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1. Oth Na aH cez membranu a dloha

Na'/H

antiportera

Obeh proténov a sodnych iénov cez biologické mem-

brany patii k zdkladnym vlastnostiam Zivych buniek!, kto-
rych snahou je udrzat si konStantné vnutrobunkové pH
a niz8$iu vnutrobunkovid koncentraciu Na*t ako je mimo-
bunkové42. Dnes sa vieobecne prijima, Ze protony funguju
ako spriahajiice (coupling) i6ny, ktoré spriahajii exergo-
nické membrénové procesy s procesmi endergonickymi?.
Vysledky experimentov v osemdesiatych a zaciatkom de-
vitdesiatych rokov potvrdili, Ze u baktérii je popri H* aj
Nat hlavnym spriahajicim iénom Vv bioenergetickych
membréanovych procesoch?.

Univerzdlnym bunkovym zariadenim, ktoré spdja obeh
proténov a sodnych iénov je Na'/H* antiporter. Nat/H*
antiporter je umiestneny ako integrdlny membranovy pro-
tein, ktory katalyzuje vymenu proténov z jednej strany
membrany za sodné iény (v mnohych pripadoch aj za iény
Li*) nachddzajiice se na opacnej strane, pri¢om funguje ako
sekunddrna pumpa. Energiu na osmotickd pracu (prenos

jedného z idnov proti koncentranému gradientu) ziskava
transportom druhého z iénov v smere koncentraéného gra-
dientu. Ak sa stechiometria Na*/H* vymeny rovnd 1 (anti-

porter vymieiia 1 mol Natza 1 mol H), antiport je elek-
mensinez 1, cez membranu sa prenasa elektricky naboj.
V takomto pripade ide o elektrogénny chod vymeny. To
znamend, Ze membrdnovy potencidl (Ay) moze brzdit ale-
bo zosiltiovat elektrogénnu Na*/H* vymenu.

Na*/H* antiporter ma schopnost udrziavat sekundarny
Na* cyklus alebo sekundarny H* cyklus, v prvom pripade
prend8a Na®™ von z bunky a recykluje protény spif do
cytoplazmy, v druhom pripade prendSa H* a recykluje Na*
iony®.

homeostdzy a transportu Na*t von z bunky, pricom vytvara
elektrochemicky gradient Na™, ktory slizi ako hnacia sila
premnohé transportné systémy?>. U baktérii, ktoré tvoria na
membrdnach primdrny proténovy cyklus zdrovenn s pri-
médrnym cyklom sodnych i6nov, moze Nat/H* antiporter
zohravaf mimoriadne dolezitu tlohu ako energeticky pre-

. _ e iz SRR
pinac medzi procesmi zdvislymi na obehu Na™ a procesmi
zdvislymi na obehu H* (ref. 7).

Prvykrat postuloval existenciu a navrhol moznu klu-
Covu bioenergetickl funkciu Na*/H* antiportu u baktérii
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v roku 1968 Mitchell®. Uvazoval o tom, #e Na* iény by
vyuzitim ApH mohli byt prostrednictvom Na*/H* anti-
portera pumpované z bakteridlnej bunky na tvorbu rozdiel-
nej koncentricie Na® (ApNa). Pri poklese aktivity gene-
ratorov ApH by antiporter mohol vytvarat ApH cez mem-
brdnu vstupom Na* do bunky prostrednictvom Na*/H*
antiporteru (pracujiicom v opac¢nom smere). Bunky by tak
boli schopné pomocou ApNa pufrovat proténovy potencial.

Z hl'adiska obehu Na* a H* mézeme bunky rozdelit do
troch skupin: na bunky, ktoré i) energizuji membriny
primarnym cyklom H* (Na* cyklus je sekunddrny) #) en-
ergizuji membrany primdrnym cyklom Na®™ (H* cyklus je
sekunddrny) iii) vytvaraji na membrdnach primarny cyklus
H* spolu s primédrnym cyklom Na™.

Po prvykrit bol bakteridlny Na*/HT antiporter popisany

4y roku

u Streptoccocus faecalis Haroldom a Papineauom
1972 a o dva roky neskoru E. coli Westom a Mitchellom*4.
Dodnes bol Naf/H* antiporter ndjdeny a charakterizovany
u neutrofilov!, alkafilov22, halofilov3?ako aj u archaebak-
térii2438. Dosial je zndmy iba jediny druh baktérie, Clos-
tridium fervidus,u ktorého sa nepodarilo dokézat Na*/H*
antiporterg.

+ +
2. Na /H antiport u E. coli ako model
pre bunky s0 sekundarnym Na® cyklom

E. coli je neutrofilnd baktéria, ktoré za optimalnych
podmienok tvori na membrane primdrny protonovy cyklus.
Na prenos niektorych zdrojov uhlika do bunky (glutamatu,
prolinu, serinu a melibidézy) pouziva transportné systémy
pohétiané gradientom Na* iénov!?. Vhodny medzi¢lanok
oboch spominanych procesov je Nat/H™ antiporter, ktory
premieiia primdrny protonovy gradient na sekunddrny gra-
dient Na™, Pritomnost Na*/H™ antiportera tak moZe spitiat
dve hlavné potreby bunky: zbavuje bunku nadbytoéného
Na™ a zdrovei generuje hnaciu silu na transport spome-
nutych substratov.

