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1. Uvod

Sodik je Siesty najcastejSie sa vyskytujiici prvok
v zemskej kore a najcastejSie sa vyskytujuci alkalicky kov.
Sodné i6ny spolu siénmi CI st najviac zastupené idny
v morskej vode. Odhaduje sa, Ze v moriach a oceanoch je
az 1,5-10"° ton Na*. Sodik je vitalne dolezity pre bunkovi
biologiu a jeho pdsobenie na organizmy je dvojaké. Na
jednej strane, Zivot bez neho by nebol moZny, na strane
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druhej, vo vySSich koncentracidch dokéze byt pre organiz-
my toxicky. Vzhladom k predpokladu, Ze zivot vznikal
v oceanoch a moriach, kde ako je uvedené vyssie dominu-
je sodik ako hlavny katién, zohravaju Na" iény vyznamnu
ulohu v Zivote vSetkych organizmov, po¢nic od Archaea
cez Prokaryoty, az po Eukaryoty, ¢loveka vratane. Morské,
pripadne alkalitolerantné organizmy vyZaduju vysoké kon-
centracie sodika priamo vo svojom okoli, ale ani pre ostat-
né organizmy nie je jeho pritomnost zanedbatelnd. Je
pochopitel'né, Ze na to, aby mohli organizmy udrziavat’
Na" homeostazu maju viaceré sofistikované Na® zavislé
systémy, ktoré sa na tom podiel'ajt.

Funkcia Na® iénov u Zivych organizmov je velmi
roznoroda. Iény Na' sa podielajii na udrziavani osmotic-
kého tlaku, pH vsetkych zZivych organizmov, a aj viaceré
bioenergetické systémy su zavislé na Na' iénoch. Prikla-
dom takéhoto procesu je u methanoarchae tvorba metanu —
metanogenéza. Pre Uplnost’ je potrebné dodat, ze aj
u vyssich organizmov, vratane &loveka, si Na* iény dole-
zité, pre vedenie nervového vzruchu, regulaciu objemu
a tlaku krvi, udrzanie svalovej drazdivosti, acidobazickej
rovnovahy, ale aj v mnohych inych fyziologickych dejoch.

Nadbytok Na“ iénov na druhej strane vedie
k rozmanitym patologickym stavom. V primorskych oblas-
tiach a v sucasnosti aj v naSich podmienkach salinita pod
stiipa a poI'nohospodarska produkcia je negativne ovplyv-
fovana vysokou koncentraciou soli v pode. Vsetky tieto
zistenia poukazujli na déleZitost’ spozndvania funkcii Na”
i6nov v bunkovej biologii.

Preto, aby Na® iény mohli v organizmoch plnit
uvedené funkcie, musi mat’ bunka neporusent membra-
nu, ktord prostrednictvom rdznych pimp a transporté-
rov reguluje ich intracelularnu koncentraciu. Je zname,
7e u zivocichov sa elektrochemicky gradient Na™ ionov
(Afin,") vyuziva pre pohafanie transportu rdéznych meta-
bolitov do bunky. Afiy, je generovany priméarnou sodnou
pumpou, Na'/K* ATPazou. Tento typ ATPazy nebol
u prokaryotov néjdeny. Napriek tomu sa v poslednych
dvoch dekadach ukazalo, Ze Na™ iony mozu zohravat vyz-
namnt funkciu aj v bioenergetike prokaryotov a archaea.
Dovtedy bola vseobecne akceptovana predstava, ze jedi-
nym spriahajticim iénom je H'. V kratkosti je na porovna-
nie potrebné pripomenut’ zakladny princip membranovo
viazanej konverzie energie v mitochondriach, mnohych
baktériach a chloroplastoch ako to navrhol profesor
P.Mitchell vo  svojej chemiosmotickej  teorii'.
V membrane tychto organel je transfer elektronov spriah-
nuty s translokaciou H' cez membranu a vzniknuty elek-
trochemicky gradient H™ (Aliyy") je vyuZity na pohafanie
mnohych bunkovych endergonickych procesov. Proton je
tzv. spriahajuci i6n. Velkost’ elektrochemického gradientu
proténov je urena uvedenou rovnicou:

A liy'=F AY — 2,303 RT ApH
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(AY je elektricky potencialovy rozdiel cez membranu, R je
plynova konStanta, T je teplota v K, F je Faradajova kon-
Stanta , ApH = pH;, — pHou )-

V roku 1980 bola prvykrat popisand existencia pri-
marnej pumpy generujiicej elektrochemicky gradient Na*
ionov u anaerobnej baktérie Klebsielly aerogenesz. Zo
zaCiatku boli tieto zistenia prijimané bioenergetickou ko-
munitou s urcitou nedoverou a boli povazované za kuriozi-
tu v zmysle, ze u prokaryotov je vSetko mozné. Postupne
sa vSak ukdzalo, ze viaceré mikroorganizmy mozu iény
Na'" vyuzivat' vo svojich bioenergetickych systémoch ako
iony spriahajuce (coupling). Aj nedavne sekvenovanie
mnohych bakterialnych gendémov preukazalo existenciu
roznych Na* zavislych bioenergetickych systémov.

