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Abstrakt

Jednou z kl'acovych schopnosti buniek je udrziavanie rovnovahy vo vnatornom prostredi pri
zmenach vo vonkajSom prostredi. Medzi kationy, ktoré maji nenahraditelnti Glohu v zivych
organizmoch, patria K*, Na" a H". Pri kvasinkach bola identifikovana vic§ina proteinov, ktoré su
zodpovedné za transport monovalentnych katidnov cez bunkové membrany, ¢o z nich robi idealny
modelovy organizmus na Stidium fyziologickych procesov v eukaryotickych bunkach vratane
principov zachovania homeostdzy monovalentnych katiénov. Pomocou jednobunkového organizmu,
ako su kvasinky, sme takisto schopni charakterizovat’ proteiny z fylogeneticky niz§ich organizmov aj
cloveka aodhalovat’ tak poruchy funkcie transportnych systémov stvisiacich s patologickymi
ochoreniami.

Cielom tejto bakalarskej prace je poukazat na dolezitost kvasiniek vo vyskume Struktary
a funkcie transportérov kationov z eukaryotickych buniek a zarovenn zhrnut’ poznatky o ochoreniach

spojenych s narusenim funkcie jednotlivych transportérov kationov.

KTlucové slova: kvasinka, eukaryoticka bunka, homeostaza kationov, transport K*, transport

Na', vnttrobunkové pH, struktira membranovych proteinov, Saccharomyces cerevisiae

Abstract

One of the key abilities of cells is to maintain a balance in the internal environment when the
external surroundings change. Among the cations that have an irreplaceable role in living organisms
are K*, Na" and H". In yeasts, most proteins transporting monovalent cations across cell membranes
have been identified, making them an ideal model organism for studying cellular physiological
processes in eukaryotic cells, including the principles of maintaining monovalent cation homeostasis.
Using a unicellular organism such as yeast, we can also characterise proteins from phylogenetically
higher organisms and humans, thus revealing disorders of transport systems related to pathological
diseases.

This bachelor thesis aims to point out the importance of yeasts in the research of the structure
and function of cation transporters from eukaryotic cells and, at the same time, summarise knowledge

about diseases associated with the disruption of the functions of individual cation transporters.

Keywords: yeast, eukaryotic cell, cation homeostasis, K* transport, Na* transport, intracellular

pH, structure of membrane proteins, Saccharomyces cerevisiae
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1. Uvod

Kvasinky radime medzi jednobunkové nizsie eukaryotické organizmy. V stcasnosti si kvasinky
vyuzivané v biotechnologii, v potravinarskom priemysle na vyrobu alkoholickych napojov a peciva
alebo vo farmaceutickom priemysle na produkciu lie¢iv. KIti¢ovi rolu maju aj pri skumani
molekularnych procesov prebiehajucich v eukaryotickych bunkach, pretoze Struktiira buniek kvasiniek
je vel'mi podobnd Struktire buniek vyssich organizmov vratane ¢loveka (4/berts 2015) (Obr. 1).

Vsetky Zivé organizmy potrebuju na svoj spravny rast a delenie vyvazené koncentracie
mineralnych latok. Na udrZiavanie stalej homeostdzy v organizme si preto vytvorili mechanizmy,
ktorymi reguluju transport iénov do bunky a z bunky. Medzi najdolezitejSie monovalentné kationy
patria K*, Na* a H'. Ich koncentracia musi byt prisne regulovana. K* a H* sa podiel'aji na udrziavani
objemu bunky, pH, elektrochemického gradientu cez membrany a zGc¢astiiuji sa na dolezitych
bunkovych procesoch, ako s syntéza a aktivacia enzymov. Na* sa podiel’a na spravnom fungovani
nervovej a svalovej sustavy, udrziavani staleho krvného tlaku, ale intracelularne je udrziavany
v nizkych koncentraciach, pretoze zvysené koncentracie Na' st pre bunku toxické. Spociatku sa zdalo,
ze pouzitie jednobunkového organizmu, ako st napriklad kvasinky, neméze mat pri Stadiu
komplexnych systémov vysSich eukaryotov vratane ¢loveka velky vyznam. Dnes vSak vieme, Ze
mnohé kvasinkové gény kodujice proteiny mézu byt nahradené ich I'udskymi ekvivalentmi, co otvara
moznosti vyskumu aktivity l'udskych proteinov v ovladanom zjednodusenom systéme ,,Humanized
yeast“. Tento systém umoziuje nové objavy a skumanie funkcii ludskych génov spojenych
s patologiami (Kachroo et al. 2022). Vdaka podobnosti buniek kvasiniek s bunkami vyssich
eukaryotov mozeme kvasinky vyuzit' na skiimanie nielen beznych procesov v bunke, ako napriklad
bunkového cyklu, metabolizmu, Struktary a biogenézy proteinov alebo reakcnej odpovede voci stresu
(Smith a Snyder 2006), ale aj na objasnenie podstaty I'udskych ochoreni.

Tato praca je zamerana na dolezitost’ kvasiniek, najméd Saccharomyces cerevisiae, ako
modelového organizmu pri Stadiu (i) principov zachovania homeostazy kationov K*, Na" a H"
v eukaryotickych bunkach (ii) Struktiry a funkcie najvyznamnejSich transportérov kationov v S.
cerevisiae av zivoCisSnych bunkach a (iii) zhriiuje najnovsie poznatky o patologiach stvisiacich

s naruSenim homeostazy monovalentnych kationov a s nefunkénost’ou najmé antiportérov Na™/H".



2. Kvasinky ako modelovy organizmus

Medzi najvyznamnejSie kvasinky patri Saccharomyces cerevisiae. Gendom S. cerevisiae bol
v roku 1996 kompletne sekvenovany ako prvy genom eukaryotického organizmu. Sekvencia genému
S. cerevisiae obsahuje viac ako 6000 génov so sekvenciou takmer 13000 kilobaz, ktoré su
organizované v 16 chromozémoch (Goffeau et al. 1996). Medzi d’alSie dovody, pre¢o st kvasinky
vhodnym modelovym organizmom, je ich kratky generacny cas, relativne Ilahka
manipulécia, kultivacia a dostupnost’ dobre vyvinutych metéd molekularnej bioldgie a genetiky (Smith
a Snyder 2006). ldentifikaciou ludskych ortolégov kvasinkovych proteinov vratane proteinov
suvisiacich s 'udskymi patologiami sa kvasinky vyuzivaji ako zjednodus$eny model na vyskum

Pudskych ochoreni (Thines et al. 2019; Velazquez et al. 2022, Stribny et al. 2020).
2.1. Struktira eukaryotickej bunky

Dolezita ulohu v Strukture eukaryotickej bunky hraju biologické membrany, ktoré rozdeluju
bunku do jednotlivych kompartmentov (Obr. 1). Takmer vSetky metabolické procesy prebichaji
v cytoplazme, v ktorej st aj lokalizované jednotlivé kompartmenty, ktoré sa od seba lisia Struktirou

a funkciou (4lberts 2015).
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Obr. 1: Schematické porovnanie bakterialnej, kvasinkovej a zivociSnej bunky

(prevzaté a upravené z Alberts 2015)

Na povrchu buniek kvasiniek sa nachddza bunkova stena, ktora je zlozena prevazne z glukdnov
a mannanov, ktoré sa podielaji na udrziavani bunkovej integrity pocas rastu a mnozenia. Hrubka
bunkovej steny je zhruba 120 nm a zabera zhruba 17% celého objemu bunky (Yamaguchi et al. 2011)
(Obr. 2).
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Obr. 2: Fotografia z elektronového mikroskopu povrchu bunky S. cerevisiae

(prevzaté a upravené z Yamaguchi et al. 2011)

Plazmatickd membrana je selektivne permeabilnd a tvori rozhranie medzi extracelularnym
a intracelularnym prostredim. Dochadza tu k selekcii latok (vratane kationov H', Na', K"), ktoré
vstupujt do bunky alebo naopak, ktoré bunku opustaji. Jednotlivé typy transportérov
monovalentnych katiénov, nachadzajicich sa v plazmatickej membrane, st opisané v nasledujicich
kapitolach. Ich ¢innostou dochddza k udrzovaniu rozdielnej koncentracie i6nov na oboch stranach
membrany a vzniku membranového potencialu.

