultura bakterii byla promyta a resuspendovéna v pufru A (sloZeni
viz vySe). Buiiky byly inkubovany 120 minut s 50 pM EDTA. Fura-2-AM byla promichana
s Pluronic F127 a pfidéna do inkuba¢niho média s 2 % BSA na findlni koncentraci 5 uM fura-
2-AM a 0,02% Pluronic F127. Po dalsich 120 minutach byly buiiky promyty v pufru A. Tato
doba stacila na hydrolyzu acetoxymetylesteru sondy fura-2.

Pro na§ experiment jsme pouZili protokol (50) modifikovany pfidanim Pluronicu F127
a BSA (56). 50 ml bakteridlni kultury jsme zcentrifugovali, dvakréat promyli v 50 ml pufru A a
resuspendovali v 1,5 ml 0,12 M Tris. Suspensi jsme pfidali do 0,12 M Tris s 1 mM EDTA
oht4tého na 37°C. Buiiky jsme inkubovali 5 minut pfi 37°C a 250 rpm. Pfidali jsme 5 mM
MgSQ,, bakterie jsme zcentrifugovali, promyli ve 25 ml pufru A a resuspendovali ve 2 ml
pufru A s2 % BSA. K 1 ml bun€k jsme ptidali 5 pl 4 % Pluronic F127 a 5 pl, respektive
25 pul 1 mM sondy fura-2-AM rozpusténé v dimetylformamidu (findlni koncentrace 5 uM
fura-2-AM, respektive 25 pM fura-2-AM a 0,02 % Pluronic F127) a smés inkubovali 100
min. Suspensi jsme promichali s pufrem A a zcentrifugovali ji, poté dvakrat promyli v citrat-
fosfatovém pufru pH 4,7. V tomtéZ pufru jsme resuspendovali buiiky na OD 0,2 pro

fluorescencéni méfeni.

3.7 Priprava sféroplastu a jejich barveni fura-2-AM

Jednou z moznosti, jak se vyrovnat s barvenim gram-negativnich bakterii, které maji
sloZité povrchové struktury, je pouziti jejich sféroplastii. Sféroplasty jsou buiiky pouze
s vnitini membranou, maji sféricky tvar a jsou citlivé k osmotickému Soku.

Birdsell a Cota-Robles (57) detailn& popsali tvorbu sféroplastti bakterie E. coli. Buiiky

v riiznych fazich sledovali elektronovym mikroskopem a svételnym mikroskopem s fazovym
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kontrastem. Nejprve butiky promyli a resuspendovali v 0,01 M Tris-HCI, pH 8,0 s 0,5 M
sachar6zou (5.10° bungk na ml). Byl pfidan lysozym na findlni koncentraci 20 pg/ml a buriky
byly inkubovany pfi pokojové teplot¢ 5 aZ 10 minut, poté¢ natedény 1:1 pufrem Tris.
K suspensi byla pfidana EDTA na finalni koncentraci 1 mM. Po 10— 15 minutach bylo

dokonceno formovani sféroplasti.

Inkubace bunék s 0,5 M sachar6zou zpiisobi plasmolyzu. Pfidany lysozym narusuje
peptidoglykanovou vrstvu. Builky po tomto zasahu byly osmoticky citlivé. Cytoplasma méla
srpkovity tvar, vznikla velkd plasmolytickd vakuola. Vngj$i membrana si zachovala tvar pied
plasmolyzou — buiiky mély stéle ty¢inkovity tvar — viz obr. 8A, B. Na to, aby burika ziskala
sféricky tvar, bylo nutné zmensSit koncentraci sacharézy (naredéni pufrem 1:1). Po piidani
EDTA se narusila vnéj$i membrana (obr. 8C) a vznikly sféroplasty ohrani¢ené plasmatickou

membranou se skroucenymi zbytky vnéj§i membrany (obr. 8D).
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Obrizek 8: Tvorba sféroplastli - (A) bakterie po plasmolyze 0,5 M sacharézou, (B) po inkubaci s lysozymem,
(C) a (D) po inkubaci s EDTA (57)

Tento postup s urCitymi modifikacemi aplikovali Sullivan a kol. (58) pro tvorbu
sféroplastt, dale vyuZitych pro zkouméni plasmatické membrany pomoci AFM (atomic force
microscopy). Misto Tris-HCI pouzili fosfatovy pufr, pH 7,0, lysozym pouZili v koncentraci 50
ug/ml a bakterie s nim inkubovali 1 - 2 hodiny, EDTA byla pouZita v koncentraci 10 mM. Po
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vytvofeni sféroplastd (uréeno svételnou mikroskopii) byly butiky promyty ve fosfatovém

pufru s 0,25 M sachar6zou.

P¥i naSich experimentech jsme zcentrifugovali 20 ml bakterialni kultury, promyli v 20
ml 0,01 M fosfatovém pufru pH 7,0 a resuspendovali v 10 ml téhoZ pufru s 0,5 M sacharézou.
Piidali jsme lysozym na finalni koncentraci 20 pg/ml. Inkubovali jsme 10 min pti 37°C a 250
rpm. Suspensi jsme natfedili 1:1 0,01 M fosfatovym pufrem bez sachardzy, pfidali jsme EDTA
na finalni koncentraci 1 mM a inkubovali 10 minut pfi pokojové teploté. K sféroplastiim jsme
ptidali 0,5 — 5 uM sondu fura-2-AM rozpusténou v dimetylsulfoxidu a inkubovali 15-20 min
pfi 37°C a 250 rpm. Sféroplasty jsme stocili, promyli v 50 mM citrat-fosfatovém pufru s 0,25

sachardézou a resuspendovali v tomtéZ roztoku na OD 0,2 pro fluorescenéni méfeni.

Pro kontrolni mé&feni bez fura-2-AM s bakteriemi s pHluorinem jsme bakterie po
inkubaci s EDTA zkontrolovali pod mikroskopem, pak jsme suspensi zcentrifugovali,
sféroplasty promyli v 50 mM citrat-fosfatovém pufru s 0,25 sacharézou a ptipravili pro

fluorescenéni méfeni transportu protont, jak je uvedeno niZe.

3.8 Méreni transportu protoni proteinem MntH
indukovaného Me**

Vzhledem k tomu, Ze transportni protein MntH transportuje spoleéné dvojmocné
kovové ionty a protony, lze pomoci zmén vnitrobunééného pH indukovaného ptidanim
kovového substratu ke studovanému systému piimo charakterizovat transportni funkci

studovaného MntH (33, 35).

Excita¢ni spektrum pHLuorinu se méni v zavislosti na koncentraci protont v jeho
bezprostfednim okoli - z poméru intenzity fluorescence pfi excitaci 410 nm a 470 nm (emise
mé&fend na 520 nm) lze urcit podle kalibra¢ni kiivky pH uvniti bunék. Pro Kkalibraci
fluorescenéni odezvy pHluorinu se pouziva kyanid-m-chlorophenylhydrazon (CCCP), ktery
vyrovnava pH vné a uvnitt bunek (57, 52).

10 ml bakteridlni kultury (kmen s plasmidem pro pHluorin) jsme zcentrifugovali a
dvakrat promyli v 10 ml citrat-fosfatovém pufru pH 5,0 ohfatého/ochlazeného pfiblizné na
teplotu, pti které jsme chtéli sledovat transport. Bakterie jsme resuspendovali v tomtéz pufru a
nastavili na optickou hustotu 0,2 pfi 600 nm. Kyvety se suspensi bakterii jsme vloZili do

termostatu a nechali vytemperovat. Mé&fili jsme pomér intenzit fluorescence pfi excitaci 410 a
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470 nm na po¢atku méfeni a pak v zavislosti na ¢ase po ptidani dvojmocného kovu. Kyvety
byly udrZzovany na konstantni teploté¢ jak ve spektrometru, kde byly omyvané vodou
z termostatu, tak mezi jednotlivymi méfenimi, kdy byly umistény v nddobce termostatu.

Z poméru intenzit jsme podle kalibraéni pfimky [1] urcili pH uvnitt bunék.

PH = 1,689 - R, 4,470 + 5,649 [1]

Z rozdilu pH pfed pfidanim kovu a v danych ¢asovych intervalech po pfidani kovu jsme

vypocitali zménu koncentrace protond v nM [2].