Myslienka, e Na' i6on méZe sluzit ako spriahajuci
i6n, bola zaloZena na mnohych pozorovaniach. Zistilo sa,
7e Na" méZe byt transportované z bunky pomocou primar-
nych pamp (generatorov Na* gradientu), a Ze tok Na™ po
gradiente do bunky sa vyuZiva na pracu rovnako ako H'
gradient (obr. 1, cit.®). Pritomnost’ primarnych Na* pamp v
bunke je vyhodna pri nizkom elektrochemickom H' gra-
diente, alebo pri vysokej koncentracii Na* iénov, ¢o nie st
vhodné podmienky pre funkciu Na'/H' antiportera, ktory
sa taktieZ zii¢astiiuje na transporte ionov Na" z bunky.

Objavy enzymov vyuZivajicich Na® iény viedli
vroku 1985 Skulacheva' k formulovaniu revoluéného
konceptu cyklu sodného katiéonu v membranovej energeti-
ke, ktory je v stcasnosti akceptovany rovnako ako proto-
novy cyklus Mitchella. Odhalenie, e Na" kation dokaze
fungovat’ rovnako ako spriahajtci ion, ktory doplita pri-
padne nahradza protdn v bioenergetickych funkcidch, pre-
formovalo dovtedajsi nahl'ad na bioenergetiku. Existuju
organizmy vyuZivajuce vyluéne energiu H' gradientu,
d’alej organizmy, u ktorych je znama koexistencia oboch
gradientov H' ako aj Na”, a taktie? ako napr. Propionige-
nium modestum, ktoré vyuziva len gradient Na* iénov pri

Respiracny retazec

Dekarboxylacia

ATP syntéza

Obr. 1. PrehPad bakterialnych systémov podielajicich sa na
energetickom spriahnuti prostrednictvom cirkulacie iénov
Na*
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transformacii energie’. V nasledovnych &astiach poskytne-
me struény prehlad o substiticii H' iéonov Na® iénmi
v bioenergetickych cykloch, vo svete, kde Ajiy," namiesto
Ay pohatia membranové endergonické reakcie (transport
aminokyselin, cukrov ainych metabolitov, syntézu ATP
a pohyb bakteridlnych bi¢ikov). Cyklus Na' iénov bol
v poslednej dobe objaveny u celého radu morskych mikro-
organizmov, mnohych l'udskych a Zivo¢iSnych patogénov,
ale aj u archaea. MoZeme konstatovat, Ze svet Na'-zavislej
bioenergetiky ma ddlezité miesto v biosfére naSej planéty.

2. Generatory elektrochemického potenciilu
sodnych i6nov u methanoarchaea

2.1. Enzymy metanogenézy ako
primarne sodné pumpy

Methanoarchaea patria medzi fylogeneticky najstarSie
organizmy a su zaradené do tretej vyvojovej linie organiz-
mov, do riSe Archaea. Zaujem o tato skupinu mikroorga-
nizmov nie je neoCakavany. Na jednej strane v Case, ked’
sa stale viac zaujimame o alternativne zdroje energie, je
tvorba metanu methanoarchaeca mimoriadne zaujimava. Na
druhej strane metan predstavuje jeden z aktivnych skleni-
kovych plynov. Aj ked CO, je najdolezitejSim skleniko-
vym plynom, molekuly metanu zachytavaju teplo az s 20
nasobnou ucinnostou ako molekuly CO,. Antropogénna
¢innost’ vyrazne prispieva k zvySovaniu koncentracie me-
tanu v atmosfére (ryzové polia, produkcia a distribtcia
zemného plynu a nafty, dolovanie uhlia, pol'nohospodar-
stvo, ale aj prirodné zdroje, oceany, tundry a vlhké ze-
me...). Je preto potrebné chapat’ vsetky parametre, ktoré
bezprostredne ovplyviiuji tvorbu metanu. Metanogenéza
je pre methanoarchaea jedind metabolicka draha, v ktorej
ziskavajui energiu. Pre tvorbu metdnu vyuZzivaju len nie-
kolko jednoduchych substratov (H, + CO,, metanol, for-
midt a metylaminy). NajuniverzalnejSim substratom je
vodik a oxid uhlicity. Postupnou redukciou oxidu uhlicité-
ho vodikom vznika metan a redoxné reakcie, ktoré sa
tohto procesu zucastnuju, generuju elektrochemické gra-
dienty Na" iénov a H' subezne. Oba tieto gradienty mozu
byt priamo vyuzivané na pohananie syntézy ATP.