Pri eukaryotickych organizmoch je geneticka informacia bunky ulozend v jadre, ktoré je od
cytoplazmy oddelené dvoma membranami. Jadrova membrana obsahuje pory, vd’aka ktorym jadro
mdze komunikovat’ s cytoplazmou a ostatnymi kompartmentmi. Vonkaj$ia membrdna jadra je
prepojena s d’als$im membranovym utvarom, tzv. drsnym endoplazmatickym retikulom, na ktorého
povrchu sa nachadzaju ribozémy, ktoré maju proteosynteticka aktivitu. Endoplazmatické retikulum
bez naviazanych ribozémov je tzv. hladké ER, kde dochadza k syntéze lipidov. Endomembranovy
systétm — Golgiho aparat (GA) sa podiela na d’alSej uprave proteinov a transporte molektl, ktoré
vznikli v ER. GA je tvoreny cisternami (Suda a Nakano 2012).Vsetky tieto procesy st pohanané
energiou v podobe ATP, ktora je syntetizovana na vnltornej strane membrany mitochondrii
v elektronovom transportnom retazci. Hlavnym zasobnym a degradaénym organom je vakuola, kde

dochadza k akumulacii metabolitov (Janderovad a Bendova 1999).



2.2. Nobelove ceny udelené za Stidium kvasiniek

To, aké dolezité su kvasinky vo vede, dokazuje aj 5 Nobelovych cien. Vsetky tieto ceny maju

spolo¢né to, Ze autori pri svojom vyskume vyuzili kvasinky ako modelovy organizmus (Tab. 1).

Leland Hartwell
Paul Nurse

Tim Hunt

Roger Kornberg

Elizabeth Blackburn
Carol W. Greider
Jack W. Szostak

James E. Rothman
Randy W. Schekman
Thomas C. Siidhof

Yoshinori Ohsumi

Fyziologia
a medicina

Chémia

Fyziologia
a medicina

Fyziologia
a medicina

Fyziologia
a medicina

S. cerevisiae

Schizosaccharomyces
pombe

Arbacia punctulata

S. cerevisiae

Tetrahymena / S.

cerevisiae

S. cerevisiae

S. cerevisiae

Hartwell — cdc (cell division cycle)
gény
Nurse, Hunt — cyklin — dependentna
protein kinaza cdc2

Molekulérne principy eukaryotickej
transkripcie — GAL gén

Teloméry a enzym telomeraza

Schekman — SEC (secretory) gény

Rothman — SNARE (soluble
N-ethylmaleimide-sensitive factor
attachment protein receptor) proteiny

Stidhof — vezikularny transport

Kruacové gény, ktoré sa zucastiuju
autofagie

Tab. 1: Prehl'ad dosial’ udelenych Nobelovych cien, ked boli pri vyskume vyuzité kvasinky ako modelové

organizmy



3.  Zachovanie homeostazy monovalentnych kationov na molekularnej urovni

Monovalentné kationy hraju v spravnom fungovani bunky nenahradite'nt rolu. V prirodzenom
prostredi je pre bunku esencidlne udrziavanie stalej koncentracie jednotlivych ionov. Zakladné
principy zachovania homeostadzy katidnov na urovni buniek priniesli poznatky ziskané v bunkéch S.
cerevisiae (Yenush 2016). Aj rad transportnych systémov pre katidny z nizsich aj vyssich eukaryotov
bol charakterizovana pomocou kvasiniek (Rosas-Santiago et al. 2015, Dibalova-Culakova et al. 2018;
Becares et al. 2021).

Bunky S. cerevisiae obsahuju v plazmatickej membrane najmenej osem roéznych transportnych
mechanizmov na udrzanie koncentracie intracelularnych katiénov (Arifio et al. 2019) (Obr. 3). K" sa
hromadi vnutri bunky vo vysokych koncentraciach 200 — 300 mM a naopak — Na' je pre bunku vo
vysokych koncentraciach toxicky, a tak sa vyskytuje v bunkach v nizkych koncentraciach okolo 30
mM (Bariuelos et al. 2002). Za fyziologickych podmienok sa intracelularne pH v cytozole pohybuje
okolo 7,2 (Orij et al. 2009, Zimmermannova et al. 2019).
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Obr. 3: Transportéry katidnov alkalickych kovov v plazmatickej membrane a v membranach vnatornych

organel kvasinky S. cerevisiae (prevzaté z Arifio et al. 2010)
3.1 Kationy K, Na“, H" — funkcie v bunke a obsah v prostredi

Draslik je klI'a€ovym monovalentnym kationom v mnohych aspektoch. Podiel’a sa napriklad na
osmoregulacii, kompenzacii negativnych nabojov makromolekul ¢i syntéze a aktivacii enzymov.
V prirodzenom prostredi musi vécSina buniek akumulovat’ intracelularne draselné iony proti
koncentracnému gradientu. Kvasinky akceptuju Siroké rozpéatie koncentracii monovalentnych kationov
— §. cerevisiae si schopné rast’ v pritomnosti extracelularneho K™ v koncentracii 10 uM az 2.5 M
aNa"< 1.5 M (drifio et al. 2010). Vysoky obsah draslika je v bunke udrziavany aktivitou vstupnych
transportnych systémov K*, ale predpoklada sa, Ze v ramci rovnovahy sl mierne aktivne aj vystupné

transportné systémy a dochadza tak k obojsmernej cirkulacii K* cez plazmatickii membranu (4rifio et



al. 2010). Ak dojde k naruseniu vstupu K™ do bunky, dochadza k zvySeniu potencialu membrany a jej

hyperpolarizacii (Navarrete et al. 2010).

Pri S. cerevisiae je cytozolické pH urCené Cinnostou protonovej pumpy v plazmatickej
membrane, ktord pumpuje protony von z bunky proti elektrochemickému gradientu (Obr. 3, Pmal).
Orij spolu so svojim timom v roku 2009 vydal publikaciu, v ktorej popisuje spojitost medzi
intracelularnym pH arastom bunky. Za pritomnosti glukézy ako zdroja energie v prostredi je
cytozolické pH neutralne 7,2 aje povazované za optimalne na rast bunky. Medzi faktory, ktoré
ovplyviiuji pH, su zaradené slabé organické kyseliny, ziviny ako glycerol, etanol a nizka
extracelularna koncentracia glukozy. Orij po€as vyskumu dokézal, ze v pripade nedostatku Zivin sa pH
pohybuje okolo 6,0 £ 0,2, auz 030 min od pridania glukézy do média doslo k stabilizacii pH na
hodnotu 7,3 (Obr. 4) (Orij et al. 2009).
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Obr. 4: Graf znazornujlici zmenu intracelularneho (®) a mitochondrialneho (0) pH po pridani glukoézy do

média v ¢ase 0 minut (prevzaté z Orij et al. 2009)

Nedavne $tudie ukazuj, ze homeostaza protonov uzko suvisi s transportom a homeostidzou
kationov draselnych (Zimmermannova et al. 2021) a vapenatych (Ma et al. 2021). Na rozdiel od
draslika je vapnik v bunkach udrzZiavany v nizkych koncentraciach. V kvasinkovych bunkach ma
Pmal doélezitu tlohu v udrziavani homeostazy cytozolu a jej aktivita priamo ovplyviiuje membranovy
potencidl. Najnovsie vysledky dokazuji, Ze aktivacia Pmal je nezavisld od pritoku Ca®, ale
hyperpolarizacia membrany generovand Pmal priamo riadi influx Ca** (Ma et al. 2021).

Endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat su hlavnymi komponentmi sekre¢nej drahy. Pre
bunku je dolezité spravne rozdelenie novo syntetizovanych glykoproteinov a lipidov, preto si bunky
vytvorili sofistikovany sposob, ako efektivne rozdelovat’ biosyntetické produkty. Principom tejto
stratégie je kontrola interakcie cargo proteinov a receptorov modulaciou stavu protondcie (Paroutis et
al. 2004). Proces acidifikacie a postupné znizovanie pH v sekrecnej drahe su spojené s postupnym
znizovanim hustoty H" pimp paralelne so zniZzovanim permeability protonov (Wu et al. 2001). Zatial
¢o pH endoplazmatického retikula je skoro neutralne (pH 7,2), cis-Golgiho aparat je vyrazne kyslejsi

nez endoplazmatické retikulum a dochadza k acidifikacii jednotlivych cisterien az na hodnotu pH 6,0



v trans-Golgiho aparate. Hodnota pH sekre¢nych vacikov je vyraznejSia, a to az 5,2 (Casey et al.
2010).

Mitochondridlny matrix ma za optimalnych podmienok rastu hodnotu pH 7,9 + 0,2 (Obr. 4).
Tato hodnota je oproti ostatnym kompartmentom vyrazne alkalicka. Je to spdsobené transportom
protonov v ramci elektrotransportného retazca, ktorého vysledkom je tvorba gradientu, ktory sa
nasledne vyuziva na vyrobu ATP (Llopis et al. 1998, Casey et al. 2010).

Peroxizomy st vysoko konzervované organely v eukaryotickych bunkach. Maju tlohu
predovsetkym pri a-, f-oxidacii mastnych kyselin a metabolizmu H,0O,. V roku 2004 bola pouzita
kvasinka S. cerevisiae na meranie hodnoty pH peroxizomov in vivo, pricom bola namerana alkalicka
hodnota pH 8,2 + 0,2 (van Roermund et al. 2004).

Vakuoly a lysosomy su organely vyskytujice sa v bunkach kvasiniek, rastlin aj zivocichov.
Majt zasobnu funkciu a podielaji sa na udrzovani objemu bunky a intracelularneho pH. Kvasinkové
vakuoly maju preukazatel'ne kyslé pH ~ 5,5, tak isto lysozomy 5,0 £ 0,5. Zd4 sa vSak, ze je pH vakuol

je viac zavislé od extracelularnych podmienok (Martinez-Muiioz a Kane 2008).
3.2 Membranové transportné systémy

Transport je sprostredkovany Specifickymi proteinmi, ktoré su inkorporované do biologickych
membran aumoznuji tak obojsmerni vymenu latok. Prenos cez bunkové membrany podla
energetickej naroCnosti je rozdeleny na pasivny transport (diftizia) a aktivny transport (Obr. 5).
Pasivny transport prebieha bez spotreby energie, dochddza k prenosu molekuly z miesta s vysSou
koncentraciou na miesto s nizSou koncentraciou. Prostd diftizia prebiecha bez pritomnosti prenasaca,
molekuly vol'ne prechddzaju membranou. Druhym typom pasivnej difizie je ul'ahcena diftzia, ked’ st
latky do bunky transportované cez Specializované kanaly, napriklad aquaporiny na prenos molekul
vody (Pettersson et al. 2006). Aktivnhym transportom je substrat transportovany cez membranu proti

koncentracnému gradientu a je spojeny so spotrebou energie. RozliSujeme primarne aktivny transport
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a sekundarne aktivny transport (Obr. 5).
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Obr. 5: Rozdelenie membranového transportu z hl'adiska energetickej narocnosti, velkost ¢iernych

Stvorcov oznacuje mnozstvo substratu (autor: Michaela Farbulovd)
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Monovalentné katiény st prenasané cez membrany pomocou kanalov a prenasacov. Kanaly su
hydrofilné poéry, ktoré umoziuju pasivny transport 1latok cez membranu bunky na zaklade ich velkosti
anaboja v smere koncentratného gradientu. Su vysoko Specifické pre substrat, ktory prenasaju.
Jednou z délezitych vlastnosti kanalov je, Ze nie vZdy umoZznia ionom volne prechadzat’ membranou.
Ked’ su dostato¢né stimulované, dochadza k ich otvoreniu, aby umoznili transport substratu (Kulbacka
et al. 2017). Prikladom kanala, ktory je regulovany zmenou membranového potencialu, je draselny
kanal Kyl1.2, ktory sa podiela na udrziavani membranového potencidlu a regulacie nervovych
vzruchov (Zhang et al. 2016). Druhym typom kanalov su chemicky riadené kanaly, ked’ musi dojst’
k naviazaniu ligandu, aby doslo k otvoreniu kanala (kanaly Na'/K", ktoré su otvarané naviazanim
acetylcholinu (Ribeiro Junior et al. 2017)). Tretim typom s kanaly, ktoré sa otvaraji vplyvom

mechanického podnetu (TRAAK — K kanal v centralnej nervovej sustave (Brohawn et al. 2019).
3.2.1 Primarne aktivny transport

Pri primarmom transporte dochadza k prechodu substratu membranou proti koncentracnému
gradientu za spotreby energie. Proces sa zacina naviazanim substratu na jednej strane membrany, ¢o
vedie ku konforma¢nej zmene transportného proteinu, ktory nasledne uvolni substrat na druhej strane
membrany (Klaassen a Aleksunes 2010). Podla typu zdroja energie mdzeme primarny transport
rozdelit do troch skupin: transportéry vyuzivajuce energiu z hydrolytickych reakcii, energiu
z oxidacnych reakcii na vnitornej strane mitochondridlnej membrany (Sun et al. 2013) a energiu
z absorpcie svetelného ziarenia (Cartron et al. 2014).