A[H 1(nM) = (10777 =107 ). 10° 2]

3.8.1 Popis transportu pomoci rovnice Michaelise a Mentenové

Na transport pfes membranu membranovym proteinem je mozné se divat jako na
reakci katalyzovanou enzymem. Substratem v této reakci je pfendsend latka na jedné strané
membrany, produktem je tato latka na strané druhé. Proto miZeme transport popsat rovnici

Michaelise a Mentenové [3] a urit konstanty Viax a Ky (59).

)

y = ——maxt7]
K, +[S] B3]

V ptipadé, kdy sledujeme tok protonti pies membranu indukovany dvojmocnym

kovem, vystupuje v této rovnici jako koncentrace substratu koncentrace dvojmocného kovu

v suspensi bunék a jako rychlost reakce zmé&na koncentrace protonti uvniti buriky v uréitém

¢ase po pridani kovu.

3.8.2 Arrheniova aktiva¢ni energie

Transport mizeme charakterizovat také pomoci Arrheniovy aktivaéni energie, kterd
vyjadfuje energetickou bariéru chemické reakce (vtomto piipadé transportu). Je mozné ji

urdit z teplotni zavislosti transportu podle rovnice [4] (60):
—(AE, / RT
k, = Ae”5'1) [4]

V naSich experimentech jsme dosadili za rychlostni konstantu k. reakce zménu

koncentrace protond uvnitf butiky v co moZna nejkrat§im &ase po pfidani dvojmocného kovu.
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Aktivacni energii jsme ur¢ili z Arrheniova grafu - na ose x je reciproka hodnota teploty a na
ose y logaritmus naméfené hodnoty zmény koncentrace protonil - jako smérnici pfimky

proloZené naméfenymi body.
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4 Vysledky a diskuse

Jak jiz bylo vy$e zminéno, hlavnim cilem této diplomové prace bylo studium
transportni funkce bakterialnich sekundarné aktivnich transportnich proteinti MntH, které
zprostfedkovavaji symport dvojmocnych kovovych iontii spoleéné s protony. S ohledem na
povahu transportu zprostfedkovavaného MntH se da k dané problematice pfistoupit dvojim
zpisobem: sledovat pfimo transport dvojmocnych kovovych iontl, nebo transport protont
indukovany témito ionty. Diky tomu ma vysledkova &ast této diplomové prace dvé &asti,
jednu pfevazné metodologickou (kapitola 4.1), zabyvajici se vyvojem a optimalizaci
fluorescenéni metody pro sledovani transportu dvojmocnych kovovych iontd, a druhou
(kapitola 4.2), ktera pouZiva jiz etablované metody pro sledovani transportu protonti (33) pro

ziskani poznatkl o vztahu struktury a funkce transportnich proteinii MntH.

4.1 Méfeni transportu Me”" in vivo

Pro sledovéni transportu Me** byla vybrana fluorescendni sonda fura-2, kterd ma
excitaéni spektrum citlivé na tyto dvojmocné ionty a kterd jiz byla s uspéchem pouzita pro
sledovéni transportu kobaltu do eukaryotnich bun€k (46). Nicméné u bakterii bylo t¥eba
ptekonat problém s jejich povrchovymi strukturami - vné&j$i membranou a bunéénou sténou,
které brani priniku sondy do bun€k. Optimalizace fluorescenéni metody pro méfeni
transportu Me®" méla tedy nékolik vyznaénych etap. Nejprve bylo tieba podrobng proméfit
fluorescenéni odezvu sondy fura-2 na vSechny dvojmocné kovové ionty, které jsou substratem
MntH, jelikoz je znamo, Ze fura-2 reaguje na p¥itomnost dvojmocnych iontii dvéma odli$nymi
zpusoby (viz kapitola 3.4). Nasledovalo hledani takové techniky, kterou by bylo mozZné
dosdhnout obarveni cytosolu bakterii touto sondou dostateéného pro sledovani transportu
Me?*. Dle dostupné literatury existuji v zasad® pouze dv& metody: jednak elektroporadni
techniky (49, 54), jednak barveni bunék E. coli pomoci acetoxymetylesteru fluorescenéni
sondy fura-2-AM (50). Alternativné je mozno uvaZovat i o odstranéni povrchovych struktur

bakterii E. coli, tzn. pokusit se barvit sféroplasty bakterii.

4.1.1 Vliv Me*" na fluorescenéni odezvu fura-2

Fluorescenéni sonda fura-2 se pouZiva predevs§im k detekci vdpenatych iontd.

V pritomnosti Ca”" se jeji excitadni spektrum posouvé k niz$im vlnovym délkam (viz obr. 5).
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Ovétovali jsme, jak ovliviuji jeji fluorescenéni spektrum jiné dvojmocné ionty, které jsou
substraty transportniho proteinu MntH (Cd**, Fe**, Mn*", Co*" a Zn®").

Zjistili jsme, Ze v zavislosti na koncentraci Cd*" a Zn>* se posouva excitadni spektrum
fura-2 podobné jako u vapniku (viz obr. 9 a 10). Pro detekci téchto kovili je mozné vyuzit
pomé&rové méfeni — pomér intenzity fluorescence pii excitaci 340 nm, resp. 380 nm (viz.
kapitola 3.3). Na rozdil od efektu kadmia & zinku p¥itomnost Mn**, Co** a Fe?* zplisobuje
zhaSeni fluorescence (viz obr. 11 - 13) a pomérového méfeni neni tudizZ moZno vyuzit.

Proméfené odezvy fluorescentni sondy na jednotlivé dvojmocné kovové ionty v pufru
jasn€ ukazuji, ze pouziti fura-2 pro méfeni koncentrace kadmia, zinku, kobaltu, Zeleza a
manganu, a tedy i pro sledovani zvySovani jejich koncentrace zpisobené vlivem transportni
funkce proteinu MntH, by mélo byt v principu mozZzné. Z dat zjist€nych titraci fura-2
jednotlivymi dvojmocnymi kovovymi ionty rovnéZz vyplyvd, Ze kalibraéni kiivka
fluorescenéni odezvy fura-2 musi byt stanovena pro kazdy ze sledovanych ionth

individualné.
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Obriazek 9: Vliv Cd** na excita&ni spektrum fura-2 (1 pM), koncentrace Cd*": 0 uM; 0,10 uM; 0,20 uM;
0,29 UM 0,38 M 0,48 UM 0,57 M 0,65 M, 0,74 uM, 0,83 UM, 0,91 M, 0,99 M
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Obrizek 10: Vliv Zn*" na excitadni spektrum fura-2 (1 uM), koncentrace Zn>*:0 uM; 0,1 pM; 0,2 pM; 0,4 pM;
0,8 uM; 1,5 pM; 3,0 uM; 5,8 uM; 11 pM; 22 uM; 43 pM; 84 uM; 650 uM
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Obrazek 11: Zhageni Mn®" fluorescence fura-2 (1 pM) - excitaéni spektrum, koncentrace Mn": 0 pM; 0,1 uM;
0,2 uM; 0,4 uM; 0,8 uM; 1,5 pM; 3,0 pM; 5,8 uM; 11 uM; 22 uM; 43 uM; 84 pM; 170 uM; 330 uM; 650 pM;
1,3 mM; 2,6 mM
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Obrazek 12: Zhageni Co®* fluorescence fura-2 (1 pM) - excita&ni spektrum, koncentrace Co*: 0 pM; 0,1 uM;

0,2 uM; 0,4 pM; 0,8 uM; 1,5 pM; 3,0 uM; 5,8 uM; 11 uM; 22 uM; 43 uM; 84 uM; 170 uM;‘ 330 uM; 650 pM;
1,3 mM; 2,6 mM; 5,0 mM
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Obrizek 13: Zhageni Fe** fluorescence fura-2 (1 uM) - excita&ni spektrum, koncentrace Fe**: 0 uM; 0,1 uM;

0,2 uM; 0,4 uM; 0,8 pM; 1,5 uM; 3,0 pM; 5,8 uM; 11 uM; 22 uM; 43 puM; 84 uM; 170 uM; 330 uM; 650 uM;
1,3 mM; 2,6 mM; 5,0 mM
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4.1.2 Barveni bakterii sondou fura-2 pomoci elektroporace

K barveni bungk pomoci elektroporace byla zvolena metoda kratkych pulst (54),
jelikoZ klasicky elektroporaéni protokol (49) neposkytoval dostate€né obarveni cytosolu pro

ucely méfeni transportu zprostiedkovaného MntH (Chaloupka a Cellier, nepublikovana data).