Problém bioenergetiky metanoarchaea, stcasného
vyuzitia dvoch i6novych gradientov a ich kooperacia ne-
bola doposial' detailne objasnend. Napriek viacro¢nym
snaham viacerych laboratorii, problém transformacie ener-
gie u methanoarchaea zostava otvoreny. Doposial’ sa nepo-
darilo jednoznaéne vysvetlit molekularny mechanizmus
vyuzitia oboch iénovych gradientov H" a Na® v syntéze
bunkového ATP. Na rozdiel od toho, enzymy, ktoré tieto
gradienty generujl, su zndme a priamo siivisia s procesom
metanogenézy.

2.1.1. Na" translokujiici metyltransferdazovy komplex
U metanogénnych archaea je tvorba metanu spojena
~ + ~ + 7 ~r N
s paralelnou tvorbou Ajin,” a Ay, ktoré sa vyuZzivaji na
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pohananie endergonickych reakcii. Funkciu primarnej H"
pumpy plni H,-heterodisulfid reduktiza (EC 1.8.98.1)
a funkciu primarmej Na® pumpy N’-metyltetrahydro-
metanopterin: koenzym M metyltransferaza (EC 2.1.1.86).
V pripade tvorby metanu z acetatu, H, a CO, sa meta-
nogenéza ukazala ako Na' zavisly proces. Na rozdiel od
toho, redukcia metanolu z H, na metan nevyzaduje pritom-
nost Na' katiénov. Tieto poznatky viedli k hypotéze, Ze
metanogenéza v mieste prenosu metylovej skupiny z N°-
metyltetrahydrometanopterinu na koenzym M je proces
zavisly na Na" katione®. Reakcia je katalyzovana membra-
novo viazanym enzymom N’-metyltetrahydrometano-
pterin: koenzym M metyltransferazou translokujiicou Na".
Enzym bol prvykrat purifikovany z Methanobacte-
rium thermoautotrophicum (kmefi Marburg)’. Uvedend
metyltransferdza je zlozend z 6smich podjednotiek pricom
na 23 kDa polypeptid je naviazana corrinoidova prostetic-
k& skupina obsahujuca kobalt. Vzhl'adom na molekulovi
hmotnost’ celého komplexu a jednotlivych podjednotiek sa
da ocakavat, ze purifikovany komplex tvori tetramér.
Metyltransferaza katalyzuje dve reakcie. Najprv me-
tylaciu prostetickej skupiny a nasledne jej demetylaciu,
pric¢om vysledne sa prenisa metylovd skupina z N°-
metyltetrahydrometanopterinu na koenzym M (cit.*).
CH;-H4MPT + cob(I)alamin — CHj-cob(Il)alamin +
+ HsMPT
CH;-cob(Ill)alamin + H-S-CoM — CH;-CoM +
+ cob(I)alamin
Redukovand forma enzymu sa sprava ako nukleofil
vo&i metylovej skupine N°-metyltetrahydrometanopterinu
(CH;-HsMPT) a vytvori s flou intermediat, ktory potom
odovzda metylova skupinu koenzymu M a vytvori sa me-
tylkoenzym M. Demetyl4dcia metyltransferdzy je stimulo-
vana Na* ionmi, ¢o nasvedCuje tomu, Ze prave druha Zast
reakcie suvisi s vektorovym transportom tychto idnov.
Predpoklada sa, Ze translokaciu Na* iénov pohénaju kon-
forma¢né zmeny prenaSajuce sa cez navzajom susediace
podjednotky.

2.1.2. Formylmetanofurdn dehydrogendza

Tento enzym (EC 1.2.99.5) katalyzuje prvy krok me-
tanogenézy, pri ktorom sa CO, viaze na metanofuran
(MFR-NH;") a néasledne je redukovany za vzniku formyl-
metanofuranu  (MFR-NH-CHO) pomocou elektronov
z vodika (obr. 2, cit.”). Na tejto reakcii sa podielaji este
dalsie dva enzymatické komplexy, hydrogendza citlivd na
kyslik a oxidoreduktaza. Syntéza formylmetanofuranu je
v energetickom metabolizme metanogénov dolezitd H,
zavisla reakcia.

MFR-NH;" + CO, + H, - MFR-NH-CHO + H" + H,0
AG°=+16 kJ mol ™'

Reakcia je endergonicka a pohdianad Na™ gradientom.
Bolo zistené, ze tvorba metanu z CO, aH,, ale nie
z formaldehydu a H,, je inhibovana Na® iénoformi, &ize
redukcia CO, po tvorbu formaldehydu musi byt pohanana
Afina

Formylmetanofuran dehydrogenaza bola purifikovana
a charakterizovana u Methanosarcina barkeri'®, Methano-
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bacterium  thermoautotrophicum"',  Methanobacterium
wolfei'” au Archaeoglobus fulgidus". Je to multipodjed-

notkovy solubilny protein obsahujici molybdén (volfram),
nehemové Zelezo, siru a molybdopterin dinukleotid, ktoré-
ho aktivita na vzduchu rapidne klesa.