Napriek tomu, ze Nat/H" antiporter bol u E. coli po-
pisany a &iasto¢ne charakterizovany uz v sedemdesiatych
rokoch, pokusy priamo biochemicky charakterizovat izo-
lovany protein v osemdesiatych rokoch neboli ﬂspe§n66.
Dovod bol prosty; Na™/H* antiporter u E. coli tvori menej
nez 0,2 % membranovych proteinov, ¢o je ekvivalent asi
500 kopif na bunku!. Z tychto dovodov sa zagalo uvazovat
o vyuziti genetického pristupu. Tsuchiyaovi, Wilsonovi
a spolupracovnikom sa podarilo vyizolovat mutanta, ktory

zniesol koncentracie Li* toxické pre divy kmen (Li* iény
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inhibuji melibiézovy transportér a zdroveii inhibuju ak-
tivitu pyruvat kindzy)®. Tento mutant niesol najmenej dve
mutdcie, z ktorych jedna modifikovala melibiézovy trans-
portér, takze mohol kotransportovat melibiozu s Li" aj
s Na*. Druhd muticia zvysila aktivitu Na*/H" antiportera
a umoziovala mu vo zvySenej miere transportovat toxické
Litiény von z bunky. Vyuzitim tohto mutanta sa podarilo
naklonovat gén pre Na*/HT antiporter - nkhaA, ktory bol
zodpovedny za rezistenciu vo&i toxickym koncentraciam
Li* (ref. ©). Rastové pokusy ukazali, 7Ze mutant AnhaA rastie
v takom istom pH rozmedzi ako divy typ, ak rastové mé-
dium obsahuje iba nizku koncentrdciu Na'. Na druhej
strane, AnhaAje vyrazne citlivy na vyssie koncentracie Li*
aNa™, priom citlivost na sodné iény sa so vzrastajticim pH
zvySuje!. Pokusy s membranovymi vezikulami z tohto
mutanta odhalili druhy systém na Na™/H*vymenu u E. coli,
ktory bol oznateny ako NhaB. Neskor pripravené mutanty
AnhaB a AnhaAAnhaB ukézali, 2e E. coli nemé Ziaden
dalsf §pecificky Nat/H* antiporter!.

2. 1.DvaNa /H antiporteryu E coli

Oba spominané antiportery sa daju geneticky a ki-
neticky odlisit. Bolo uréené poradie nukleotidov pre oba

gény nhath nhaB ktoré koduji membrdnové proteiny
s M, 41.316 a 55.543 kDaS. Hydropaticky profil amino-

kyselinového zlozenia oboch proteinov ukazuje, Ze oba
antiportery obsahuju rozsiahle helixové struktury tvoriace
pravdepodobne 11-12transmembrénovych &asti navzajom
spojenych hydrofilnymi usekmi rozli¢nej dl/ikyl(). Bolo
taktieZ zmapované umiestnenie oboch génov na chromo-
zome E. coli; nhaA sa nachddza na 0,35 min a #7/aB na
25,5 min. Zaujimavé je, Ze sekvencie tychto dvoch an-
tiporterov ukazujui iba velmi malti podobnost.

Proteiny oboch prenasacov boli nadprodukované a po
solubiliz4cii a purifikacii funkéne rekonstituované do pro-
teolipozémov. V tomto systéme bola potvrdend ich aktivita
a popisané kinetické parametre oboch antiporterov.

DélezZitou értou oboch prenésacov je zavislost ich ak-
tivity od pH. Rychlost Na®/H* vymeny NhaA sa zvysi
skoro o tri poriadky, ak pH stiupne z 6,5 na 8,5. Tento
ku Na* (ref. !'1). Naproti tomu, maximalna rychlost Na+/H*
vymeny NhaB zostdva v rozmedzi pH medzi 7,2-8,5 prak-
ticky rovnaka, ale K, pre Na* klesne desatnédsobne z 16,6
mM pri pH 7,2 na 1,55 pri pH 8,5 (ref. '1).

Oba prenasace, NhaA aj NhaB, su elektrogénne. Pocas

reakéného cyklu prendsaju viac H™ nez Na*, pricom ste-



chiometria vymeny je 2H*/Na* pre NhaA a 3H*/2Na* pre
NhaB11:12,

Experimenty s inhibitormi potvrdili, Ze¢ NhaA nie je
inhibovateIny amiloridom (diuretikom zndmym svojou
schopnostou inhibovat H*/Na' antiportery najma v Zivo-
¢isnych bunkdch) ani jeho derivitmi. Z mnohych testo-
vanych ldtok iba diethylpyrokarbonat (DEPC) inaktivoval
purifikovany NhaA!. Naproti tomu, amilorid a jeho derivat
harmalin inhibovali aktivitu NhaB!2,