Pii hledani vhodnych elektroporaénich podminek jsme postupovali nasledujicim
zpuisobem. V prvni fazi bylo t¥eba provéfit §irsi spektrum experimentalnich podminek (riizna
délka pulsu, opakovaci frekvence, napéti, celkova délka elektroporace) a najit takové, pfi
kterych bakterie elektroporované v roztoku fura-2 po promyti suspense bakterii dostate¢né
fluoreskovaly. Nasledné bylo tfeba provétit, zda je za takovychto elektropora¢nich podminek
mozno sledovat transport zprostiedkovany proteinem MntH, a pfipadné tyto elektroporaéni
podminky mirn€ modifikovat. Testovani vhodnosti danych podminek probihalo dvojim
zpisobem: bud’ pomoci odpovidajici kontroly exprimujici kromé& EcoliA i pHluorin, nebo
porovnénim odezvy fura-2 — jednak v burikach exprimujicich EcoliA, jednak v butikach
nesoucich jen prazdny plasmid — na ptidani substratu (Cd*") k bundné kultufe v suspensi.
Provéfili jsme i reakci fluorescencni sondy na nésledné pfidani chelatord dvojmocnych
kovovych iontt.

K prvnim méfenim jsme pouzili kmen EcoliA (bez pHluorinu). V prvnim pokusu jsme
meénili frekvenci (5 Hz, 50 Hz), délku pulsu (1 ps, 10 ps, 20 ps, 50 ps, 100 ps) a délku
elektroporace (20 s — 5 min) pfi napéti 1800—-1900V. Z osmi vyzkouSenych kombinaci jsme
nasli jednu (frekvence 50 Hz, délka pulsu 50 us, délka elektroporace 1 min), pfi které byla
naméfend intenzita vyrazné odlisna od kontroly, ktera byla elektroporovana bez pfitomnosti

barviva fura-2.

V dals$im meéfeni jsme zkusili rozpustit barvivo misto v destilované vod&
v elektropora¢nim pufru. ZkouSeli jsme frekvence 50 Hz, 25 Hz, 10 Hz a 5 Hz, délka pulsu
byla u vSech vzorkt 50 ps, elektroporovali jsme vzdy 30 nebo 60 s pfi napéti 1800-2200V.

Naméfend excitaéni spektra jsou uvedena v obrazku 14. Intenzita je vZdy vydélena
intenzitou v misté, kde jiZ neni signal od barviva (primér hodnot u 480 aZ 485 nm) - pro
zkorigovani mirné rozdilnych OD jednotlivych vzorkd. Od spekter je ode&teno spektrum
kontrolniho vzorku, ktery byl elektroporovany (50 Hz, 60 s) bez fluorescenéni sondy. Zjistili

jsme, Ze p¥i nizkych frekvencich (5 a 10 Hz) je obarveni bakterii nedostatedné.
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Obrazek 14: Vliv frekvence elektroporaénich pulsti na obarveni, délka pulsu 50 us; 1 - 50 Hz, 30 s; 2 - 50 Hz,
60s;3-25Hz,30s;4-25Hz,60s;5-10Hz,30s;6-10Hz,60s;7-5Hz,60s

U vybraného vzorku (frekvence 50 Hz, délka elektroporace 30 s) bylo provedeno
testovaci pomérové méfeni (viz obr. 15). P¥idali jsme 1 pM Cd** (finalni koncentrace) a poté
100 uM chelator DPTA. Po pfidani kadmia byla vidét vyraznd zména poméru — posunuti
excitaéniho spektra k niz§sim vlnovym délkam, coZ znaci, Ze se kadmium pravdépodobné
dostalo k fluorescenénimu barvivu, pfidani chelatoru DPTA, ktery neprochdzi membranou,
tuto zménu nezvratilo.

Pfedchozi nad¢jné vysledky vSak bylo tieba ovefit. V dal§im meéfeni jsme
elektroporovali jak aktivni kmen EcoliA, tak kmen pouze s prazdnym plasmidem pBAD.
Elektroporaéni podminky: frekvence 50 nebo 25 Hz, délka elektroporace 30 nebo 60 s, délka
pulsu 50 ps, napéti cca 2000 V. Pfi podminkdch 50 Hz, 30 sa 25 Hz, 60 s byla intenzita
fluorescence dostate¢na, pfi 25 Hz, 30 s buriky svitily méné, ale nejméné dvakrat vic nez u
vzorku s elektropora¢ni frekvenci 10 a 5 Hz z pfedchoziho méfeni. Pomémé vyrazné se lisila
intenzita fluorescence u dvou riznych vzorkt (EcoliA a pBAD) se stejnymi elektroporaénimi

podminkami.
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Obrazek 15: Pom&rové méfeni — vliv pfidani Cd** a DPTA u aktivniho kmene EcoliA (délka pulsu 50 us,
frekvence 50 Hz, délka elektroporace 30 s)

Se vzorky jsme provedli také pomérové méteni. Na obr. 16 je srovnani vlivu Cd** na
fluorescenci barviva — porovnani aktivniho kmene EcoliA a negativni kontroly pBAD bez
transportéru MntH (elektroporani podminky délka pulsu 50 Hz, délka elektroporace 60 s,
frekvence 25 Hz). Zjistili jsme, Ze spektrum fluorescen¢niho barviva po pfidani kadmia se
bohuzel vyrazné zmeénilo nejen u kmene s transportérem MntH (EcoliA), ale i u negativni
kontroly pBAD. Znamena to, Ze zji§ténd zména neodpovidd transportu transportnim
proteinem MntH. Kadmium se ziejm¢ dostalo dovnitt bun€k i u kmene bez transportéru
MntH, coZ potvrzuje i fakt, Ze po piidani chelatoru se pomér intenzit fluorescence nezménil.
Buriky zistaly zfejm& poSkozené elektroporaci a kadmium miZe pronikat dovnitt. Jinou
moznosti je, Ze fluorescentni barvivo zlstalo v periplasmatickém prostoru. Zména poméru
intenzit byla vidét u obou kment i u vzorkl s niz§i intenzitou fluorescence a mirn&j§imi

elektroporaénimi podminkami (puls 50 ps, frekvence 25 Hz, délka elektroporace 30 s).
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Obrazek 16: Pomérové méfeni — porovnani kmenii EcoliA a pPBAD (délka pulsu 50 ps, frekvence 25 Hz, délka
elektroporace 60 s)

Intenzitu elektroporace jsme se snazili zmirnit a zkusit tak ptedejit poskozeni bakterii.
Snizili jsme délku pulsu. Elektroporaéni podminky: délka pulsu 10, 20 nebo 40 us po dobu
60 s nebo délka pulsu 20 ¢&i 40 ps po dobu 30s, frekvence 50 Hz, napéti cca 2000 V. Pokus
jsme opét délali jak s kmenem EcoliA, tak s kmenem pBAD. Vysledkem bylo, Ze i za téchto
podminek u vSech vzorkid bez transportéru MntH byla vidét zména excita¢niho spektra po
pfidani kadmia. U né€kterych vzorku byla navic velmi nizk4 intenzita fluorescence.

Pokradovali jsme ve zkoumani velmi kratkych elektropora¢nich pulsii. Abychom
zvétsili intenzitu fluorescence, zkusili jsme naopak prodlouZit celkovou dobu elektroporace.
Zjistili jsme, Ze pti podminkach 50 Hz, 2000 V, délka pulsu 5 ps, délka elektroporace 300 s,
respektive délka pulsu 10 ps, délka elektroporace 150 s, byla intenzita fluorescence zcela
nedostacujici.

Vliv elektroporace na buiiky jsme se alternativné snazili zmirnit sniZovanim napéti.
Zjistili jsme, Ze pii sniZeni napéti na 1000 V (délka pulsu 50 ps, frekvence 50 Hz, délka
elektroporace 30 s) byla intenzita fluorescence dost mala a pfi napéti 600 V nebyly bakterie
obarvené vibec. Pfi napéti 1500 V byla intenzita fluorescence také pomé&rné€ mala, ale zkusili
jsme s ni dale pracovat. ProdlouZili jsme dobu elektroporace a intenzita fluorescence pak byla

dostadujici. Bohuzel u t&chto vzorkid byla opét vidét zména spektra po pfidani kadmia i u
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kmene bez transportéru MntH. Pouze u nejkrat$i doby elektroporace 30 s tato zména nebyla
patrnd, ale bylo to pravdépodobné zplsobeno kontaminaci zbytkovymi dvojmocnymi kovy
(excita¢ni spektrum fura-2 bylo posunuté k niZ§im vlnovym délkédm jest€ pied pfiddnim
Cd*"), s kterou jsme méli pti praci se vzorky s nizkou intenzitou fluorescence problémy.
Tento vliv jsme eliminovali pfidinim 1 mM EDTA do média p#i sklizni vypéstovanych
bakterii a do prvniho promyti jak pfed elektroporaci, tak po ni. Vysledkem bylo, Ze i pfi
pomé&rné nizké intenzité fluorescence bylo vidét vliv ptidani Cd**, bohuzel viak jak u kmene

s transportérem MntH, tak u kmene s prdzdnym plasmidem pBAD.