ATPazy su transportéry, ktoré vyuzivaji na transport energiu pochadzajucu z defosforylacie
ATP. Na zaklade lokalizacie ich rozdel'ujeme na ATPazy typu F-, V-, P-. Na vnltornej membrane
mitochondrii a chloroplastov su lokalizované ATPazy typu F (F,Fo-ATPazy). V tomto pripade ide
skor o ATP syntazu, pretoze vyuZziva elektrochemicky gradient H' na tvorbu ATP z ADP (Klusch et
al. 2017). ATPazy typu P sa vyskytuji v plazmatickej membrane baktérii, hub, zivocichov a rastlin.
Transport substratu je sprevadzany zmenou konformacie proteinu, ktora je vyvolana fosforylaciou
anaslednou defosforylaciou ATPazy (Dyla et al. 2020). Evolu¢ne pribuzné F-ATPazam st V-
ATPazy. Pri S. cerevisiae su V-ATPazy lokalizované v membrane vakuol, Golgiho aparate a d’alSich
endozomoch. Ich hlavnou funkciou je generovanie potencialu cez membranu. V S. cerevisiae bolo
preukazané, ze V-ATPaza spolupracuje s P-ATPazou Pmal v plazmatickej membrane a spolocne sa
podielaju na regulacii intracelularneho pH (Martinez-Murioz a Kane 2008). U zivo€ichov sa V-
ATPazy vyskytuju takisto v plazmatickej membrane metastazujucich rakovinovych buniek.
V dosledku zvySovania invazivity nadorovych buniek dochadza k zvySeniu ich metabolickej aktivity
a okysl'ovaniu cytozolického pH. Aby sa minimalizovalo potencialne toxické znizenie pH, dochadza
k zvySenej aktivite V-ATPaz. Mnohé vyskumy preukazali, Ze aktivita V-ATPaz bola omnoho vyssia

vo vysoko metastazujucich bunkach v porovnani s bunkami s nizkou metastazickou aktivitou. V-



ATPazy su preto potencidlnym ciel'om v liecbe nadorovych ochoreni (Sennoune et al. 2004, Hinton et

al. 2009).

3.2.2 Sekundarne aktivny transport

V pripade, ze je na transport latok vyuzitd energia z primarneho transportu, hovorime
o sekundarnom transporte. Dochadza k transportu minimalne dvoch roéznych substratov, pricom
koncentracny gradient jedného sluzi ako hnacia sila transportu druhého substratu proti
koncentracnému spadu (Obr. 5). V S. cerevisiae je najCastejSie vyuZzivany proténovy gradient
generovany Pmal H'-ATPazou (Serrano et al. 1986). Ak su oba substraty transportované rovnakym
smerom, hovorime o symporte (kotransporte). Symportom s Na™ st v S. cerevisiae transportované
iony, napriklad PO, cez transportér Pho89 (Zvyagilskaya et al. 2008) (Obr. 3). Ak s substraty
prenasané opa¢nym smerom, hovorime o antiporte. Jednym z prikladov antiportu v S. cerevisiae je
Nhal (Na", K'/H"), ktory vyuziva protonovy gradient na aktivne vyluovanie kationov alkalickych
kovov (Bariuelos et al. 1998) (Obr. 3).



4. Struktiry a funkcie transportérov monovalentnych Kkatiénov u niZiich

eukaryot

Najviac prestudovanym modelom v stvislosti s transportom v nizSich eukaryotickych
organizmoch je kvasinka S. cerevisiae. V plazmatickej membrane sa nachadzaju 2 uniportné systémy
na prijem draslika do bunky (Trkl, Trk2), na transport K" von z bunky sluzia 3 exportné systémy
(draselny kanal Tok1, Na", K'~-ATPazy Ena, Na*, K"/H" antiportér Nhal) (Obr. 3).

Medzi najmenej preskimané transportéry patri Nscl kanal (Non-specific cation channel), ktory
mdzeme povazovat za nizko afinitny transportny systém K'. Nscl je regulovany koncentriciou
extracelularnych bivalentnych katiénov (Bihler et al. 2002). Pho89 je jedinym transportérom, ktory
dokaze symportom s PO,* prenasat’ Na*. Tento transportér je aktivny len za vysokého pH (optimum
pH ~ 9.5) (Zvyagilskaya et al. 2008). Zaujimavostou je, ze gény PHOS89 a ENAI su regulované
rovnakymi signalnymi drahami v reakcii na vysoké pH, ked’ je potrebny systém na efflux Na*
posobiaci proti aktivite Pho89 (Serra-Cardona et al. 2014).

Transportéry monovalentnych kationov boli takisto identifikované v membranach organel.
NajvyznamnejSimi st v Golgiho aparate K'/H' antiportér Khal (Maresova a Sychrova 2004),
v endozomoch Na*, K*/H" antiportér Nhx1 (Nass et al. 1997) avo vakuole Na*, K'/H" antiportér
Vnx1(Cagnac et al. 2007) a K'-CI kotransportér Vhel (Petrezselyova et al. 2013b).

4.1 Pmal

Protein Pmal (H'-ATPaza) radime pri S. cerevisiae medzi esencidlne transportéry. Jeho
primarnou funkciou je efflux protonov cez plazmatickii membranu proti koncentracnému gradientu,
priCom dochadza k hydrolyze ATP (Maller et al. 1996). Protein Pmal je zlozeny z 3 cytozolickych
domén, ktoré st do lipidovej dvojvrstvy zakotvené pomocou 10 transmembranovych helixov (Zhao et
al. 2021). Najdodlezitejsim regulacnym faktorom Pmal je metabolizmus glukézy. Pri S. cerevisiae je
karboxylova termindlna doména (C-terminalny koniec) autoinhibi¢ného charakteru. ZvySenim
koncentracie glukozy dochadza k fosforylacii C-terminalnej domény, pricom doéjde k zmene jej
konformécie a uvolneniu protéonov von z bunky (Eraso et al. 2006). Ako uz bolo uvedené, Pmal je
pre bunky kvasiniek esencidlna, ale jej pritomnost v Zivo¢iSnych bunkdch nebola dokazana. Tato

skuto¢nost’ umoznuje uvazovat' o Pmal, ako o moznom cieli antimykotickych lie¢iv (Kjellerup et al.

2017; Bublitz et al. 2018).
4.2 Import K*

Draslik je do buniek importovany pomocou $pecifickych transportérov Trk (Transport of K"),
ktoré su lokalizované v plazmatickej membrdne. Trk proteiny neboli charakterizované len
v kvasinkach S. cerevisiae, ale aj v inych kvasinkach, ako napriklad S. pombe (Soldatenkov et al.
1995). Spolu s Trk transportérmi boli v bunkach nekonvenénych kvasiniek charakterizované d’alSie

typy transportérov draslika, K*-H" symportér Hakl (High affinity K" transporter) a ATPaza Acu
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(Alkali cation uptake). Gény HAKI a ACUI boli identifikované ako druhovo Specifické, Zziaden
z génov kodujucich tieto transportéry sa nenachadza v gendéme S. cerevisiae. Transportér Hak1 bol
identifikovany pri kvasinkach, ktoré ziju v prostredi s nizSou koncentraciou K*, ako napriklad
Debaryomyces occidentalis (Baniuelos et al. 1995). V pripade transportného systému Acu, ktory
umoziuje vysoko afinitny transport K*, ide o ATPazu, ktora dodnes bola identifikovana len
pri niekol’kych druhoch, medzi najvyznamnejsie patria kvasinky Candida albicans (Elicharova et al.
2016) alebo Pichia sorbitophila (Benito et al. 2004).

V S. cerevisiae je import draslika sprostredkovany dvoma transportérmi Trkl a Trk2. Trkl je
povazovany za hlavny importér K*. Gaber et al. v roku 1988 charakterizoval kvasinkovy gén TRKI
koédujtci integralny membranovy protein dlhy 1235 aminokyselin (AA) usporiadanych v 12
transmembranovych segmentoch. Vo svojom vyskume odhalil, ze gén TRKI je pre bunku
neesencialny. Jeho deléciou v bunke dojde k zniZeniu schopnosti buniek rast’ v prostredi s nizkym
obsahom draslika (Gaber et al. 1988). Nedavno bolo zistené, ze sa afinita Trkl postupne meni
v zavislosti od koncentracii K™ vo vonkajSom aj vnltornom prostredi a membranovom potenciali
(Masaryk a Sychrovad 2022).