2.2. ,Snimacé¢sodnychiénov'a ,pH snimac"
Reguldcia expresie a aktivity NhaA

Ako sme uz spomenuli, Na™/H* antiporter patri k pro-
teinom, ktoré sa v bunkach nachadzaju iba v nizkej hladine.
Na druhej strane, expresia nhaA je ovplyviiovanad extra-
celularnou koncentréciou Nat aLit. Samotné pH sice ne-
ovplyvitovalo expresiu, ale znacne zvySovalo jej citlivost
voci pritomnosti sodnych i6nov!3. Kym 7 mM Na* nemal
na expresiu pri pH 7,5 Ziaden vplyv, pri pH 8,5 tdto kon-
centracia zvySovala expresiu sedemndsobne?. Nisledne sa
ukazalo, Ze v regulacii expresie nhaA je zahrnuty produkt
génu nhaR — NhaR, ktory ma schopnost $pecificky saviazat
na DNA v tseku promotéra nhaA®. Autori tychto po-
zorovani predpokladaji, ze NhaR ako pozitivny reguldtor
nhaA, je &astou systému, ktory prendsa signdl z pH a Na*
stresu na uroveti expresie génu® Ciastoéne objasnif me-
chanizmus tohto procesu pomohla analyza jednej z mutacii
v géne nhaR, ktord zvySuje afinitu NhaR sprotredkovanej
expresie nhaA ku Na®. Uk4zalo sa, 7¢ na C-konci NhaR
proteinu bol Glu-124 nahradeny alaninom. Preto je mozné
uvazovat o Glu-134 ako o Casti ,,snimaca sodnych idnov"
reguladného proteinu NhaRZ2.

Popisanie a objasnenie mechanizmu vyrazného zvy-
Senia aktivity purifikovaného NhaA so vzrastajucim pH
bolo dalsim badatelskym prinosom izraelskej skupiny Pa-
danovej a Schuldinera. Podla ich hypotézy by mal protein
obsahovat miesto modifikovatelné zmenou pH, akysi ,,sni-
ma¢ pH“!3. Ako vhodny kandidt na titu tlohu sa javil
histidin (pK, okolo 6). NhaA md vo svojej molekule 8
histidinov, ktoré boli cielenou mutagenézou vymenené za
argininy. Ukézalo sa, Ze iba vymena histidinu 226 vy-
znamne pozmenila fenotyp. Expresia a ani maximdalna ak-
tivita Arg-226 nebola mutéciou ovplyvnend, ale vyrazny
efekt sa ukdzal v citlivosti na pH. Jeho pH profil bol
posunuty o pol jednotky pH smerom do kyslej oblasti!?.
Podobny posun pH profilu, ale k alkalickej oblasti, bol
docieleny vymenou His-226 aspartdtom. Obe substitlicie

cia
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potvrdili, ze pH profil aktivity NhaA ovplyviiuje ndboj
v pozicii 226 (ref. 14). Dalsie aminokyseliny, cystein a se-
rin, dokézali uspeSne nahradit His-226 a mutované proteiny
(podobne ako prendsa¢ z divého kmeiia) boli aktivované
v pH rozmedzi 7-8. Z tychto vysledkov autori predpok-
ladaju, ze polarita alebo vodikové vazby budu pre pH
reguldciu NhaA v polohe 226 nevyhnutné!“. Tieto pokusy
napokon potvrdili predstavu, Ze ten isty protein by mohol
sluzit ako bunkovy ,,snimac‘ a zdroveti aj ako ,,ddvkovac®
proténov!3,

Ukézalo sa, ze v polohe His-217 sa nachadza konzerva-
tivny histidinovy zvySok aj u NhaA V. parahaemolyticus'®,
ktory mé podobné pH optimum ako NhaA u E. colil3.

2.3. Fyziologicky ramec dvoch
Na /H antiporterovuE coli

Na'/H* antiport u E. coli je dnes slusne Kineticky aj
geneticky ocharakterizovany. Je zrejmé, Ze bunka vlastni
dva $pecifické Nat/H* antiportery oznacované ako NhaA
a NhaB, ktoré st zodpovedné za transport sodnych iénov
z bunky, energizovany vstupom proténov do cytoplazmy.
V sucasnosti sa predpokladd, Ze skor ako reguldcia vnut-
robunkového pH je tlohou antiporterov adapticia na vy-
sokti koncentraciu Na*. NhaA je pre uvedenu adaptdciu
nevyhnutny najma v alkalickom prostredi a zarovefi umoz-
tiuje bunke branif sa pred toxickymi Li* iénmi!4. NhaB
pravdepodobne plni Zivotné funkcie pre bunky rastiice na
substratoch kotransportovanych spolu s Na' (napr. glu-
tamat alebo prolin) v médidch nizkym obsahom Na*
a v kyslej oblasti pH, to znamend za podmienok, v ktorych
sa neexprimuje NhaAl!l. Zarovedl je nevyhnutny v pri-
padoch, ak strata NhaA limituje rast buniek!4. Z rastovych
pokusov s mutantami AniaA a AnhaAAnhaB vyplyva, Ze
v reguldcii vnutrobunkového pH, ako aj v transporte Na™
von su zahrnuté pravdepodobne iné mechanizmy nez
Na*/H* antiport, pretoze pri nizkych koncentracidach Na*
rastti oba mutanty v rovnakom rozsahu pH ako divy
kmeii®!7. Napriek pokusom s AnhaA, predpokladans fink-
NhaB neberie do tivahy jeho K, ktoré je za neutrdlnych
podmienok prili§ vysoké na to, aby efektivne umoznilo
transport Na* von z bunky, ak je jeho koncentracia v ras-
tovom médiu nizka.