Enzym u Methanobacterium thermoautotrophicum je
zlozeny z dvoch podjednotiek s pribliznou hmotnost'ou
60 kDa a 45 kDa.

3. Konzumenti elektrochemického potencialu
sodnych ionov u methanoarchaea

3.1. Na* translokujuca V,V, ATPaza

V1V, ATPazy (EC 3.6.3.15) sa nachadzaji u baktérii
ataktiez vo  vakuolach  eukaryotickych  buniek.
U eukaryotov pracujii ako H" pumpy, ktoré okysluju vnu-
torné prostredie roznych organel (lyzozémy, endozoémy,
cisterny Golgiho aparatu). V tomto pripade ich primarna
funkcia nespociva v tvorbe ATP.

Vo svete baktérii napr. Gram-pozitivna baktéria Ente-
rococcus hirae ma Na” translokujiicu V,V, ATPazu, ktora
transportuje Na® i6ny z cytoplazmy a tym vytvara Afin,
(cit."*). ATP sluzi ako zdroj energie pre tento systém.
Predpoklada sa, Ze tito Na" pumpa je ddlezita pre udrzia-
vanie sodnej homeostazy baktérii zijucich v alkalickom
prostredi.

V, membranova cast' je zlozena z podjednotiek G,
TaK. V, cast tejto ATPazy pozostava z podjednotick A,
B,C,D,EaF.

ATPézova aktivita purifikovaného enzymu je citliva
na inhibitory vakuolarnych ATPaz ako nitrat, N-
etylmaleimid a destruxin B, nereaguje na konkanamycin
A., ale je inhibovana aj DCCD.

MFR

CO, CHO-FMR = — — CH,

Fmd

Fd Fd,.

red

2
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22 o2

<>% bSO b
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Obr. 2. Schématicky model redukcie CO, na formylmetanofu-
ran u Methanosarcina barkeri; Fmd — formylmetanofuran de-
hydrogenaza, MFR — metanofuran, CHO-MFR — formylmetano-
furan, fd — ferredoxin, Ech — energiu konvertujiaca hydrogenaza
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C podjednotka V,V, ATPazy obsahuje Styri (dvakrat
viac ako F|F, ATPaza) transmembranové helixy, ktoré
zrejme vznikli génovou duplikaciou a fiziou z génu pre ¢
podjednotku F\F, ATPazy. Rotor tejto ATPazy obsahuje
len poloviény pocet vizbovych miest pre spriahajuce iony
ako ATPézy typu F. Tvori ho hexamér, pricom kazdy mo-
nomér obsahuje jedno Na'- viizbové miesto.

Mechanizmus, akym ATPaza pracuje, je nejasny.
Predpoklada sa, Zze hexamericky rotor rotaciou postupne
transportuje Na* iény podobne ako F,F, ATP4za.

3.2. Na" zavisla A|A, ATP syntéaza

Po analyze membranovo asociovanych ATP4z niekto-
rych archaea sa nasli ATPazy, ktoré boli odlisné od ATPaz
typu V a F ATP4z a boli klasifikované ako ATPazy typu A
(archaealne). Katalytické Casti tychto ATPaz st vysoko
homologické s ATPazami typu V a membranova cast’ je
funkénym homologom F, ¢asti'. Niektoré metanogény
(Methanococcus jannaschii'®, Methanobacterium thermo-
autotrophicum'”) maju v gendme sekvenciu len pre AjA,
ATPazu (EC 3.6.3.14). Jedinou cestou pre tieto organizmy
ako syntetizovat’ ATP je ATP syntéza pohafland idnovym
gradientom. Preto sa predpoklada, ze funkciou tejto ATPa-
zy je syntéza ATP. NevyrieSenou zostdva otazka, ktory
spriahajuci i6n tato ATPaza vyuZiva. Ako uz bolo spome-
nuté, metanogény produkuju sicasne gradienty H™ a Na”
ionov a predpoklada sa, Ze by mohli priamo vyuzivat aj
gradient Na™ i6nov na syntézu ATP'®. Doposial’ nebola na
purifikovanom enzyme urcena i6nova Specificita, ale neda
sa vylugit, ze AjA, ATPéza translokuje H™ aj Na™ iony
sicasne, ako naznaGuju niektoré experimenty'. Iénova
preferencia méze byt urc¢end energiou jednotlivych gra-
dientov.