Aj napriek tomu, ze Gaber predikoval Struktiru Trk kandla, jeho Struktira bola blizSie
charakterizovana pomocou prokaryotického kandla pre K* KscA izolovaného z Streptomyces lividans,
ktory patri do rodiny Trk/Krt/HKT transportérov. Ide o4 opakujuce sa podjednotky M-P-M
(Membrane-Pore-Membrane). Ako M oznaCujeme hydroféobne «-helixy, ktoré prechadzaju
membranou. P su ¢r-helixy, ktoré sa nachadzaju v extracelularnej Casti plazmatickej membrany, ale
neprechadzaju nou. Ich konce vystupuju do extracelularneho prostredia. P obsahuju sekvencnu oblast’,
ktora v mieste poru vytvara podobne ako pri K™ kanali KscA selektivny filter. Tato oblast’ je dolezita
hlavne preto, Ze obsahuje v sekvencii konzervovany glycin, ktord podobne ako pri prokaryotoch

selektivne viaze draslik (Zayats et al. 2015) (Obr. 6).
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Obr. 6: (A) Topologicky model proteinu Trk1l. Vyznacené su jednotlivé strukturne elementy a ich
objasnené funkcie. NTD = N-termindlna doména, CTD = C-termindlna doména, IL = intracelularna slucka, M, P
— viz. text (upravené z Masaryk et al. 2023) (B) Model membranové Casti proteinu Trk1. Jednotlivé opakujtice sa

domény su farebne odligené. Cervené body znagia iony K* v selektivnom filtri (prevzaté z Zayats et al. 2015).
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Gén TRK2 koduje protein s dizkou 889 AA, ktory je z 55 % identicky s proteinom Trk1, pri¢om
k rozdielu v ich Struktire dochadza najmi v hydrofilnych transmembranovych segmentoch. Medzi
segmentmi M3 a M4 dochadza ku skrateniu hydrofilnej slu¢ky, ktora ma pri Trkl dizku 650 AA
a pri Trk2 je polovi¢na (334 AA) (Ko a Gaber 1991). Ako sa ukazalo, kvasinky obsahujuce deléciu
v géne pre Trk1l mali zniZzen® schopnost’ rast’ v médiu s nizkou koncentraciou K* (< 10 mM), pricom
delécia v géne pre Trk2 nevykazuje fenotypovu odlisSnost’ od kvasiniek, ktoré TRK2 gén obsahovali
(Bertl et al. 2003; Navarrete et al. 2010). Musi sa vsak dodat, ze kvasinky obsahujuce dvojita deléciu
trkIA trk2A stale vykazovali Ciastocny transport draslika, ¢o sa da vysvetlit' ¢innost'ou nizko
afinitného transportéra Nscl (Bihler et al. 2002; Navarrete et al. 2010). Dalgie $tudie ukazuji, Ze
zatial ¢o expresia Trkl je signifikantnd v exponencidlnej faze rastu bunky, Trk2 je hlavnym
transportnym systémom v stacionarnej faze a za podmienok dehydratacného stresu — anhydrobidza
(Borovikova et al. 2014). Okrem toho bolo v stvislosti s GICD (Glucose-induce cell death)
preukazané, ze Trk2 je zasadny pre prezitie bunky. Presna funkcia Trk2 v GICD nie je znama, ale
vysledky ukazuju, ze bunky bez Trk2 indikovali vyssiu aktivitu Pmal (Duskova et al. 2021).

Trkl a Trk2 st hlavné importné systémy K*, ale ich funkcia bola dokazana aj v suvislosti
s homeostazou Ca?* v S. cerevisiae. Trkl je pre rast bunky dolezity v pripade, Ze sa bunka nachadza
v prostredi s vysokym obsahom Ca?'. V pripade nepritomnosti Trk2 sa hladina intracelularneho Ca?**
zdvojnasobila (Zimmermannova et al. 2021).

Stabilita Trk1l a Trk2 je regulovana mnohymi kindzami a fosfatdzami. Kindzami, ktoré sa
podielaji na stabilite Trkl v plazmatickej membrane, su Hal4 a Hal5. Neovplyviuju aktivitu
transportéra, ale ak sa bunka nachddza v prostredi s nizkym obsahom draslika, chrania transportéry
pred degradaciou a zakotvuji ich v plazmatickej membrane (Mulet et al. 1999; Pérez-Valle et al.
2007). S kinazami Hal4/Hal5 uzko stvisi fosfatdza kalcineurin, ktora reguluje vysoko afinitny
transport K* cez Trk1. Kalcineurin zvySuje expresiu HalS, ¢im nepriamo pozitivne reguluje transport

K" (Casado et al. 2010).

4.3 Export K™ a d’alSich monovalentnych kationov

V S. cerevisiae existuji minimalne 3 transportéry zapojené do exportu K”, pricom export zavisi
od podmienok, v ktorych sa bunka nachadza.

Tok1 (Transport outward K") je jedinym kanalom Specifickym pre K* v plazmatickej membrane
S. cerevisiae. TOKI koduje protein dlhy 691 AA, ktory predikuje 8 transmembranovych domén,
z ¢oho 4 su transmembranové helixy a 4 sa zucastiiuju na formovani 2 P (Pore-forming domain)
domén s 2 MPM sekvenciami (Ketchum et al. 1995). Jeho funkciou je transport K™ von z bunky tak, ze
pri otvoreni kanala déjde k depolarizacii plazmatickej membrany. Deléciou génu TOK/ dochadza k
silnej depolarizacii plazmatickej membrany a naopak — pri zvySenej expresii tohto génu dochadza
k hyperpolarizacii. Z toho vyplyva, Ze kanal Tokl ma dolezitd ulohu v reguldcii membranového

potencidlu (Zahumensky et al. 2017).
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Nhal je Na*, K'/H" antiportér z rodiny proteinov CPA1 (Masrati et al. 2018). Tento typ
transportéra je pritomny takmer vo vSetkych organizmoch, od baktérii az po ¢loveka. Jeho primarnou
funkciou je zbavovanie sa nadbytoénych soli (Na‘, K* aH") zbunky (Bafiuelos et al. 1998).
Pri S. cerevisiae je protein kodovany génom NHAI, jeho dizka je 985 AA usporiadanych do 13
transmembranovych domén, kratkej hydrofilnej N- a dlhej cytoplazmatickej C-terminalnej domény
(podl'a databazy modelov proteinov Alpha fold (Varadi et al. 2022)). Hydrofilny C-koniec Nhal tvori
554 AA azabera tak 56 % celého proteinu (Kinclova et al. 2001). Transportna aktivita je negativne
regulovana cez C-terminalnu doménu pomocou interakcie s 14-3-3 proteinmi (Smidova et al. 2019).
Interakcia je sprostredkovand fosforylovanym Ser481 na alanin polypeptidu Nhal, na ktory sa 14-3-3
proteiny naviazu. Ak ddjde k mutacii Ser481, dochadza k zvySenému exportu kationov cez Nhal, ¢o
ma za nasledok zvysenu citlivost’ buniek voci nizkym koncentraciam K* (Smidova et al. 2019). Na
regulacii Nhal sa podiel’a aj fosfatdza Ppz1. Jej nadmerna expresia v bunkach aktivuje Nhal, ¢o vedie
k znaénému poklesu cytozolického pH a koncentracie K™ a tym aj k zastaveniu rastu (4lbacar et al.
2021).