Vsetky navrhované tlohy Na*™/H' prendSatov vychdd-
zaju z fyziologickych podmienok, za ktorych je na mem-
brdanach primdrny protonovy gradient. Vysledky z labo-
ratéria profesora Skulaceva za poslednych par rokov do-
kazuju, Ze bunky E. coli st schopné rist v prostredi



znemoziiujicom tvorbu A”H"' Navyse, podla najnovsich
zisteni je cytochrém d indukovany protonoférmi a zvySu-
jicou sa koncentraciou Na' v médiu. Tieto pozorovania
sthlasia s domnienkou, e cytochrom d je sucastou Na*-
zavislej energetiky, ktord nahrddza H*-zdvisli energetiku
v podmienkach, v ktorych je tito nedostaéujdcalg. Exis-
tenciu primarnej pumpy sodnych i6nov, ktord pohdia
respirdcia, predpokladd u spontdnneho mutanta MHI vo
svojej poslednej praci aj izraelska skupina”. Pritomnost
primarneho gradientu Na™ na membrdnach E. coli by tak
mohla podstatne ovplyvnif pohlad na fyziolégiu Nat/H*
antiportera.

3. Na'/H" antiporter U extrémofilov

3 l.Na+/H+antiporter
alkalofilnym baktériam prezivat
pri pH 11

umoziuje

Alkalofilné baktérie st schopné prezivat v prostredi
s extrémne nizkou koncentraciou H*, vrozmedzi pH medzi
9 a7 11 (ref. 19). Podobne ako aerébne neutrofilné baktérie,
aj alkalofily respiratne transportujui protony z cytoplaz-
my20 a udrzujd si tak na membranach primdrny protonovy
cyklusﬁ. Rast pri pH nad 8,5 (ref. 21y, symport niektorych
substratov20 ako aj pohyb alkalofilov si vyZaduji pritom-
nost Nat i6nov®20. Aj v silne alkalickom prostred si za-
chovavajui vnutrobunkové pH okolo 8,5 (ref. 6) a tato ich
schopnost je zavisld na pritomnosti Na* (ref. 22). Na zdk-
lade mnohych experimentalnych ddajov bola postulovana
a neskor aj potvrdena centrilna tloha Na‘/H* antiportera

k2322 Naozaj, uk4-

pri pH homeostédze alkalofilnych bunie
zalo sa, 7e mutanty v géne pre Na'/H' antiporter mali
ne-alkalofilny fenotyp20 alebo sa stavali citlivymi na pH
(ref. 21). KedZe u alkalofilov sa dosial nepodarilo identifi-
kovat primarne pumpy Na', zd4 sa, Ze pozorovany trans-
port Na* von z buniek je spriahnuty so zachytdvanim extra-
celuldrnych proténov a ich transportom do buniek prostred-
najmenej dvoch elektrogénnych Na™/H*t

antiporterov20, Takymto spdsobom si bunky udrzuju

nictvom

sekunddrny cyklus sodnych iénov uzatvarany kontranspor-
tom substritov s Na® do bunky!? a s flageldrnym mo-
torom?29 vyuzivajucim ApNa.

Experimentdlne udaje potvrdili, e Na™/H* antiport je
u alkalofilov elektrogénny so stechiometriou Nat/H* > 1.
Elektrogenicita je v tomto pripade nevyhnutnd &rta pre-

nasaca, pretoZe mu umoZiiuje vyuzivat membrianovy po-
tencidl, a tak fungovat v podmienkach, pri ktorych st
zlozky proténmotivnej sily ApH (vniitri kyslé) a Ay (vnttri
negativny) opacne orientované. Zarovefi je inhibovatel'ny
latkami schopnymi disipovat Ay, je tplne inhibovatelny
Li* a tieZ vysokou cytoplazmatickou koncentriciou HT,
napr. pH;, 7 (ref. ]9).V sulade s pozorovanim najmenej
dvoch rozdielnych Na™/H* prendsatov u alkalofilov je aj
néjdenie odli¥nych sekvencii génov pre dva Na®/H* an-
tiportery B. firmus OF4, ziskané komplementdciou Anha
mutanta E. coli. Analyza sekvencie jedného z nich, ozna-
govaného ako NhaC, predpoved4 Struktiiru s desiatimi trans-
membrénovymi o-helixami®. Druhy z génov, ukazuje po-
dobnost v aminokyselinovom zloZeni s moZnymi vazbo-
vymi miestami transportnych systémov pre rozli¢né iény
ako naprikiad cadC, kadmium rezistentného plazmidu zo
Staphylococcmaureusé. O dvoch rozdielnych systémoch
pre Na*/H" antiport sved&ia aj biochemické porovnania
alkali-citlivého mutanta a transformanta s navrdtenou al-
kalofilitou u Bacillus spkmeii C-125 (ref. 21),