4. Generatory elektrochemického potencialu
sodnych ionov u baktérii
4.1. Dekarboxylazy

Niektoré mikroorganizmy disponuji membrinovo
viazanymi enzymami, ktoré katalyzuju dekarboxylacné
reakcie rastovych substratov a sucasne vyuzivaju volnu
energiu dekarboxylacie na pumpovanie Na® iénov von
z bunky, ¢im vytvaraji Ajin, .

Spomedzi dekarboxylaz transportujiicich Na™ iény
bola objavena ako prva oxalacetat dekarboxylaza (EC
4.1.1.3) u Klebsielly aerogenes aneskor aj u Klebsielly
pneumoniae®. Tento enzym zohrava délezita ulohu pri
anaerobnom metabolizme citratu, pocas ktorého sa vytvara
Afin. a 1 mol ATP na 1 mol citratu. Oxalacetat dekarbo-
xyldza (obr. 3, cit*!) je zlozena ztroch subjednotiek?'.
Subjednotka o obsahuje vizbové miesto pre biotin. Hydro-
fobna B subjednotka je lokalizovana v membrane. Subjed-
notka vy je svojim N-termindlnym koncom ukotvena
v membrane ajej hydrofilna C-termindlna doména je
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periplazma

Obr. 3. Obrazok znazornujici geometriu oxalacetat dekarbo-
xylazy u Klebsielly pneumoniae a mechanizmus dekarboxyla-
cie; BH — biotin

miestom, kde sa k enzymu viaze Zn®", ktory sa priamo
zucCastnuje na transfere karboxylu z oxalacetatu. Tato pod-
jednotka sa nachddza medzi o a B podjednotkami a spaja
ich.

U Veillonelly alcalescens bola objavend Na'- translo-
kujiica metylmalonyl-CoA dekarboxylaza (EC 4.1.1.41)
zuCastiujica sa pri degradacii sukcinatu na propionat
a CO, (cit.?).

Anaerdbna baktéria Propionigenium modestum ziska-
va vSetku energiu tak, Ze spriaha exergonick dekarboxy-
laciu metylmalonyl-CoA s transportom Na* cez membrénu
a vytvoreny gradient vyuziva na syntézu ATP (obr. 4,
cit.®).

Dalsie dekarboxylazy tvoriace Afina' st zname u Aci-
daminococcus fermentans a Malonomonas rubra. Acida-

3 Sukcinat

l

3 Metylmalonyl-CoA

Obr. 4. Konzervacia energie pocas fermentacie sukcinatu u P.
modestum; cyklus Na™ i6nov spaja exergonickll dekarboxyléciu
metylmalonyl-CoA a endergonicki ATP syntézu
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minococcus fermentans obsahuje glutaconyl-CoA dekar-
boxylazu (EC 4.1.1.70), ktori vyuZiva v metabolizme
glutamatu pri dekarboxylacii glutakonyl-CoA na krotonyl-
CoA (cit.?).

Malonomonas rubra obsahuje malonat dekarboxylazu
(EC 4.1.1.9), ktora sa podiela na reakcii premeny malona-
tu na acetat a CO, (cit.**). Je viac komplikovana ako pre-
doslé enzymy, pretoze obsahuje aj aktivacny modul po-
trebny pre thto reakciu.

4.2. Oxidoreduktéazy

Morské a halofilné baktérie potrebuji pre svoj rast
Na' i6ny. Energiu Ajin, vyuZivajii na pohaianie transpor-
tu roznych latok proti koncentratnému gradientu. Oh
a spol.”® skumali u morskych baktérii obsahujucich Na'-
translokujicu  NADH:ubichinén oxidoreduktazu (EC
1.6.5.3) zavislost na Na' iénoch. Zistili, ze vSetky bakté-
rie, ktoré prestali rast’ v nepritomnosti NaCl, obsahovali
tto primarnu Na' pumpu. Naopak, baktérie bez tejto pum-
py dokazali rast aj v nepritomnosti NaCl. Tieto zistenia
ukazali, preco niektoré morské baktérie vyzaduju pre svoj
rast Na~ iony.

NADH:ubichinén oxidoreduktdzy (NDH-I) v respi-
racnom ret'azci mitochondrii a baktérii katalyzuju prenos
dvoch elektronov z NADH na ubichinon. Oxidacia jedné-
ho NADH je spojena s translokaciou Styroch protonov.
Okrem tejto oxidoreduktazy, vela baktérii a hub obsahuje
mensiu a jednoduchsiu (NDH-II).

NADH:ubichinén oxidoreduktéza translokujica Na"
(Na'-NQR) bola prvykrat najdena u Vibria alginolyticus®.
Je to enzym spéjajuci transfer elektrénov s translokéciou
Na" z bunky. Baktérie obsahujiice primarnu Na* pumpu
dokaZzu rast’ v alkalickom prostredi aj v pritomnosti proto-
nofoérov. Tato alternativa umoznuje baktériam udrziavat’ si
neutrdlne vnatorné pH v alkalickom prostredi.