Abychom eliminovali nepfiznivy vliv elektroporace na buriky, prodlouZili jsme dobu,
po kterou se bakterie mohou po elektroporaci regenerovat. Provedli jsme elektroporaci jiZ po
2 hodinach péstovani bakterii (steriln€), teprve poté jsme ptfidali L-arabinézu (indukce
syntézy proteinu MntH) a dal$i hodinu jsme nechali bakterie rist. Elektroporaéni podminky:
délka pulsu 50 us, frekvence 50 Hz nebo 25 Hz, délka elektroporace 30 s, napéti cca 2000 V.
Ani pfi téchto podminkdch jsme ovSem nedosahli lepSich vysledkd, i pro kmen bez
transportéru MntH byla opét vidét zmena excitaéniho spektra po pfidani kadmia.

Paraleln€ s elektroporaénim barvenim barvivem fura-2 jsme pro nékteré
experimentalni podminky zkouSeli kontrolni elektroporaci bez barviva. Pouzili jsme buiiky
s pHluorinem a sledovali transport protontl. Transport protont byl u viech elektroporovanych
vzorki podstatn¢ niZzsi neZ u vzorku, ktery nebyl elektroporovan. Pomérné dobie byl transport
zachovan (asi polovi¢ni oproti neelektoporovanému vzorku) u experimentalnich podminek -
délka pulsu 5 ps, frekvence 50 Hz, délka elektroporace 300 s, respektive délka pulsu 50 ps,
frekvence 12,5 Hz, délka elektroporace 30 s. Pfi délce pulsu 5 ps ani pf malych
elektroporaénich frekvencich (viz obr. 9 — frekvence 10 Hz) se nam vSak pfi experimentech

s fura-2 nepodaftilo buiiky obarvit dostate¢né.

Pii elektroporatnich experimentech se ndm podatilo najit experimentdlni podminky
(délku pulsu, frekvenci pulsd, napéti, celkovou délku elektroporace), pii kterych bakterie
elektroporované v roztoku fura-2 po promyti suspense bakterii dostate¢né fluoreskovaly.
V téchto experimentech byla po piidani Cd** ke vzorku dobfe vidét zména excitaéniho
spektra. Bohuzel tato zména byla vidét jak u kmene bakterii, které exprimuji transportni
protein MntH, tak u kmene bez tohoto proteinu (pouze s prazdnym plasmidem pBAD) - u
bakterii pfedstavujicich negativni kontrolu. Pozorovana zmé&na fluorescenéni odezvy fura-2
tedy nemiiZe odpovidat transportu Cd** zprosttedkovanému proteinem MntH. Nepodatilo se

nam tedy najit takov€ nastaveni experimentu, pii kterém by byla dostatednd fluorescence
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vzorku a zaroven se fluorescenéni spektrum nemeénilo po ptidani Cd™" k suspensi bungk

kmene, ktery nema v membrané transportér MntH.

4.1.3 Barveni bakterii fluorescen¢ni sondou fura-2-AM

Dalsi testovanou mozZnosti bylo barveni bakterii acetoxymetylesterem barviva fura-2
dle diive publikovaného protokolu Gangoly a Rosena (50). Jelikoz se pouzitym postupem
bakterialni buriky sondou fura-2 obarvit dostate¢né nepodatilo, pfistoupili jsme k modifikaci
puvodniho protokolu podle Nakamury a kol. (56). Pfi barveni gram-negativnich bakterii
Selenomonas ruminantium autofi aplikovali Tris a EDTA, hovézi sérovy albumin a detergent
Pluronic. Ani tyto modifikace v§ak nevedly ke kyZzenému cili. Vyzkouseli jsme také protokol
pouzity v €lanku Hiaroky a Kimbary (6/) aplikovany na bakterie Comamonas testosteroni
(promyti bakterii v 10 mM HEPES), ale ani timto zpiisobem se nam nepodatilo bakterie
obarvit. Proto jsme pfistoupili k odstranéni vnéjSich obalovych struktur bakterii, tzn. k praci

se sféroplasty.

4.1.4 Barveni sféroplastii sondou fura-2-AM

Nejprve jsme se pokusili vytvofit sféroplasty zbakterii EcoliA s pHluorinem,
abychom zjistili, jestli odstranéni vnéjSich vrstev bakterii bude né&jak negativné ovliviiovat
transport protontl transportnim proteinem MntH. Sledovali jsme transport protoni u
sféroplasti pomoci pHluorinu v citrat fosfaitovém pufru pH 4,7 s0,25 M sachar6zou.
1000 s po pridani substratu MntH (100 uM Cd**) byla zm&na koncentrace protoni asi 40 nM,
tj. asi poloviéni hodnota neZ u intaktnich bakterii. Nicméné bylo moZno konstatovat, Ze

transportér v plasmatické membranég sféroplasti je pravdépodobné funkéni.

Stéroplasty jsme dale barvili sondou fura-2-AM. Pfi dvacetiminutové inkubaci s 5 uM
fura-2-AM se nam sféroplasty podafilo obarvit v dostate¢né mite. Nicméné pfidani kadmia ke
vzorku s transportérem MntH ovlivnilo pouze intenzitu fluorescence, ale k pfedpokladanému
posuvu spektra nedoslo. Fluorescenéni spektrum mélo jiny tvar nez spektrum volné fura-2
v elektroporovanych burikach (maximum cca 367 nm), bylo posunuté k vét§im vinovym
délkam (stfed pasu cca 380 nm). Pozorovany efekt je pravdépodobné zptisoben tim, Ze
v butikach nedoslo k plnému rozloZeni acetoxymethylesteru pomoci nespecifickych esteras;
v butikdch tedy kromé fura-2 fluoreskuje také fura-2-AM, kterd neni citlivd na dvojmocné

kovové ionty.
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Abychom snizili mnozstvi nerozloZzené fura-2-AM uvnitf bunék, snizili jsme jeji
koncentraci v inkuba¢nim médiu. Intenzita fluorescence byla potom vyrazné nizsi a zévisela
na koncentraci fura-2-AM v inkubaénim roztoku. OvSem spektra opét nebyla citlivd na
pfidani kadmia. Na obr. 17 je spektrum ziskané inkubaci sféroplast s 2 uM fura-2-AM a vliv
pfidani kadmia. Spektra jsou zkorigovana (vydélenim primérem hodnot pro 480 — 485 nm
pivodniho spektra) a je od nich odeftené spektrum kontrolniho vzorku sféroplastl, ktery
nebyl inkubovany s barvivem. Buiiky se tedy ani touto metodou nepodafilo obarvit tak, aby

bylo mozné sledovat transport.
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Obrazek 17: Sféroplasty obarvené v roztoku 2 mM fura-2-AM, vliv pfidani 100 mM Cd** (1000 s po pfidani)

4.1.5 Shrnuti a diskuse kapitoly 4.1.

Fluorescen¢ni sonda fura-2 je sice principidlné vhodnd ke sledovédni zmén
vnitrobunééné koncentrace kadmia, manganu, zinku, kobaltu a Zeleza (kapitola 4.1.1), oviem
ztiZeny prinik sondy do cytosolu bun€k (kapitoly 4.1.2 — 4.1.4) je zasadni ptekazkou jejiho
pouziti pro monitorovani zmén koncentrace téchto dvojmocnych kovovych ionth

zpusobenych ¢innosti transportniho proteinu MntH.

Elektropora¢ni barveni bakteridlnich bun¢k se ukdzalo za urditych podminek jako
dostate¢né efektivni, ale bud’ se pfi elektroporaci barvivo dostane pouze do periplasmatického

prostoru a na jeho fluorescentni vlastnosti ma tedy vliv pfidani kadmia i u bakterii bez
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transportéru MntH, anebo jsou buiiky po elektroporaci poSkozené; plasmatickd membrana je
ziejm& po elektroporaci propustnd pro ionty. Oproti tomu se barveni bakterii chemicky
modifikovanou sondou fura-2-AM ukézalo jako zcela nedcinné, coZ je mozno pticist na vrub
ptitomnosti vnéj§i membrany a bunétné stény u gram-negativnich bakterii, k nimz patii i
bakterie E. coli. Odstranime-li tyto obalové struktury, tzn. pracujeme-li se sféroplasty E. coli,
tak sice dosahneme obarveni jejich cytosolu, ale bohuzel je v cytosolu p¥itomna nejen fura-2,
ale ve stejné & vy$ mife i nerozloZend fura-2-AM nereagujici na Me®*, coZ je velmi
pravdépodobné zplisobeno nepfitomnosti (anebo piinejmenSim nedostate€nou aktivitou)

nespecifickych esterdz ve sféroplastech bakterie E. coli (62).