32 . Na*/H' antiporter u extrémnych
halofilov

Extrémne halofily, patriace medzi archaebaktérie, oby-
vaju prostredie s vysokymi koncentraciami soli?4, ¢o pre-
durcéuje ich toleranciu k cytoplazmatickym koncentraciam
Nataz do 1 M (ref. 0). Bunky Halobacterium halobium
vlastnia jedineénu, svetlom pohdfiand primérnu proténovi
pumpu - bakteriorodopsfn24. Svetlom indukovany vytok
Na' iénov, citlivy na pritomnost odpojovacov, podporil
predstavu o pritomnosti Na*/H" antiportera na membra-
nach H. halobium. Naélez symportérov kotransportujicich
niektoré aminokyseliny spolu s Na*, dal pevny rdmec pre
sekunddrny sodny cyklus u H. halobium. Nat/H" anti-
porter, ako sekunddrna pumpa udrzuje oproti okoliu nizku
vnutrobunkovi koncentriciu Na' a zaroveii vytviara ApNa
(ref. 8y, ktory sliZi ako hnacia sila pre aktivny transport
potrebnych substrdtovZS. Na rozdiel od vi&$iny inych, re-
verzibilnych prenasacov, Nat/H" antiporter u H. halobium
pracuje jednosmerne v smere transportu Na® iénov von
z bunky vymenou za extraceluldrne protény?°. Na svoju
fyziologicku ¢innost vyzaduje kombindciu ApH a Ay, ktoré
ho aktivizujli25 . Spatnému toku sodnych iénov do buniek
brani tzv. braniaci (gating) alebo prahovy membranovy
potencidl, priblizne -100 mV, ktory vyZzaduje aktivny pre-

6

ndsac® a zdroveli umoziiuje antiporteru odpovedat na ApH

(ref. 25). Na druhej strane, ApH zase moduluje aktivitu
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Na*/H* vymeny tak, e meni afinitu predpokladaného regu-
laéného miesta vo&i HT. Zd4 se, ze prave toto miesto je
zodpovedné za vysoku citlivost Na*/H™* antiportera na pH.
Stechiometria Na*/H' vymeny zatial nie je jasnd, ale po-
sledné vysledky ukazuji na elektroneutralitu vymeny so
stechiometriou 1 (ref. 6),

Halobakteridlny prendsa¢ je zatial jedinym zndmym
u prokaryotov, ktory je inhibovatelny s DCCD?*, Zarovei
je inhibovatelny halocinom H6, bakteriocinom produko-

vanym H. mediterranei a H. gibbonsiiZ®.

4. Baktérie S primarnym cyklom sodnych
i6nov na membrane

V rozmanitosti bakteridlnych druhov z bioenergetic-
kého hladiska odli§ujeme vyznamnu skupinu Organizmov,
ktoré vyuzivaji na membrdnovo viazané procesy primarne
vytvoreny gradient H*. Nahradenie proténov v tilohe spria-
hajticich iénov sodnymi iénmi méze predstavovat aj jeden
zo spésobov adaptécie na nepriaznivé p()dmienkyzo. Kon-
centratny a potencidlovy rozdiel Na* (AW . )iénovumoz-
fuje tymto organizmom vykondvat chcnﬁckﬁ, osmoticku
a mechanickd pracu’. Ide predovietkym o morské, halofil-
né, anaerobne baktérie a archaebaktérie, u ktorych sa do-
kézala pritomnost primarmeho cyklu Na* (ref. ). Vzhladom na
odligné prirodné prostredia, ktoré obyvaju, sa u nich vytvorili
rozdielne spdsoby primédrneho pumpovania Na* iénov.

4.1.Na"/H" antiporteru morskych
a halofilnych baktérif

Baktérie obyvajice prostredie s vys$§imi koncentracia-
mi soli nielenZe toleruju sodné iény vo via¢Som nadbytku,
ale Na™ iény pre svoj rast vyzaduju. Potvrdilo sa to u mor-
Sk)7Ch27 a halofilnych baktérii?’. Dalgie experimenty ukd-
zali, ze aktivny transport aminokyselina sachardzy je tiplne
zavisly od pritomnosti Na*t (ref. 27y, Tieto organizmy su
vybavené neobvyklym typom respiracného refazca, ktory
obsahuje primarnu H* a aj Na* pumpu. Na*/H%antiporter,
popisany aj u morskych baktérii Vibrio alginolyric-uszg,
Vibrio parahaemolyticus'> ako aj u halofilnych baktérii
Vibrio costicola’*vymiefia Nat a H* cez membrany, ktoré
su za alkalickych podmienok energizované primarnym gra-
dientom proténov ako aj sodnych iénov. Z charakterizdcie
Na*/H* antiportu u V. parahaemolyticus na obratenych
membranovych vezikuldch sa zd4, Ze bunky obsahujui dva
Nat/H* antiportery podobne ako E. coli!5 Aktivita jedného

118

z nich je silne zavisld na pH, pric¢om sa v rozmedzi pH 7-9
vyrazne zvysuje V ... K, tohto antiportera nie je ovply-
vnené s pH'S. Zarovei je tento antiporter silne inhibo-
vatel'ny amiloridom. Amilorid tieZ inhiboval transport Na*
ionov von z buniek halofilnej baktérie V. costicola, ktoré
vyuzivali ako substrat laktdt30. Aktivita druhého popisa-
ného systému na Nat/H* vymenu u V. parahaemolyticussa
zd4 byt nezavisld od pH15 . Ciasto¢ne charakterizovany bol
aj Na'/H" antiporter u V. alginolyticus, ktory je aktivny
minimdlne v rozmedzi pH do 7 do 9 a umoZiiuje okys-
ovanie vnuitra buniek spojené s vytokom Na™ prostrednic -
tvom elektrogénneho Nat/H* antiportu3!. Pohlady na moz-
nufyziologickt tlohu Na*/H" antiportu morskych baktérii
su kontraverzné. Skupina okolo profesora Unemota, ktora
pracuje s V. alginolyticus, zastava nézor, Ze funkcia Na*/H*
antiportera pohaiianého proténmotivnou silou, sa stdvapre
bunky délezitou na acidifikdciu cytoplazmy za alkalickych
podmienok?®, kedy je aktivita K*/H* obmedzena3!. Tito
badatelia predpokladajui, Ze reguldcia vmitrobunkového pH
u V. alginolyticus v rozmedzi pH 6-9 je zabezpecend prave
prostrednictvom K*/H* antiportera’!-42

tori vysledkov ziskanych u V. parahaemolyticus predpok-
ladajt, Ze aktivita Na®/H" antiportera moZze byt mimo-
riadne dolezitd pre zachovanie obehu Na't za neutrdlneho

. Naproti tomu, au-

pH, kedy nefunguje respira¢na sodna pumpals. Na mem-
branovych vezikuldch tychto buniek sa K*/H™ antiport
nepodarilo detegovat!?.