NADH:ubichinén oxidoreduktdza bola najdena tak-
tiez u Klebsielly pneumoniae®’ rasticej anaerébne na citra-
te (obr. 5, cit.?).

Stadium podjednotick NADH:ubichinén oxidoreduk-
tazy z Vibria alginolyticus ukazalo, Zze enzym obsahuje
Sest’ podjednotiek, ktoré v dvoch krokoch redukuji ubichi-

periplazma

cytoplazma

Obr. 5. Schématicky model NADH:ubichinén oxidoreduktazy
u Klebsielly pneumoniae; Q — ubichinén
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noén na ubichinol cez medziprodukt ubisemichinén. NqrF
podjednotka obsahuje ako kofaktor nekovalentne naviaza-
ny flavin FAD ana NqrB a NqrC podjednotku sa kova-
lentne viaze zrejme FMN. Na zaciatku NqrB podjednotka
reaguje s NADH a redukuje ubichindén na ubisemichinén.
Této reakcia je silno inhibovana Ag'. Potom NqrA podjed-
notka v pritomnosti NqrC podjednotky redukuje ubisemi-
chinoén na ubichinol. V tomto bode dochddza k translokacii
Na', pri¢om sa potvrdilo, Ze $pecificky inhibitor Na" pump
2-n-heptyl-4-hydroxychinolin N-oxid (HQNO) vyrazne
inhibuje tato Cast’ reakcie. NqrF taktiez obsahuje [2Fe-2S]
klaster, ktory sa s vysSie spomenutymi kofaktormi podiel'a
na redoxnej reakcii katalyzovanej NADH:ubichinon
oxidoreduktazou®.

5. Konzumenti elektrochemického potencialu
sodnych ionov u baktérii

5.1. Na" spriahnuty symport

Symportéry st membranové transportné proteiny
zodpovedné vicSinou za akumuléciu Zivin, ale aj za osmo-
adaptaciu buniek. Energiu na pohananie transportu tychto
latok ziskavaju z H' alebo Na' elektrochemického poten-
cidlu. Symportéry vyuZzivajuce gradient Na' i6nov
u baktérii tvoria viacero skupin a s beZnou cestou pre
prijem substratov. Obycajne ide o transport aminokyselin,
sacharidov a citratu. Iény Na* vstupuji do bunky v smere
elektrochemického gradientu, ¢im poskytuju energiu pre
vstup substratov™’.

Prikladom Na® zavislého transportu sacharidu do
bunky je melibiézovy prenaSac u Salmonelly typhimurium
alebo E. coli. Zaujimavostou je, Ze tento prenasa¢ dokaze
na kotransport okrem Na® katiénu vyuzivat aj H™ aLi"
iony.

Kotransport Na” so sacharidmi bol pozorovany taktie
u morskych baktérii (Vibrio fisherii, Alteromonas halop-
lanktis, Vibrio alginolyticus).

K.pneumoniae ma za anaerobnych podmienok indu-
kovatelny Na'- zavisly transportny systém pre citrat ako
zdroj uhlika®'. Citrat vstupuje do bunky v symporte s Na"

oxalacetat : )/

acetat

pyruvat

o0,

Obr. 6. Cast metabolizmu citratu u K. pneumoniae; a — oxala-
cetat dekarboxylaza, b — citratovy prenasac, ¢ — citrat lyaza
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a vo vnuatri bunky sa Stiepi citrat lyazou (EC 4.1.3.6) na
acetat a oxalacetat. Oxalacetat sa nasledne dekarboxyluje
na pyruvat pomocou membranovo viazaného enzymu oxa-
lacetat dekarboxyldzy, ktora pumpuje von zbunky Na®
iony, &im vytvara Afina (obr. 6, cit.>?).

Kotransportér rozvetvenych aminokyselin (leucin,
izoleucin, valin) zavisly na Na' katiénoch bol $tudovany
u Pseudomonas aeruginosa a gény pre podobné prenasace
boli identifikované aj u S. typhimurium.