Nepodatilo se nam tedy najit vhodnou experimentalni metodu pro obarveni bakterii
fluorescenéni sondou fura-2, kterou by bylo mozné vyuzit pro studium struktury a funkce
transportéru MntH v bakteriich E. coli. Z kontrolnich experimentdi, v nichz byla sledovana
transportni aktivita MntH pomoci pHluorinu a jeji ovlivnéni elektroporaci ¢&i pfipravou
sféroplastli, vyplyva, Ze vSechny dostupné metody barveni jsou pravdépodobné pomérné
invazivni a ovliviyji fyziologicky stav modelového organismu.

Pouziti pHluorinu (geneticky kodované fluorescenéni sondy na méfeni
vnitrobunééného pH) ke studiu transportni funkce MntH by ovSem mohlo byt
metodologickou inspiraci pfi hledani vhodnych alternativ pro sledovéani transportu Me?*
zprostiedkovaného MntH v bakteriich. V neddvné dobé byly popsany geneticky kédované
fluorescenéni sondy rovnéZ na bazi GFP, které umozituji méfeni vnitrobunééné koncentrace
vapniku (63- 65). Jsou to fuzni proteiny kombinujici vlastnosti proteinu obsahujiciho vazebné
misto pro vapnik, obvykle kalmodulinu, a jednoho ¢i dvou fluorescenénich proteind. Jeden
typ té€chto sond je zaloZen na Forsterové rezonan¢nim pienosu energie (FRET). Pfitomnost
vapniku zméni konformaci systému, ¢imz dojde ke zméné vzdalenosti mezi fluorofory, na niz
je FRET velmi citlivy (63, 65). Druhy pouzivany typ sestava z cirkularné¢ permutovaného
fluorescenéniho proteinu a proteinu vazictho vapnik, konforma¢ni zména pfi interakci

s vapnikem zmeéni fluorescenéni vlastnosti proteinu, které je mozno jednoduse sledovat (64).

Doposud byly sice sondy tohoto typu pouzity vyhradné pro detekci vnitrobunééné
koncentrace Ca”", ale existuji relativng dobré predpoklady, e by tyto sondy mohly reagovat i
na zménu koncentrace jinych dvojmocnych kovovych iontli; napfiklad kadmium ma iontovy
polomér velmi blizky iontovému poloméru vapniku (66). Ostatné fura-2 reaguje na kadmium
stejnym zpusobem jako na vapnik (47) pravdépodobné z toho divodu, Ze oba ionty sdileji

stejné vazebné misto.
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4.2 MntH bakterie E. coli — vztah struktury a funkce

Tato ¢ast diplomové prace se jiz zabyva vlastnim studiem transportniho proteinu
MntH bakterie E. coli, zejména vztahu mezi strukturou tohoto transportniho proteinu a jeho
funkci. K podrobné charakterizaci transportni funkce MntH bylo pouzito zeleného
fluorescenéniho proteinu citlivého na pH, jimZ je moZno studovat transport protond
indukovany pfitomnosti kovového substratu (33, 35). Vyhodou této jiz dobfe zavedené
metody je to, Ze na rozdil od pouziti fluorescenéni sondy fura-2 neni potieba buriky sloZité

barvit, nebot’ fluorescenéni protein se syntetizuje ptimo uvnitt bakterii.

Byl studovan vliv teploty na transport protont indukovany Me®" divokym typem
transportéru MntH (EcoliA) a transportéry s vybranymi bodovymi mutacemi. Cilem bylo
jednak zvysit citlivost metody, jednak urcit Arrheniovu aktivaéni energii transportu protont,
jakozto dutlezity ukazatel, ktery muze poskytnout cenné informace o ovlivnéni funkce
proteinu danou bodovou mutaci. K podrobn&jsi charakterizaci byly vybrany jednak mutace jiz
diive studované (D34G, N37T, H211Y a N401T) (35), jednak nova bodova mutace splitujici

kritérium specifi¢nosti pro rodinu Nramp — N250T.

4.2.1 Vliv teploty na transport protoni indukovany Cd**

Nejprve jsme studovali podrobné kinetiku transportu protont indukovaného Cd**
divokym typem transportéru MntH z bakterie E. coli (EcoliA). Zjist'ovali jsme u n&j zavislost
transportu protonti na koncentraci kovového substratu (Cd*") za riznych teplot s cilem urdit,
zda se studovany transportér chova podle kinetiky Michaelise a Mentenové (kapitola 3.8.1),
eventuelné jaky vliv md zména teploty na konstanty K, a Viax charakterizujici transport, a zda
je zvySenim teploty mozno zvysit citlivost metody.

V grafech 18 a 19 zobrazujicich vysledné kinetiky jsou vyneseny stfedni hodnoty
ziskané zpravidla z 2 — 3 nezavislych méfeni, transport byl méfen vzdy 500 a 1000 s po
pfidani kovového substratu. Souborem vSech naméfenych dat byly prolozeny kiivky
odpovidajici kinetice Michaelise a Mentenové, zjistili jsme, Ze data odpovidaji této zavislosti.
Uréili jsme konstanty K a Viax Piislu$né K, a Viax (a jejich zavislost na teploté) jsou
uvedeny v tabulkach 3 a 4, pomoci takto ziskanych hodnot K, a Vi byly naméfenymi daty
proloZeny kfivky v grafech 18 a 19.
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Obrazek 18: Transport protonti 500 s po pfidani Cd** za riznych teplot

Zmény koncentrace protonil pro kontrolni vzorek bez ptidani Cd** byly u viech teplot
P

zanedbatelné, max. 4 nM v 1000 s. Jako negativni kontrolu jsme zméfili téZ transport

s kmenem pBAD bez transportéru MntH pii teplot¢ 37 °C. Maximalni zména koncentrace

protonti v 1000. s nepiesahovala 5 nM.

Tabulka 3: Konstanty K, a V. pro transport v 500 s

Teplota K, (uM) Venax (nM)
cria® 0,31 + 0,07 72+3
31°C 0,32+ 0,10 52+5
25°C 0,29 + 0,11 28 +£2
15°C 0,3+0,3 13+3
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Obrazek 19: Transport protonti 1000 s po ptidani Cd** za riiznych teplot

Chyba méfeni nami urCenych konstant Ky, je pomérné vysoka zvlasté u teploty 15 °C,

coZ je zpusobeno relativné velkym rozptylem namétenych dat. P této teploté je totiZ velikost

transportu velmi mald a naméfena hodnota transportu ptili§ nepfevysuje hodnotu ziskanou pfi

proméfovani transportu protoni negativni kontrolou — kmenem bez proteinu MntH.

Tabulka 4: Konstanty K, a V. pro transport v 1000 s

Teplota K. (uM) Vinax (nM)
37 9C 0,36 + 0,07 148 £ 6
31°C 0,36 + 0,08 82+5
35 8¢ 0,33+0,10 47+3
15°C 0,3+0,3 18+ 4

Co se tyCe chyby ureni Vpa, odhadujeme zrozptylu hodnot ziskanych pii

jednotlivych méfenich, Ze v pfipadé teploty 15 °C a ¢aste¢n€ i u teploty 37 °C bude skuteéna

chyba vétsi, neZ je hodnota chyby uvedena v tabulkach 3 a 4 (ur€end pfi prokladani pfislusné
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kiivky vSemi naméfenymi daty). Na velky rozptyl dat ma ziejmé vliv hlavn€ rozdilnost
podate¢nich pH jednotlivych méfenych vzorki, pfipadné jiné faktory charakterizujici celkovy
stav bakterialni kultury

Po aplikaci dvojvyb&rového Studentova t-testu s rovnosti rozptylii na naméfend data je
mozno konstatovat, Ze hodnota Michaelisovy konstanty — Ky, kterou jsme z naméfenych dat
urdili, je 0,3 uM a v ramci chyby méfeni se nemeéni v zavislosti na teploté. Naopak maximalni
rychlost — Vi, je na teploté vyrazné zavisla a meéni se v rozmezi 13 - 72 nM (v €ase 500 s),
resp. 20 - 150 nM (v ¢ase 1000 s po piidéni substratu).