Tretim exportérom monovalentnych kationov je Na®, K'-ATPaza Ena, ktord je kodovana
repetitivnymi génmi ENA. Gén ENAI koduje protein s dizkou 1091 AA s predpokladanou topolégiou
10 transmembranovych domén (Haro et al. 1991; Arifio et al. 2010). Na rozdiel od Nhal
exprimovaného v S. cerevisiae konstitutivne je expresia Enal za optimalnych podmienok vel'mi nizka,
naopak — k zvySeniu expresie génu ENAI dochadza, ak bunka prechadza osmotickym stresom alebo
signifikantnou zmenou pH (Ruiz a Arifio 2007). Expresia ENA je na transkripénej Grovni regulovana
réznymi signadlnymi drahami. Za jednu z hlavnych mdézeme povazovat’ kalcineurinova kaskadu. Za
nepriaznivych podmienok dochadza k defosforylacii transkripéného faktora Crzl (Calcineurin-
Responsive Zinc Finger 1) kalcineurinom, ¢o ma za nasledok jeho vstup do jadra a expresiu ENAI,
ktoré vo svojom promoétore obsahuju 2 oblasti na naviazanie Crzl (Thewes 2014, Petrezsélyova et al.
2016). Dal§im znamym transkripénym faktorom regulujiicim expresiu ENA/ je Rim101, ktory
potla¢enim expresie proteinu Nrgl zvysi transkripciu ENA v pripade, Ze je pH cytozolu alkalizované

(Lamb a Mitchell 2003).

4.4 Vnitrobunkové transportné systémy monovalentnych kationov

Transportéry kationov sa taktiez nachadzaji v membranach vnutrobunkovych organel, kde sa
podiel’aju na regulécii homeostaze vo vakuole, GA, endozoémoch a v mitochondridch (Obr. 3). VacSina
z nich su antiporty, ktoré podobne ako transportéry v plazmatickej membrane, na transport vyuzivaja
protonovy gradient, ktory je ale v membranach organel generovany V-ATPazou Vmal. T4 je zlozena
z 13 proteinov usporiadanych do 2 domén V, (transmembranova), V, (periférna). Periférna doména je
zodpovedna za hydrolyzu ATP, tilohou transmembranovej domény je translokacia protonov do lumen
organel (Stevens a Forgac 1997). V membrane vakuoly S. cerevisiae sa d’alej nachadza aj Na*/H*

antiportér Vnx1, ktory sa podobne ako ostatné y podiel'a na udrzovani homeostazy a intracelularneho

13



pH (Cagnac et al. 2007). Draslik do vakuoly transportuje K*-Cl" kotransportér Vhel (Petrezselyova et
al. 2013b).

Povodne sa predpokladalo, ze sa v membrane vakuol S. cerevisiae nachadza d’al$i prenasac
Nhx1 (Nass et al. 1997), ale ako bolo neskor preukazané, jeho primarnou funkciou je udrzovanie
stabilného vnutorného pH v PVC (pre-vacuolar compartments) (Brett et al. 2005b). Podobnt funkciu
ako Nhx1 v endozémoch zastava v membrane Golgiho aparatu antiportér Khal. Okrem regulacie pH
mobzeme predpokladat’, Zze Nhxla Khal su spolu s malymi GTPazami dblezité pri regulacii transportu
vacikov medzi Golgiho aparatom a PVC, ¢o zohrava vyznamnu ulohu v tolerancii buniek voci
mnohym stresovym faktorom (Maresova a Sychrova 2004, MareSova a Sychrova 2010).

Transport K" cez vnutorni mitochondridlnu membranu je pravdepodobne sprostredkovany
Mdm38. Mitochondrie, ktoré boli izolované¢ z mdm38 mutantov, vykazuju niz$i membranovy
potencial, zvySeny objem a vysSiu koncentraciu K* v matrixe (Nowikovsky et al. 2007). Homologom
k Mdm38 v l'udskych bunkéch je Letml, ktory je spajany s ochorenim Wolf-Hirschhornov syndrém
(Lupo et al. 2011).
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5. Struktiry a funkcie transportérov monovalentnych Kationov u vysSich

eukaryot

Membrana predstavuje jednu z najdolezitejSich Struktir vSetkych zivych organizmov, kedze
tvori hranicu medzi bunkou a vonkaj$im prostredim, ale aj samotnymi bunkami medzi sebou. Na
rozdiel od jednobunkovych nizSich eukaryotov musia vysSie eukaryoty udrziavat fyziologické
prostredie nielen na urovni bunky, ale aj na trovni celého organizmu. Z tohto dévodu je ich pocet
vyrazne vyssi ako pri niz§ich eukaryotoch. Napriklad v kazdej zivoc¢isnej bunke sa na regulacii pH
podiel’a viac nez 60 génov kodujucich transportné proteiny v plazmatickej membrane (Doyen et al.
2022). Struktira, substratova $pecifita, transportna aktivita a funkcie mnohych z nich boli §tudované
pomocou heteroldgnej expresie v bunkach kvasiniek (Kolacna et al. 2005; Schushan et al. 2010;
Velazquez et al. 2022). V nasledujucich kapitolach su opisané najvyznamnejsie transportné systémy

monovalentnych katiénov pritomnych v membranach vyssich eukaryotickych organizmov.

5.1 Na'/K*- ATPaza

.....

proteinovych komplexov zo skupiny P-ATPaz. Ako jej ndzov napoveda, jej funkciou je transport 3
Na® von z bunky a naopak — import 2 K™ do bunky a generuje tak elektrochemicky gradient kationov
Na® cez plazmaticki membranu, ktory sluzi ako hnacia sila pre d’alSie transportné systémy (Skou a
Esmann 1992). Je zlozena z a-, B- a y- podjednotky (Obr. 7A).

Katalyticka a-podjednotka vykonava samotny transport kationov cez plazmaticki membranu. Je
rozdelend na transmembranovi a cytoplazmatickti Cast. Katalytickd o-podjednotka obsahuje
10 transmembranovych helixov vytvarajucich 3 domény — A (Actuator), P (Phosphorylation)
a N (Nukleotid-binding). Transport je spojeny so zmenou konformacie proteinu. Protein v El
konformacii s naviazanym ATP ma vysoku afinitu k 3 Na". Hydrolyza naviazaného ATP iniciuje
zmenu konformacie na E2, ¢o ma za nasledok uvolnenie 3 Na* do extracelularneho priestoru. E2
konformécia ma vysoku afinitu k 2 K™ a fosfatu. Uvolnenie fosfatu z E2 konformacie umoznuje
naviazanie ATP, pricom dbjde k uvolneniu 2 K* do cytoplazmy, vrateniu pumpy do El konformacie
a zaCina sa novy cyklus (Gadsby et al. 2012) (Obr. 7B). V zivocisnych bunkach sa vyskytuje v 4
izoformach, ktoré sa liSia a-podjednotkami, priCom al je pritomna vo vSetkych bunkach, o2 je
exprimovana v svalovom tkanive (Shelly et al. 2004), kde sa podiel’a na kontrakcii svalu a v srdci
(Yuen et al. 2017), ale bola najdena aj v astrocytoch (Mann et al. 2022), 1zoforma a3 sa nachadza
predovsetkym v mozgu, konkrétne v neurénoch (Battger et al. 2011), a4 je Specificka pre spermie, kde
bolo preukazané, ze ma vplyv na ich pohyblivost’ (Numata et al. 2022).