5.2. Na*/H" antiporter

Jeden z dolezitych transportnych systémov u baktérii
je aj Na'/H" antiporter, ktory spaja obeh H™ a Na" iénov
cez membranu. Je to integralny membranovy protein, kto-
1y katalyzuje vymenu H z jednej strany membrény za Na®
i6ny na opacnej strane, ¢im reguluje vnutrobunkové pH,
obsah Na® i6nov v bunke a bunkovy objem®®. Antiporter
vyuziva protonmotivnu silu a premietia ju na elektroche-
micky Na” gradient alebo naopak. Mnohé Na'/H" antipo-
rtery st vel'mi citlivé na zmeny pH, ¢o potvrdzuje ich tlo-
hu v pH homeostaze a st rozsirené vo vSetkych bunkéach
od archaea cez baktérie az po eukaryoty. Extrémofily pat-
riace medzi archaea nie su vynimka. Obsahuju antiportery,
ktoré maji vyznamné funkcie v ich metabolizme
a bioenergetike. Alkalofilné baktérie su schopné prezivat
vprostredi s extrémne nizkou koncentraciou H',
v rozmedzi pH 9 az 11. Za tuto schopnost’ vd’acia elektro-
génnym Na'/H" antiporterom, ktoré vytvaraju pH gradient
s rozdielom okolo dvoch pH jednotiek™. Pri respiracii
a ATP syntéze vyuzivaji proténovy cyklus. Sekundarny
transport spriahnuty s Na™ gradientom vyuzivaju na sym-
port zivin a pohyb bicika.

U extrémnych halofilov, ktoré Zziji v prostredi
s vysokymi koncentraciami soli, udrzuje antiporter nizSiu
vnutrobunkovi koncentraciu Na™ oproti okoliu. U tychto
organizmov existuje primarny Na" cyklus rovnako ako H"
cyklus. Syntézu ATP u nich v niektorych pripadoch poha-
fia aj Na' gradient. Sekundérny transport je v tomto pripa-
de pohafiany Na* gradientom.

Metanogény maju cyklus i6nov na membréne najviac
podobny morskym baktériam. Obsahuji Na*/H" antiporter,
ktory slazi ako centralny spojovaci a prepinaci clanok
medzi energetickymi procesmi zavislymi na H'
a systémami zavislymi na Na* iénoch. Pred genémovou
analyzou bol Na'/H" antiporter detegovany u tychto orga-
nizmov prostrednictvom inhibitorov ako amilorid, harma-
lin a EIPA [5-(N-etyl-N-izopropyl)-amilorid], $pecifickych
pre tento antiporter. Metanogenézou  vytvoreny
Na'gradient sa mdZe pomocou antiportera premiefiat’ na
H" gradient, ale samozrejme tento proces funguje aj opac-
nym smerom. U Ms. barkeri sa antiporter v alkalickych
podmienkach zi&astiuje pH regulacie, kedy recykluje H
do cytoplazmy vymenou za Na" iony.

Podrobnosti 0 Na"/H" antiporteroch boli analyzované
v pracach Surina®® a Majernika’®.
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5.3. Flagelarne motory pohanané
gradientom sodnych i6nov

Flagely su organely zodpovedajuce za pohyb mno-
hych baktérii a archaea. Bakterialny flagelarny motor vyu-
ziva energiu i6nového gradientu a dokaZze sa otacat’ rychlo-
stou az 100 000 otacok za minutu. Niektoré baktérie vyu-
7ivajii H elektrochemicky gradient, iné gradient Na® i6-
nov.

Napr. motilita Vibria alginolyticus je zavisla na Na*
gradiente a Na' iony pre pohyb flagely vyuzivaji taktieZ aj
niektoré alkalofilné Bacilly, pretoze vzhl'adom na pH pro-
stredia je ich proténmotivna sila nizka®’. Funkéné vlast-
nosti motoru sa zdaju byt objasnené, ale molekularny me-
chanizmus je zatial neznamy, Co vyplyva z neobycajnej
zlozitosti tychto motorov.

5.4. F1F, ATP syntéaza vyuzivajlca
spriahajuce sodné idny

F\F, ATPazy sa nachadzaji u baktérii rovnako ako aj
v mitochondriach a chloroplastoch eukaryotov. Obycajne
vyuZivaji  energiu H' gradientu na syntézu ATP.
U P.modestum bolo zistené, ze vlastni Specialnu F,F,
ATPazu (EC 3.6.3.15), ktord vyuziva ako spriahajlce
iony Na® (cit.*®). ATPazy s podobnymi vlastnostami boli
najdené aj u inych mikroorganizmov napr. Acetobacterium
woodii*® a Ilyobactera tartaricus™. Na* translokujuca FF,
ATPaza ma typické podjednotkové zlozenie ako eubakte-
ridlna ATPaza.

F, Cast’ je zlozena z piatich roznych podjednotiek o,
B3, v, 0, € a F, Cast’ sa sklada z troch odlisnych podjedno-
tiek a, by, co_12, Porovnanie vel’kosti a identity podjednotiek
z P.modestum a E.coli naznaCuje, ze obe ATPazy st fylo-
geneticky pribuzné, pricom a a § podjednotky su vysoko
konzervované.

Poéas syntézy ATP dochadza k transportu Na* iénov
z periplazmy cez kanal statoru (podjednotka a) na Na'
vézbové miesta na rotore (podjednotka c). Po rotacii rotora
sa Na" i6n uvol'ni do cytoplazmy.