V poslednej dobe bolo zistené poradie nukleotidov gé-
nov kédujucich Na™/H* antiporter u oboch spomenutych
morskych baktérii?8:16. Gén nazvany nhaAv kéduje protein
pravdepodobne zloZeny z 383 aminokyselin s M, 40 400.
Predpokladané aminokyselinové zloZenie je na 58 % iden-
tické s NhaA, Nat/H* antiporterom E. coli?8. Podobne ako
u V. alginolyticus, aj gén pre Na™/H" antiporter u V. para-
haemolyticus sa nasiel pomocou komplementicie (dvoj-
nasobného mutanta E. coli AnhaAAnhaB).Protein kédo-
vany tymto génom, oznaleny tieZ ako NhaA je zloZeny
z 383 aminokyselino M40 433 Da a vytvara v membrdne
pravdepodobne 12 transmembrdnovych helixov. Poradie
aminokyselin vykazuje 59 % homoldégiu s NhaA u E. coli!©
a az 97 % homolégiu s NhaAv!0,

4.2. Na"/H" antiporteru fermentativnych
anaerédbnych baktérii

Syntéza ATP u anaerébnej baktérie Propionigenium
modestum, ktord ziskava energiu fermentdciou sukcindtu,
je uplne zévisla od elektrochemického gradientu Nat i6-



nov?. Transport Na* von z bunky zabezpetuje metylmalo-
nyl-CoA dekarboxyldza, ktord na prenos vyuZiva volnil
energiu neoxidativnej dekarboxyldcie. Zaroveii bol u tohto
organizmu néjdeny jedine¢ny typ F;F)ATPsyntazy/ATP4zy,
ktory ma tvorbu ATP vyuZiva ako spriahajici i0n prdve
Na* (ref. 7). Popri tychto dvoch enzymovych systémoch,
z ktorych dekarboxylédza tvori generdator a ATPsyntdza uti-
lizujuci ¢lanok sodného cyklu, bola na membridne P. mo-
destum potvrden4 aj existencia Nat/H*t antiportera6, Ten by
vyuzitim primdrneho gradientu Na® mohol vytvérat se-
kundarny protonovy cyklus. A prave protony sa zdaji byt
spriahajucimi i6nmi pre sekunddrny transport sukcindtu
prendSaného do bunky zidroven s odstrafiovanim katabo-
lického propionitu prostrednictvom spolo¢ného prenasa-
¢a%:0. Navyse Nat/H* antiporter by mohol hraf podstatnt
ulohu pri pH homeostdze P. modestum, ktoré zvy&ajne
rastie v neutrdlnom alebo kyslom prostredi. Zatial vsak nie
su ziadne informdcie o charaktere a vlastnostiach Na™/H*
antiporteru u P. modestum alebo podobnych baktérii.

ATP sa u fermentativnej anaerdbnej baktérie Streptoc-
cocus faecalis (novym ndzvom Enteroccocus hirae) tvori
substrdtovou fosforyldciou. V zmysle druhého zékona bun-
kovej energetiky’, vyuZziva tento organizmus svoj primarny
zdroj energie ATP na energizovanie membrany. U S. fae-
calis bola ndjdend a popisand H*-translokujliica ATP4za
typu FF,, ktorej tlohou je tvorit na membrdne A[.NLW
a zéroven regulovat vmitrobunkové pH®. Jednym zo sys-
témov, ktoré vyuzivaji ApH vytvorené na membrane touto
ATP4zou, a vymenou za cytoplazmicky Na't energizuji
membranu sekunddrnym ALNL\‘._“ je Na™/H' antiporter.
Umoztuje bunke udrziavaf nizku vniitrobunkovii koncen-
traciu Na™ v kyslom a neutrdlnom prostredi. V alkalickom
prostredi, kde je uz Al i nedostadujice, vyuziva S. fae-
calis indukovatelni Na*-translokujicu ATPé4zu, ktord je
typu V0. Tento enzym plni v alkalickom prostredi cast
dlohy Nat/H" antiportera, udrzuje nizky cytoplazmaticky
Na® a vytvara AL ..+~ na membrdne. Gén pre Nat/H" an-
tiporter S. faecalis bol klonovany komplementdaciou dvo-
jitého mutanta v Nat/H* antiporteri ako aj v ATP-zavislom
transporte Na'. Gén nazvany napA, kéduje hydrofébny
protein zloZeny z 383 aminokyselin, pravdepodobne tvo-
riaci 12 transmembrdnovych helixov. Len velmi mald ho-
moldgia bola ndjdendmedzi NapA a NhaA alebo NhaB. Na
druhej strane, NapA ukazuje vyznamnu homoldgiu ku
KefC, moznému K*/H™ antiporteru z E. coli. Pokusy, pri
ktorych disrupcia napA viedla ku strate aktivity Na®/H™
antiportera® a komplementdcia AnhaAAnhaB mutanta
i32, 7e NapA funguje ako Na*/H* antiporter.