B-podjednotka méa dolezitt ulohu pri transporte z ER a spravnom zakotveni a-podjednotky do
plazmatickej membrany, &¢im ju chrani pred degradaciou (Rajasekaran et al. 2004). Dalej bolo

preukazané, ze ovplyviuje afinitu Na™ a K™ kich vdzbovym miestam (Crambert et al. 2000). y-
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podjednotka, inak oznacovanad aj FXYD (Phenyl-X-Thyrosin-Aspartat) protein, je Specificka pre
niektoré tkaniva, ako st napriklad obli¢ky, srdce alebo svaly (Therien et al. 2001).

Extracellular
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Obr.7: (A) Struktira Na'/K'-ATPazy v zivodisnej bunke. Zelenou je vyznatena o- podjednotka,
oranzovou je vyznacena -podjednotka a fialovou y-podjednotka (prevzaté z PDB kod 343Y) (B) Zjednoduseny
cyklus Na'/K*-ATPazy. Zelenymi gulickami s znazornené iony Na®, oranzové predstavuji iony K*

( prevzaté z Gadsby et al. 2012)

Principy regulacie Na'/K'-ATPazy prostrednictvom interakcie s d’al§imi proteinmi boli
Studované aj pomocou heterolognej expresie ich podjednotiek v kvasinkach a dvojhybridovom
systéme. Boli identifikované 2 interakéné partneri — Ral-GTPazy (Bhullar et al. 2007) a TDI
(Transdermal protein 1) (Wang et al. 2015), pricom oba sa viazu na 1-podjednotku Na/K"-ATPazy
a ovplyviiuju tak jej aktivitu.

5.2 Symportéry monovalentnych kationov

Prvym typom zo skupiny kotransportérov monovalentnych katiénov je Na*-K*-ClI (NKCC).
Transport je elektroneutralny, 2 Cl” si cez membranu translokované spolu s 1 Na" a 1 K" (Gamba
2005). V organizme sa vyskytuje v dvoch izoformach. NKCC1 je 1991 AA dlhy protein zlozeny do 12
transmembranovych domén (Chew et al. 2019). Je lokalizovany na bazolateralnej strane epitelialnych
buniek. Napriek tomu, Ze je NKCC pritomny vo vSetkych bunkach, nie je jeho pritomnost’ esencialna
pre zivot bunky. Bolo preukazané, ze jeho nepritomnost mdze viest' napriklad ku strate sluchu
(Delpire et al. 1999) alebo neplodnosti (Pace et al. 2000). Okrem iného NKCC1 plni funkciu ako
hlavny CI' importér v neurénoch, kde sa podiela na udrziavani CI" elektrochemického gradientu
v nedostato¢ne vyvinutych neurénoch a periférnych senzorickych neurénoch (Payne et al. 2003;
Yamada et al. 2004). NKCC2 izoforma je 1100 AA dlha anachadza sa na apikalnej strane
epitelialnych buniek. Je charakteristicka pre vzostupné rameno Henleo kl'ucky, kde sa podiela na

resorpcii soli (Castrop a Schieffl 2014). Substratova Specifita a funkcia NKCC2 bola Studovana
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pomocou heterolognej expresie v kvasinke S. cerevisiae. Ludsky NKCC2 bol schopny nahradit’
funkciu vakuolarneho symportéra K*-CI- Vhcl, ¢o je analog NKCC2 v kvasinkovych bunkach
v regulacii homeostazy K* a Na* (Petrezselyova et al. 2013a).

Na*-CI" kotransportér (NCC) je hlavnym komponentom drahy resorpcie v distdlnom sto¢enom
kanaliku obliciek. Je zlozeny z 1023 AA, ktoré spolo¢ne vytvaraju 12 transmembranovych domén
(Gamba et al. 1993). Hlavnl ulohu plni v regulacii krvného tlaku (Cruz et al. 2001), ale zucastiuje sa
aj na resopcii Na' (Sandberg et al. 2006). NCC je aktivovany renin-angiotensinom a naopak —
negativne regulovany je potravou s vysokym obsahom K" (Hoorn et al. 2020).

K'™-Cl' (KCC) je elektroneutralny symportér, ktory prenasa 1 K" al CI cez plazmaticku
membranu po smere gradientu von z bunky. Pritomnost’ KCC bola preukazana v réznych tkanivach,
ako napriklad astrocyty (Ringel a Plesnila 2008), srdce (Antrobus et al. 2012) alebo v rakovinovych
bunkach (Hsu et al. 2007). V organizme je pritomny v 4 izoformach: KCC1 je prvou objavenou
izoformou s dizkou 1085 AA, ktora je pritomna takmer vo vetkych bunkéach (Gillen et al. 1996).
KCC2 je pritomna v centralnej nervovej sustave, kde sa podiel'a na exporte chloritovych aniéonov von
z bunky (Silayeva et al. 2015). Spolupracuje s NKCC transportnym systémom, ktory transportuje CI
do bunky a spolo¢ne sa takto podielaju na regulacii hladiny Cl° v neurénoch (Zhang et al. 2021).
KCC3 je najviac exprimovany v bunkach obli¢iek, kde ma hlavnu funkciu v regulovani bunkového
objemu pri transepitelidlnom transporte soli (Mercado et al. 2005). Izoforma KCC4 je pritomna
napriklad v kostnej dreni, srdci, plicach, pankrease alebo mozgu, kde sa podobne ako KCC3 podiel’a
na regulacii bunkového objemu (Mount et al. 1999).

Poslednym kotrasportérom z tejto skupiny je Na'-I" transportér (NIS). U l'udi dosahuje tento
protein dizku 643 AA (Smanik et al. 1996; 1997). Stoichiometria Na™-I" transportu 2:1 dokaze
transportovat’ aj iné anidny, ako napriklad NO*, BF* alebo SCN" (Eskandari et al. 1997). Vyskytuje sa
v §titnej zl'aze a d’alSich extra-tyreiodalnych tkanivach, kde sa podiela na transporte jodu, a tak
zaujima kl'a¢ova ulohu pri syntéze hormoénov §titnej zlazy. Tie st dolezité pri vyvoji centralnej
nervovej ststavy v ranom §tadiu vyvoja (Portulano et al. 2014).

5.3 Antiportéry monovalentnych kationov

Na*/H" antiportéry zdiel'aju rovnaki transmembranovu topoldgiu nazyvanu NhaA fold. Prvykrat
bol opisany na zéklade krystalickej Struktury prokaryotického antiportéra NhaA pritomného
v plazmatickej membrane Escherichia coli. Bakterialny antiportér NhaA transportuje 2H™ a Na* a na
zaklade tohto transportu reguluje bunkové pH a koncentraciu Na® v bunke (Dwivedi et al. 2016). Na
zaklade experimentov s NhaA v E. coli bolo mozné charakterizovat’ §truktaru tohto foldu v aktivne;j
forme (Winkelmann et al. 2022). Sklada sa z 12 transmembranovych helixov a jedine¢nostou tohto
komplexu je postavenie helixu IV a XI. Tieto dva helixy st v Struktire lokalizované oproti sebe
a v membrane dochadza k ich krizeniu vd’aka rozvol'neniu oboch a-helixov a vytvara sa tak miesto na

naviazanie transportovaného kationu (Winkelmann et al. 2022).