Elektrochemicky gradient Ajiy, . ktory pohéfia synté-
zu ATP, pozostava z dvoch zloziek, zkoncentraéného
gradientu Na* i6nov Apna+ @ membranového potencialu
Ay. Uvedené zlozky boli dlho povazované za termodyna-
mické a kinetické ekvivalenty, ale zistilo sa, ze ATP synté-
za je za fyziologickych podmienok zavisla na Ay. Ukazalo
sa totiz, ze len Ay dokaze indukovat kratiaci moment,
ktory pohana protismernu rotaciu aac podjednotky F,
motora Propionigenium modestum ATP syntazy®'.

5.

5. Cyklus sodnych ié6nov

u bakteridalnych patogénov

Gendémova analyza ukézala, Ze genémy mnohych
T'udskych a zivocisnych patogénov koduji primarne mem-
branové Na® pumpy, Na* transportujlice dekarboxylazy,
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Na" translokujuice NADH:ubichinén oxidoreduktazy
aviacero Na“ dependentnych permeaz*”. Tieto zistenia
naznacili, ze patogény podobne ako aj iné baktérie mézu
vyuzivat Na' iény namiesto H' vo svojej energetike ako
spriahajiice iony. VyuZivanie Na cyklu méze byt vyz-
namnym faktorom virulencie u tak nebezpecnych patogé-
nov ako Vibrio cholerae, Neisseria meningitidis, Salmo-
nella enterica serovar Typhi a Yersinia pestis. U Trepone-
ma pallidum, Chlamydia trachomatis a Chlamydia pneu-
moniae mdze Na' gradient slizit' ako jediny zdroj energie
pre pohananie sekundarnych transportérov. Aj ked mnohé
patogény vyuzivajii Na” vo svojich fyziologickych funk-
ciach, tiloha Na" bioenergetiky v bakterialnej virulencii je
stale nerozrieSend. Z uvedenych dovodov, porozumenie
Na" zavislej bioenergetiky vo svete baktérii a archaea
predstavuje velmi zaujimavi vyzvu pre bioenergetickll
vedeckll obec. Nase poznanie v tomto smere je len vo svo-
jich poéiatkoch, ale hojné rozsirenie Na* cyklu vo svete
patogénov naznaduje, ze vyskyt Na' zavislej bioenergetiky
moze vyrazne zvySovat verzatilitu membranovej bioener-
getiky aj u tychto mikroorganizmov. V tejto stvislosti je
potrebné spomentt’, ze dnes pozname niektoré latky (napr.
korormicin) fungujuce ako inhibitory Na® cyklu
v energetickom metabolizme niektorych T'udskych patogé-
nov, ¢o naznacuje, e Na™ pumpy by mohli byt slubnym
potencialnym ter¢om ucinkovania $pecifickych lieCiv.

6. Zaver

Donedavna bolo vieobecne akceptované, ze H' sluzia
ako spriahajuce iony, ktoré spajaji  endergonické
a exergonické bunkové procesy prebiehajice na bunko-
vych membranach. Postupne sa ziskali experimentalne
Gdaje, ktoré ukazali, e Na™ iony modzu za Specifickych
rastovych podmienok nahradit H' ako spriahajiice iény.
U mnohych baktérii boli popisané viaceré primarne Na®
pumpy — generdtory Afly, . ako aj konzumenti Afly, . Cyklus
Na® zloZeny z takychto generatorov a konzumentov Afix, .
bol vstcasnej dobe popisany u mnohych aerdbnych
a anaerobnych baktérii, ale aj u archaea vratane methano-
archaea. Nie je potom prekvapujlce, Ze existencia Na'
cyklu bola popisana aj u mnohych zavaznych humannych
a Zivo&isnych patogénov. Tieto zistenia ukazuju, 7e Na’
cyklus paralelne s H" cyklom zohrava vyznamnu funkciu
v adaptacii baktérii na prostredie, v ktorom Ziju, a ze jeho
roz§irenie v biosfére ma nezastupitel'na funkciu.
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Z. Novakova and P. Smigaii (Institute of Animal
Biochemistry and Genetics, Slovak Academy of Sciences,
Ivanka pri Dunaji, Slovak Republic): Cycle of Sodium
Ions in Bacteria and Methanoarchaea

This review discusses the progress of bioenergetic
studies on the role of Na* in bacteria and Archaea. Na*
ions have at least four functions in bacterial and Archaeal
cells, namely in the Na'-ion X cotransport system, Na'-
coupled energy transformation, pH homeostasis mecha-
nisms, and activation of special enzymes. Thus, in a num-
ber of bacteria and Archaea, endergonic and the exergonic
membrane-associated processes are linked by the cycling
of Na” ions which shows that Na', under certain condi-
tions, can substitute H" as the coupling ions. This review
also discusses some problems related to the Na” cycle in
human pathogens.