Bylo zjisténo, Ze mezi hodnotami Viax pro teplotu 25° C a hodnotami Vpax pro ostatni
méfené teploty je statisticky vyznamny rozdil — dosaZené hodnoty vyznamnosti pro transport
v ¢ase 500 s jsou P3s.15=5,3 %, P2s.31 = 0,5 %, P25:37=0,0 %. Zvolena hladina vyznamnosti je
5 %. Je tedy vidét, Ze rozdily v hodnoté V.« pro jednotlivé teploty jsou signifikantni, pouze
pro teplotu 15 °C je rozdil méné rozlisitelny, coZ odpovidé vyse diskutované chyb& méieni.
Provedeme-li totéz porovnani v 1000. sekund€, dochézime k obdobnym vysledkim.

Naproti tomu mezi hodnotou Ky, pro teplotu 25° C a hodnotami K, pro ostatni méfené
teploty neni statisticky vyznamny rozdil. DosaZend hodnota vyznamnosti pro 500 s:
Pys.15=41 %, P2s.31 = 86 %, P2s37 = 100 %. Test tedy ovéfil na§ vysledek, Ze K., se v ndmi
méfeném rozsahu teplot neméni. Podobné jako u maximalni rychlosti i zde jsou data v 500. a

1000. sekundé navzajem v souladu .

Jeliko? pro transport Cd** transportérem MntH bakterie E. coli nebyly zatim v odborné
literatufe publikovany zadné blizsi tidaje, je nase méfeni K, jejim historicky prvnim uréenim.
Konstanta K, = 0,3 pM pro transport protonti indukovany kadmiem, kterou jsme uréili
z naSich méfeni u EcoliA, je prakticky shodna s dfive publikovanou konstantou uréenou za
teploty 37 °C pro transport radioaktivné zna¢eného manganu K, = 0,3 uM (34) pro tyz
transportér a blizi se hodnoté K,, pro mangan publikované jinymi autory (29). Transportni
aktivita MntH méfena prostfednictvim zmén koncentrace protonu je tedy za piedpokladu
neproménné stechiometrie H'/Me®* stejnd dobrou mirou transportni aktivity proteinu jako
pfimé méfeni zmén koncentrace kovového substritu. Navic z vySe uvedeného vyplyva, Ze
Michaelisovy konstanty pro transport Cd*" a Mn®* jsou zfejm& dosti podobné, coz by mohlo
znamenat, Ze pro kadmium ma transportér podobnou afinitu jako pro mangan. Tuto hypotézu
podporuje rovnéz ¢lanek (29), kde byla studovéana inhibice transportu radioaktivniho manganu

a Zeleza riznymi kovy véetnd kadmia. Vysledky této studie naznaluji, e Cd*" inhibuje

- 45 -



Studium funkce bakteridlnich transportérii dvojmocnych kovii

transport radioaktivniho manganu podobné jako mangan sam, tudiz tyto dva kovy se vici
EcoliA chovaji velmi podobné, pfinejmensSim maji blizké inhibi¢ni konstanty K.

Nezjistili jsme Zadnou zavislost konstanty K, na teploté v teplotnim rozmezi 15 —
37°C, coz je velmi zajimavy fakt, nebot u enzymi (a tedy i transportéri) se obecné
predpoklada existence teplotniho optima. D4 se tedy predpokladat, ze Michaelisova konstanta
Ko, ktera za urlitych podminek pfedstavuje afinitu transportéru k substratu, by na teploté
zaviset méla. Nami prométené teplotni rozmezi se pravdépodobné nachdzi v oblasti teplot,
kde se tato charakteristika transportu neméni nebo je jeji zména nerozlisitelna v ramci chyby
méfeni.

Naopak konstanta V.« je na teploté vyrazné zévisla. Za teploty 37°C, kterd je pro
bakterie E. coli fyziologicka, je transport protont zhruba tfikrat vétsi nez pti pokojové teplote,
pii niz§ich teplotdich se WUinnost transportu naopak sniZuje. Zcela v souladu s nami
naméfenymi teplotnimi charakteristikami Kehres (29) uvadi, Ze u kmene Salmonella enterica
ssp. Typhimurium doSlo u transportu manganu pii zvyseni teploty z pokojové teploty na 37°C
ke zvyseni Viax 0 50 %.

Fakt, ze za teploty 37°C, kterd je pro bakterie fyziologicka, nastava velky nartst
aktivity transportu, je velmi vyznamny z hlediska metodologického. Vzhledem k tomu, Ze
zména koncentrace protoni v buiikach u negativnich kontrol (vzorek bez pfidani kadmia nebo
kmen bez transportéru MntH) se pfitéto teploté vyrazn€ nezvySuje, zvétSuje se timto
nékolikanasobné rozsah méfenych hodnot, a tedy i citlivost metody. To je ptiznivé zvlasté pro
strukturné-funkéni studie, kdy se zkouma funkénost transportéri pozménénych jednobodovou
mutaci, které ¢asto transportuji v daleko mensi mife nez divoky typ transportniho proteinu.
Me¢ieni za vyssich teplot by tedy mohlo umozZnit charakterizaci i takovych transportért, které
za béZnych podminek vykazovaly nulovou transportni aktivitu. Pravé studiem funkce
transportnich proteind s vyznaénymi jednobodovymi mutacemi jsme se zabyvali v dal$i ¢asti

prace.

4.2.2 Studium vztahu struktury a funkce MntH bakterie E. coli

Dali jsme si za cil zmé&fit teplotni zavislost transportu u nékolika mutantnich proteinti a
uréit aktivaéni energii, jakoZto dulezitou veliinu charakterizujici transport. Pro tuto studii
byly vybrany proteiny s t€émito bodovymi mutacemi: D34G, N37T, H211Y, N250T a N401T.
Aminokyselinova rezidua, ktera byla vtéchto mutantnich proteinech nahrazena, jsou
invariantni v rodiné Nramp, ale v piibuznych proteinech, které nemaji stejnou funkci (tzv.
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outgroup) jsou misto nich jind, taktéZ invariantni residua (viz. kapitola 2.5) — proto je
pravd€podobné, Ze jsou funkéné dulezitd (35). Plvodni aminokyselinovd residua byla
zaménéna pravé za jejich protéjsky zoutgroup (mutace D34G, N37T, H211Y, N250T),
ptipadné za jinou aminokyselinu (N401T); mutace asparaginu na threonin byla vybrana pro
srovnani jako konzervativnéj$i neZ zdména asparaginu za glycin z outgroup (35). Kromé
kmend bakterii stémito mutacemi Vv proteinu MntH byly studovany bakterie
exprimujici divoky typ transportéru (EcoliA) jako pozitivni kontrola a kmeny nesouci

prazdny plasmid bez transportéru MntH (pBAD) jako negativni kontrola.

70 1  -e—pBAD -e-EcoliA - H211Y D34G - N37T -e— N250T -#- N401T

1

60

 }

50

A[H'] (nM)

0 e .

23 27 31 34 37

teplota (°C)

Obrizek 20: Zavislost transportu na teplot& pro riizné mutantni proteiny, 250 s po pridani 10 uM Cd**

Vysledky jsou uvedeny v grafu 20. Jde o zménu koncentrace protoni v buitkach
250 s po pidani 10 pM Cd**. Z naméfenych dat je vid&t, Ze transportni protein s mutacemi
N37T a D34G je, co se tyfe transportu protonti, zcela nefunkéni. Studované proteiny
vykazovaly 1000 s po pfidani kadmia zménu koncentrace protont nejvySe 7 nM, coZ neni
mozZno s ohledem na obdobné vysledky s negativni kontrolou povazovat za signifikantni
zménu. To se dobfe shoduje s publikovanymi vysledky (35), kdy byl transport protont

proteinti s t€émito bodovymi mutacemi méfen za pokojové teploty. V této studii nebyl u
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mutantniho kmenu D34G zjistén Zzadny transport protoni signifikantné se liSici od negativni
kontroly, pro mutantni kmen N37T byl zji$tén transport protoni pouze sniZeny a pouze pii
vysoké koncentraci kadmia. Nasim méfenim jsme tyto vysledky potvrdili a navic jsme zjistili,
Ze transport protond témito mutantnimi proteiny nelze zlepsit ani zvySenim teploty. Bylo tedy
potvrzeno, Ze residua Asp* a Asn’ z 1. transmembranové domény proteinu MntH jsou

dilezita pro funkci tohoto proteinu.