E. coli potvrdili-
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4.3. Reverzibilné primdrne pumpy
sodnychiénovsau metanogénov
prelinajis reverzibilnymNa*/H*
antiportom

Metanogénne archaebaktérie su striktne anaerébne orga-
nizmy, ktoré ziskavaju svoju metabolicki energiu premenou
obmedzeného poctu substratov (Hya CO,, metanol, mrav-

¢an, acetat, pripadne metylaminy33) na metan34. Rast ako aj
tvorba metidnu je u tychto organizmov zdvisldA na Na™.
Niektoré kroky metanogenézy su spriahnuté s tvorbou primar-
nych gradientov proténov a sodnych iénov34. Nat/H* anti-
port bol ¢iastoéne charakterizovany na celych bunkédch me-
zofilov Ms. barkeri3>3%a Msphungatei®’ ako aj termofilov
Mb. thermoautotrophicum kmei Marburg3® KedZe u vset-
kych spominanych druhov bol prenos inhibovany amilori-
dom38:35.37 harmalinom38 alebo EIPou3®, predpoklada sa,
7e aj u metanogénov sa nachddza Nat/H* antiporter39.
Jednou zo zaujimavych vlastnosti energetiky metano-
génov je reverzibilita primdrnych Na* pump. Vdaka roz-
dielnej stechiometrii translokovanych Na*iénov pocas me-
tanogenézy z Hya CO, (metyltransferdza prenasa viac Na*
ako sa spotrebuje pri vzniku formyl metanofurdnu), sa
mdZe metanogenézou vytvorené AﬁNa* pomocou Na*/H*
antiportera premiefiat na AfL . 3. Experimentdlne bolo
potvrdené, ze v pritomnosti inhibitora Na™/H" antiportera
sa metanogenéza stala necitlivd voci Odpojovaéom%. Ak
viak t4 ista baktéria rastie na metanole, dochddza pri oxi-

décii ¢asti metanolu na CO, (opa¢ny smer reakcif ako pri
premene H, a CO, na CHy) k situdcii, ze gradient Na*
vytvoreny formyl-MF dehydrogendzou nepostatuje ako
hnacia sila na metyltransferazovui reakciu. Chybajtice sod-
né i6ny by v tomto pripade mohol poskytnit Na*/H" an-
tiporter pohanany AﬁH,, 3536 v spomenutych pracach sa
ukézalo, ze Na*/H*' antiporter katalyzuje tvorbu AﬁNa»,
pohéatiant AﬁHh ako aj proces opaény, tvorbu Aﬁw po-
hatianti A[L .. Otazka, &ije na Na*/H* antiporter u me-
tanogénov zodpovedny za pH homeostdzu zatial ostdva
nerozrie$end. Ukdzalo sa, ze Nat/H" antiporter u Ms. barke-
ri hrd dlohu pri pH reguldcii za alkalickych podmienok,
kedy recykluje protony spif do cytoplazmy vymenou za
Na (ref. 39).Na druhej strane, bola postulovan4 uloha Na™
pri tvorbe ApH pri pH 5 u Mb. thernzoaz¢t0tr0phicmn38.
Najnovsie experimenty na stredne halofilnych metanogé-
noch, predovSetkym Methanolobus taylorii, viak ako Cld-
nok pH homeost4zy favorizuju K*/H* antip01‘t40.
Existencia primdrnych protonovych a sodnych pimp a tiez

syst¢émov na pH homeostdzu nezdvislych od Nat u me-



tanogénov priam ponukaju tivahu o centrdlnom spojova-
com a prepinacom &lanku medzi energetickymi procesmi
zAvislymi na proténoch a systémami z4vislymi na sodnych
iénoch, ktorym moZze byt prave Na*/H* antiporter.

5. Co napovedaju sekvencie génov
pre Na'/H" antiportery

Z poradia aminokyselin pre mnohé bakteridlne pre-
nasace sa dé predpokladat pritomnost 10 aZ 12 transmem-
branovych o-helixov (akdsi minimdlna aktfvna jednotka
prendSacov), ¢asto usporiadanych tak, Ze domény s N-kon-
com su oddelené od C-koncovej domény cytoplazmatickou
sluckou*!, Z @ésmich doposial sekvenovanych prokaryo-
tickych Nat/H* antiporterov, ktoré Zdie]'éjli iba malu sek-
venénd homoldgiu, sa o piatich predpokladd, Ze vytvaraju
12 helixov. Z analyzy topologického modelu u NhaA V. pa-
rahaemolyticus a NhaAv V, alginolyticus sa ukazalo, ze
Sesf zo siedmich cytoplazmatickych sluciek u NhaA avset-
kych sedem u NhaAv je nabitych kladne alebo neutrdlne
a pif zo Siestich periplazmatickych slu¢iek u oboch pre-
nasacov nesie celkovy zaporny alebo neutralny n‘(ibojl(”‘u,
&o odpovedd tzv. van Heineho pravidlu ,kladne nabitého
vnutra" (positive-inside rule), ktoré popisuje asymetrické
rozlozenie nabitych tsekov v membrane .