Protein s mutaci N401T byl aktivni pro transport protoni i za pokojové teploty, coZ je
rovnéZ ve shodé s publikovanymi daty, pfiCemz se zvySenim teploty se transport zvysil.
Protein nesouci mutaci H211Y byl za pokojové teploty neaktivni (primérny transport 3 nM
pfi 23 °C 1000 s po pfidani kadmia) a protein s mutaci N250T aktivni jen velmi maélo
(pramérny transport 7 nM pfi 23 °C 1000 s po pfidani kadmia), ale pfi zvyseni teploty doslo
ke zvys$eni transportu u obou kmenti. U kmene H211Y se tak transport za pokojové teploty
li§i od publikovanych dat (35), kde transport protont byl funkéni i za pokojové teploty
dokonce vice nez u divokého typu. Nicméné tento rozpor je pouze zdanlivy, protoze
v publikovaném experimentu byly pouzity vy$§i koncentrace kadmia, coZ je mozno

interpretovat tak, Ze dana mutace zfejme ovliviiuje Ky, a Vipax.

Co se ty€e ptesnosti urenych hodnot, musime konstatovat, Ze naméfend data méla
velky rozptyl. Na vysledky mohlo mit vliv také to, Ze pocate¢ni pH vzorkl pred ptidanim
kadmia se liilo jak pro jednotlivé kmeny, tak pro jednotlivé pokusy. U n€kterych méfeni pfi
niZSich teplotach bylo pocateéni pH pomérn€ vysoké (zvlasteé u kmend H211Y a N250T) a
zasahovalo do oblasti, kde uZ pravdépodobné nelze zcela opravnéné pouzit linearni kalibraci
(viz rovnice €. 1 v kapitole 3.8), coZ mohlo vnést do vysledku uréitou chybu. Mohla by to byt
eventuelné dal$i pfiCina toho, Ze transport kmenem H211Y za pokojové teploty se lisi od

publikovanych hodnot.

Pro kmeny, které vykazovaly alespori za vysSich teplot transport protonti odlisny od
negativni kontroly (H211Y, N250T, N401T a EcoliA), jsme podle rovnice [4] v kapitole 3.8.2
urcili aktivaéni energii transportu (obr. 21). Poéitali jsme ji ze zmefeného transportu protonti
250 s po pidani Cd*", protoZe v tomto nejkrat§im moZném &ase se stanovena rychlost nejvice
bliZi rychlostni konstanté transportu, a tedy nejlépe odpovida smyslu rovnice [4] v kapitole
3.8.2. Na obrazku ¢. 21 jsou vyneseny stfedni hodnoty transportni aktivity pro jednotlivé
transportni proteiny pfi riznych teplotich ziskané vzdy ze t¥i nezavislych méfeni. Chybové

useCky nejsou v grafu pro ptehlednost uvedeny. Témito stfednimi hodnotami je proloZena
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pfimka, z jejiz smémice je moZno podle rovnice [4] v kapitole 3.8.2 ur¢it aktivani energii

transportu.

® EcoliA ® H211Y ® N250T ® N401T

InA[H]

3.20 3.24 3.28 3.32 3.3 3140
1T (10°K™) o

Obrazek 21: Arrhenidv graf — uréeni aktivaéni energie pro jednotlivé transportni proteiny linedrn{ regresi aktivit
transportu v 250 s po p¥idani 10uM Cd*" pi riznych teplotach

Pomoci Studentova t-testu jsme zjistili, Ze mutantni kmen N401T ma aktivaéni energii
transportu srovnatelnou s divokymi typem transportéru, naopak mutatni kmeny H211Y a
N250T maji aktivaéni energii vy$si (viz obr. 22). Rozdil aktivaéni energie transportu
divokého typu EcoliA a kmend H221Y respektive N250T je statisticky vyznamny. DosaZena
hladina vyznamnosti je niz$i (Pgcoiia-mny= 1,1 % respektive Pgeoianzsor = 0,3 %) nez
zvolend hladina vyznamnosti 5 %, zatimco rozdil mezi aktivacni energii transportu pro divoky
typ transportéru EcoliA a pro kmen nesouci mutaci N401T neni statisticky vyznamny
(PEcolia-nao1T = 29 %).
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Obrazek 22: Aktiva¢ni energie transportu protonti pro jednotlivé transportni proteiny
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Obrizek 23: Aktiva&ni energie ziskané sledovanim akumulace radioaktivniho Cd**

Aktivaéni energie transportu protonti indukovaného 10 uM kadmiem, které jsme
uréili, jsme mé&li moZnost srovnat s daty naméfenymi za stejnych podminek pomoci sledovani

akumulace radioaktivniho Cd** (obr. 23). Aktivaéni energie byly uréeny z mnoZstvi kadmia
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akumulovaného v burik4ch kratce po p¥idani 10 pM Cd*" (Courville a Cellier, nepublikovana
data).

Aktivaéni energie divokého typu EcoliA urfend z transportu protoni se pfiblizné
shoduje s hodnotou uréenou za stejnych podminek sledovanim akumulace radioaktivniho
kadmia. Tato zajimava informace by mohla byt jednim z kli¢l k ziskani dalSich podrobné&jSich
poznatkli o mechanismu transportu proteinem MntH, napiiklad stechiometrii transportu
Me*'/H" & funci jednotlivych vyznadnych aminokyselinovych residui. Porovnavéni
aktivaénich energii pro transport protond a pro transport dvojmocnych kovovych iontl
ziskanych pomoci téchto dvou komplementdrnich metod za rdznych experimentalnich
podminek (naptiklad pH) by mohlo bezesporu pfinést dalsi velmi dilezité informace.

Aktivaéni energie transportu proteinu s mutaci N401T je u dat ziskanych ob&ma
metodami srovnatelnd s aktivaéni energii transportu u divokého typu. Hodnota aktivaéni
energii pro protein nesouci mutaci N250T je signifikantné vy$s$i u dat ziskanych ob&ma
metodami nez hodnota pro protein divokého typu, z ¢ehoZ je moZno usuzovat, Ze residuum
Asn® nachazejici se v sedmé transmembranové doméng MntH bakterie E. coli je dulezité jak
pro transport protont, tak pro transport dvojmocnych kovovych iontd - naptiklad proto, Ze
hraje dilezitou strukturni roli. O roli tohoto residua v transportni funkci proteinu MntH
nebylo dosud nic zndmo. Hodnota aktiva¢ni energie pro transport protond proteinem s mutaci
H211Y je vy$si nez u divokého typu, coZ naznaluje, Ze toto residuum hraje duleZitou roli p¥i
transportu protont, coZ je ve shod€ s publikovanymi daty (35).

Ze srovnani obou experimentalnich metod vyplyva dal§i zajimavy fakt. Transportni
proteiny s mutacemi D34G a N37T, které se ukazaly pro transport protonti zcela neaktivni,
vykazovaly transport pii méfeni akumulace radioaktivniho kadmia. Aktivaéni energie pro
protein D34G byla podobné jako u divokého typu, u proteinu N37T ponékud vyssi (viz obr.
23). U téchto mutantil byla jiz diive zjiSténa citlivost ke kadmiu v zénovych testech, ale nebyl
zjistén ptijem kadmia detekovaného hmotnostni spektroskopii po rychlé filtraci bun&k
inkubovanych s timto kovem (35), zfejm& kvuli nedostate¢né citlivosti metody. Transport
dvojmocnych kovovych iontl transportnimi proteiny D34G a N37T zstava tedy funkéni, i
kdyZ v mensi mife nez u divokého typu, nicméné transport protonii t€émito mutantnimi
proteiny je ziejmé zcela nefunkéni, nebo pfinejmensim velmi silné poskozeny. Kli¢ova role
Asp>® pro transport kovovych iontdt byla jiZ popséna jak u prokaryotniho MntH bakterie
E. coli (34, 35) tak u eukaryotniho proteinu Nramp2 (5) (vtomto pifpadé se jedni o

ekvivalentni residuum Asp®®), ale zjisténi, e primarné ovliviiuje spiSe transport protont, je
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zcela nové. JelikoZ je toto residuum nachézejici se v prvni transmembranové doméné proteinu
kli¢ové pro transport protond, mohlo by byt i vzhledem k elektrickému néaboji, ktery nese,

soudasti permeacni drahy pro protony.

4.2.3 Aktivacni energie transportu protoni indukovaného Mn**

Transport protont transportnim systémem MntH, ktery lze sledovat pomoci
pHluorinu, se vyrazné lisi podle toho, jakym kovem je indukovan. P#i pouZiti Mn**, ktery je
pro transportni protein MntH fyziologickym substratem, je transport protonti u divokého typu
mensi neZ pfi pouziti Cd**, coZ omezuje moZnost porovnani takto indukovaného transportu
napiiklad ve strukturné-funkéni studiich proteinti s mutacemi. Studovali jsme proto transport
indukovany manganem divokym typem transportéru MntH za rGznych teplot, abychom
zjistili, zda se pii vysSich teplotach transport protont zvysi. Urcili jsme také aktivaéni energii
transportu.

Zmény koncentrace protoni v ruznych ¢asech po pifidani 1lmM manganu jsou
znazornény v grafu 24. Z naméfenych hodnot plyne, Ze transport protonti je teplotné zavisly,

coZ znamend, Ze zvySenim teploty je mozno zvysit citlivost metody.
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Obrazek 24: Transport protonii indukovany manganem v zavislosti na teplot&
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Z naméfenych hodnot pro transport 250 s po piidani kovu jsme uréili aktivaéni energii
transportu indukovaného 1mM Mn*" E, = 32 £ 4 kcal/mol. Tato hodnota je vyssi neZ
aktivadni energie pro transport indukovany 10 pM Cd** — viz obr. 17 (E, = 13 £ 3 kcal/mol).
Ovsem pro ziskanou aktivaéni energii transportu indukovaného manganem bohuZel neméame
zadné relevantni srovnani, Z4dné hodnota nebyla dosud publikovana a namétené hodnoty pro

mangan a kadmium nebyly ziskany za stejnych podminek.

Navic vzhledem k ¢asové naro¢nosti experimentt provadénych pii riznych teplotach
pochazeji data, z nichz jsme urcovali aktivaéni energii transportu protond indukovaného
pfidanim manganu, pouze zjednoho meéfeni, a proto je tieba povazovat takto ziskanou
hodnotu aktivaéni energie prozatim spiSe za orientaéni. P¥i teploté 37°C jsme ov§em provedli
vice experimentl, primérnd transportni aktivita 1000 sekund po pfidani manganu z péti
namé&fenych hodnot byla potom 42 + 18 nM, coZ je v porovnani s experimenty za pokojové

teploty (35) prakticky zdvojnasobeni citlivosti metody.
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5 Zavér

Tato diplomova prace se zabyvala studiem sekundarné aktivniho membrénového
transportniho proteinu MntH bakterie E. coli, ktery zajist'uje symport dvojmocnych kovovych
iont a protonti na plasmatické membrdn¢ bakteridlnich bun¢k. Vénovali jsme se dvéma
tematickym oblastem. V prvni ¢asti prace jsme se pokusili vyvinout metodu pro sledovani
transportu  dvojmocnych kovovych iontd pomoci fluorescenéniho barviva citlivého na
dvojmocné kovové ionty. Ve druhé &éasti jsme pouzili metodu, kterou je moZné sledovat
transport protonii monitorovanim vnitrobunééného pH pomoci zeleného fluorescenéniho

proteinu, pro studii vztahu struktury a funkce membranového proteinu MntH.

Ov¢fili jsme, ze fluorescencni sonda fura-2 je principielné vhodnd na detekci zmén
koncentrace dvojmocnych kovovych iontli, které jsou substratem transportéru MntH, v
roztoku. Nicmén€ ztizeny prinik do bakteridlni buriky zpisobeny pfitomnosti vnéjsi
membrany a bunééné stény je zasadni prekdzkou pro jeji pouziti in vivo. Elektroporaénimi
experimenty se nam podatilo buiiky dostate¢né obarvit, ale fluorescen¢ni sonda byla piitomna
pravdépodobné pouze v periplasmatickém prostoru, nebo byly butiky po elektroporaci
poskozené, nebot’ sonda reagovala na pridani Me®" i u bundk, v kterych nebyl exprimovén
transportér MntH. Inkubaci bakterii s acetoxymethylesterem sondy (fura-2-AM), ktery miize
voln€¢ prochdzet plasmatickou membranou, se nepodafilo ziskat dostate¢nou koncentraci
sondy uvnitt bun€k - zfejme kvili pfitomnosti vn€j$i membrany buiiky. V posledni fazi jsme
zkouseli tuto vnéj§i membranu z bakterii odstranit a pomoci fura-2-AM obarvit bakteridlni
sféroplasty. Ani tento pfistup se neukdzal jako vhodny, protoze esterifikovana fluorescenéni
sonda pravdépodobné do sféroplasti pronikla, ale nebyla rozlozena na funkéni formu
nespecifickymi esterasami, a tedy fluorescenéni spektrum sondy nebylo citlivé na zménu

koncentrace dvojmocnych kovovych iontd.

Pouziti této fluorescenéni sondy pro sledovani transportu in vivo v bakteriich E. coli se
tedy ukazalo jako nevyhodné. Dal§i vyvoj metod pro detekei dvojmocnych ionti by mohl byt
sméfovan na experimenty na nebunéénych modelovych systémech, jako jsou napf.
membranové vesikuly. Zajimavou alternativou pro monitorovani transportu dvojmocnych
ionth in vivo by se mohlo stat pouZiti geneticky kédované fluorescenéni sondy. Modifikované
fluorescenéni proteiny se zatim pouzivaji na detekci vépniku, ale existuje pfedpoklad, Ze je
bude mozné pouzit i pro detekci jinych dvojmocnych iontl, napf. kadmia, které je substratem
transportéru MntH.
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V druhé ¢asti diplomové prace jsme se zabyvali studiem funkce transportéru MntH
metodou, kterd pravé fluorescenénitho proteinu (GFP) vyuzivda kméfeni zmén
vnitrobuné¢ného pH. Jde o dobfe zavedenou metodu vyuzivajici GFP citlivé na pH ke
sledovani transportu protont transportérem MntH. Studovali jsme jak transport divokym

typem transportéru, tak proteinem s jednobodovymi mutacemi.

Pro divoky typ jsme zmé&fili z&vislost transportu protonti indukovaného kadmiem a
manganem na teploté. Zjistili jsme, Ze oproti pokojové teploté se transport protonti za teploty
37 °C, kterd je pro bakterie fyziologicka, n€kolikanasobné zvy$uje. To znamend vyrazné
zvySeni citlivosti této metody, které bude pravdépodobné mozZné s vyhodou vyuzit pii
strukturné-funkénich studiich. Urdili jsme aktivaéni energii transportu protond divokym
typem transportéru indukovaného 10 pM kadmiem E, =13 + 3 kcal/mol a 1 mM manganem
E, = 32 + 4 kcal/mol. Zjistili jsme rovnéZ, Ze u transportéru divokého typu se pro transport
proton indukovanych Cd** konstanta K., vrozmezi 15 — 37 °C neméni, zatimco Vg

s teplotou roste.

Transport protont proteiny s jednobodovymi mutacemi jsme méfili také za rtiznych
teplot. VSechny studované mutace jsou funkéné dilezité, kazda ovSem ponékud jinym
zpusobem. Zjistili jsme, Ze proteiny s mutacemi D34G a N37T nejsou schopny protony
transportovat ani za pokojové teploty, ani za vyssich teplot. To znamend, %e residua Asp>* a
Asn®’ jsou pro spravnou funkei transportéru nesporng dileZitd. Ze srovnéni s daty ziskanymi
pomoci akumulace radioaktivniho substratu — Cd** plyne, Ze tato rezidua jsou dileZita hlavné
pro transport protond. Pro proteiny s mutacemi H211Y, N250T a N401T jsme ur¢ili aktivaéni
energii transportu. Protein N401T ma aktivaéni energii srovnatelnou s divokym typem
transportéru. Protein N250T ma aktivaéni energii vy$$i nez divoky typ jak pro transport

protond, tak pro transport kadmia, Asn®*°

211

muze tedy zastdvat napiiklad strukturni roli.

Potvdili jsme také diileZitost residua His*' " pro transport protonti.

Na zavér je mozno konstatovat, Ze prace piinesla jednak metodologické poznatky,
znichz nékteré budou vyuzZity v dal$im studiu transportnich proteini zrodiny Nramp
v bakteridlnim modelovém systému, jednak nékteré nové poznatky o vztahu struktury a
funkce transportniho proteinu MntH bakterie E. coli, ktery vzhledem ke svym vlastnostem

piedstavuje dobry prototyp proteinii studované rodiny.
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