KedZe vietky Na*/H* antiportery prenagaju kladne na-
bité i6ny cez hydrofébnu hradzu membrany, je pravdepo-
dobné, Ze zdporne nabité useky aminokyselin, ktoré su
umiestnené v transmembranovych Castiach proteinov, hra-
ju dolezitii tlohu pre vazbu alebo prenos katiénov ako Na*
alebo H*. Styri takéto zdporne nabité aminokyselinové
zvySky aspartdtu sa na$li v transmembrdnovych doménach
NhaAv#2. Pomocou cielenej mutagenézy sa podarilo do-
kazat, ze Asp-125, Asp-155 a Asp-156 ovplyviujiaktivitu
Na*/H™ antiportu NhaAv. Ani jeden z mutantov v tychto
poziciach nebol schopny rast v alkalickom prostfedi, trans-
portovat Na® von z bunky, a tak ako nemutovany NhaAv
komplementovat AnhaA mutéciu E. coli*2. Tieto tseky st
konzerované v NhaA u E. coli, Salmonela enteritidis
a V. parahaemolyticus a mozeme ich povazovat za kan-
didétov na vizobné miesto(a) pre katiény*Z, Naprick malej
homolédgii medzi bakteridlnymi Na*/H* antiportermi, po-
dobné rozlozenie zapornych nébojov bolo pozorované
v transmembranovych helixoch niektorych dalsich prend-
$aov. NapA, Na'/H™ antiporter u E. hirae, ma v predpo-
kladanom helixe VI Asp-153 a Asp-154, kym v dalSom
helixe VII sa nachiadza Glu-184. Podobne moZno ndjst

u NhaB Glu-85 v helixe III a v tom istom helixe z NhaC,
antiportera u B. firmus RAB, sa nachiddza Asp-86 (ref. 42),
Zd4 sa, Ze opisané konzervativne tuseky mdzu suvisief
s aktivitou danych antiporterov“.
U eukaryotickych prendsacov sa uz davnejSie uréilo
aminokyselinové poradie v predpokladanych doménach,
ktoré viazu amilorid. U NhaA V. parahaemolyticus bola
néjdend velmi podobnd sekvencia k amilorid viazicej do-
méne [udského Na*/H* antiportera NHA. KedZe sa zd4, 7e
vosvojomucinkuamiloridkompetujeg Na+, tento useky, 5
predpokladanom pejixe 11 moze DYt zahrnuty yo vdzbe Na*
(ref.!" ). Podobné motivy sa na§li u Na*/H* antiportera
NapA z E.hirae a tieZ u NhaA a NhaB z E. coli.

6. Dogmyay utocna »mechanika‘
bakteridlnej energetiky

Jednou z dosial nevelmi diskutovanou vlastnostou

Nat/H* antiportera je reverzibilita vymeny proténov a sod-

nych i6nov, ktord umoZziuje prenasat kationy oboma smer-
mi v zdvislosti od AHW alebo AﬁNa+. Centrdlna dogma
o funkcii Na™/H™ antiportera ako zariadenia na pH homeo-
stdzu a detoxikédciu cytoplazmy od Na‘t uz v sd¢asnosti
nepostaduje na pochopenie ulohy Nat/H* antiportera vo
fyziologii a energetike prokaryotov. Objavy primdrnych
sodnych pump u mnohych bakteridlnych druhov ako aj
inych systémov na pH homeostdzu nezavislych od sodnych
iénov (napr. K*/H" antiport) vytvdraju z Na*/H" antipor-
teru bioenergeticky fenomén. Na*/H" antiporter nachddza
svoje miesto vo vietkych membrdnach, kde existuju sd-
Casne obeh proténov a aj sodnych iénov, teda pravdepo-
dobne v drtivej vicSine bakteridlnych druhov. U neutro-
filov, extrémnych alkalofilov a morskych baktérii dochad-
za k duplicite systémov pre Na™/H* antiport. Dva rozdielne
prendSace pravdepodobne umoziiuji bunkdm nielen adap-
taciu na prostredie, ktorého koncentracia Na* a H' sa pre
mnohé druhy moze pohybovaf v rozmedzi viac neZz dva
poriadky, ale zdroven su jazyCkami vih, ktoré umoZziiuju
vyuzif ¢o najlepSie energetickd kapacitu transmembrano-
vych gradientov proténov a sodnych idénov. A prave v pre-
pojeni, pripadne prepinani medzi Na*-zavislou a H-zdvis-
lou energetikou bude treba ngjst a osvetlit velmi dolezité
postavenie Na®/H™ antiportera v bioenergetickych proce-
soch bakteridlnej bunky.

Autori éldnku dakuji za financnii podporu GAV SR
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Cycling of protons and Na' across bacterial membranes is
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connected with such vital bacterial functions as are ATP
synthesis, pH and Nat homeostasis, motility, and solute
transport. The Na*™/H™" antiporter is the universal device that
couples these H" and Na™ movements across bacterial mem-
branes. The review is concerned with the new aspects of
molecular biology and physiology, regulation of activity as
well as expression of Na*/H* antiporters in E. coli, alkalo-
philis, halophilis, anaerobic bacteria, and archabacteria.
The possible role of Na™/H* antiporter in bioenergetic

processes in these microorganisms is also discussed.