17



Eukaryotické antiportéry Na*/H" (NHE) su kodované génmi rodiny SLC9. Rozdel'ujeme ich do
3 skupin: SLC9A (NHE1-9), SLC9B (NHA1, NHA2), SLC9C (SLC9C1, SLCIC2). Tieto transportné
proteiny su pritomné v organizmoch vsetkych vysSich eukaryotov v plazmatickej membrane, ale aj
v membranach vnitornych organel (Donowitz et al. 2013). Smer transportu kationov je dany
nastavenim ich gradientu cez membranu. Antiportéry tohto typu pri kvasinkach a rastlinach, ktoré
exportuju intracelularny Na* vymenou za extracelularny H*, zatial’ ¢o antiportéry vysSich eukaryotov
exportuju intracelularny H* za sucasného importu Na™. Ale I'udské Na“/H" antiportéry exprimované
v bunkach kvasiniek transportuji v opacnom smere ako v zivo¢iSnych bunkach v doésledku nastavenia
gradientu H" cez plazmaticki membranu (Flegelova a Sychrova 2005; Flegelova et al. 2006). Tato
skupina transportérov je podrobnejSie opisand v nasledujucich kapitolach spolu s poruchami ich

funkcie a vplyvom na l'udsky organizmus.

5.3.1 SLC9A

Prvou a najpocetnejSou skupinou SLC9 transportérov st SLC9A Na/H* antiportéry. Cudsky
gendm koduje 9 izoforiem tohto génu. NHEI1 je lokalizovany v plazmatickej membrane. [zoformy
NHE2 — NHE4 su primarne lokalizované v plazmatickej membrane, ale mdzeme ich najst aj
v membrane recyklujucich endozomov. NHES je tkanivovo $pecificky pre bunky neurénov v mozgu.
NHE6 — NHE9 su intracelularne antiportéry vyskytujice sa na membranach bunkovych organel

(Martins et al. 2014) (Obr. 8).
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Obr. 8: Schematické zobrazenie lokalizacie NHE izoforiem v epitelidlnej bunke
(prevzaté z Martins et al. 2014)

NHEI1 bol v roku 1989 prvym identifikovanym proteinom zo skupiny NHE (Sardet et al. 1989).
Heterolognou expresiou NHE1 v kvasinkach bolo umoznené blizSie charakterizovat’ jeho Struktaru
a funkcie (Flegelova et al. 2006, Moncoq et al. 2008). Je zlozeny z 815 AA rozdelenych do dvoch
domén. Prvou je katalytickd transmembranova doména a druhou je regulacnd C-terminalna doména,

ktora je kompletne intracelularna (Lee et al. 2013). Je exprimovany takmer vo vSetkych bunkovych
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typoch na bazolateralnej membrane, kde sa podiel’a na udrziavani vnatrobunkového pH, bunkového
objemu, je reguldtorom bunkového cyklu (Putney a Barber 2003), proliferacie a na rezistencii bunky
vocéi apoptoze (Wu et al. 2004).

NHE2 je epitelialnym Na'/H' antiportérom, ktory je 815 AA dlhy. Vtele sa vyskytuje
predovsetkym na bazolateralnej strane zaltidka, v tenkom creve a hrubom creve, kde sa zucastituje na
resorpcii Na® ¢i na oprave poskodeného epitelu (Xue et al. 2011). V mensej miere je zastupeny
v svalstve, mozgu, maternici, plicach ¢i srdei (Orlowski a Grinstein 2004). Pomocou heterologne;j
expresie zivo¢iSneho NHE2 v kvasinkovom modeli bolo prvykrat preukdzané, Ze transportuje aj
kationy K* (Flegelova a Sychrova 2005).

NHES3 tvori 843 AA (Brant et al. 1995). Od ostatnych sa odliSuje recyklaciou medzi apikalnou
stranou epitelidlnych buniek a endozomalnymi kompartmentmi a plni tak funkciu v oboch tychto
systémoch (D ’Souza et al. 1998). U l'udi sa v gastrointestinalnom trakte podiel'a na absorpcii Na*
(Zachos et al. 2009). To, Ze ma tito funkciu, podporuje aj vyskum vedeny na mysiach, ked’ mali mysi
s deletovanym NHE3 génom problém so zadrziavanim vody v organizme (Zachos et al. 2009). NHE3
bol studovany v kvasinkach, kde ho exprimovali v kmeni citlivom na katiénové soli. Vysledkom bolo
zvysenie tolerancie buniek voci sodiku aj drasliku, ¢o odhalilo, ze dokaze transportovat’ kationy Na™ aj
K" (Flegelova et al. 2006).

SLC9A4 kdduje protein NHE4 dlhy 798 AA, ktory bol prvykrat klonovany zo zalidka mysi
(Orlowski et al. 1992). NHE4 vykazuje najvysSiu expresiu v parietalnych bunkach zaludka,
pankreatickych bunkéch a oblickach (Bookstein et al. 1994).

NHES je poslednym NHE exprimovanym v plazmatickej membréne. Je 896 AA dlhy (Klanke et
al. 1995) azdiela 50 % homologiu s NHE3 (Attaphitaya et al. 1999). Primarne sa nachadza
v centralnej nervovej sustave, konkrétne v neuronoch, kde sa podiel’a na regulacii ich pH (Diering et
al. 2009).

NHE6 je dalsim zastupcom NHE antiportérov v membranach vnutornych organel. Dizka
proteinu je 669 AA s predikovanou Struktirou 13 transmembranovych helixov (databaza Alpha fold)
(Varadi et al. 2022)). Transkript bol najdeny v tkanivach s vysokym obsahom mitochondrii v bunkach
ako svaly, srdce alebo mozog (Numata et al. 1998).

NHE?7 bol prvykrat klonovany v roku 2001. Protein je dlhy 725 AA, pricCom vykazuje 70 %
homoldgiu s NHEG6, ale len 25 % homoldgiu s ostatnymi NHE. Je pritomny takmer vo vsetkych
sekrecnych tkanivach, ako je napriklad zaludok, pankreas, slinné zl'azy, mliecne Zzl'azy alebo prostata
(Numata a Orlowski 2001). Hlavna funkciu plni v trans-GA, kde sa podiela na udrziavani pH
okysl'ovanim lumenu (Galenkamp et al. 2020).

SLC9A48 koduje T'udsky NHES protein. Obsahuje 576 AA, pricom zdiel’a len z 24 % homologiu
s ostatnymi NHE. V bunke je pritomny vSade, najmi v Golgiho apardte (Nakamura et al. 2005),
v sliznici Creva v ranej faze vyvoja (Becker et al. 2007) a podiela sa na produkcii testosteronu (Xu et

al. 2015).
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Poslednym je NHE9 transportér zlozeny z 645 AA usporiadanych v 13 transmembranovych
doménach (Winkelmann et al. 2020). V organizme je pritomny najmi v mozgu, kde je spajany
s ochorenim ADHD (de Silva 2003; Kondapalli et al. 2013), ¢i v neskorych recyklujucich
endozomoch (Nakamura et al. 2005).

5.3.2 SLC9B

Pri zivocisnych bunkach doSlo k neddvnemu objavu dalSej skupiny antiportérov SLCO.
V porovnani s izoformami NHE 1 — 9 vykazuji SLC9B vyssiu homologiu s prokaryotickymi NhaA E.
coli, podl'a coho boli aj pomenované izoformy NHA1 a NHA2.

NHAI je vysoko konzervovany protein dlhy 515 AA, ktorého gény su pritomné vo vSetkych
vysSich eukaryotoch (Brett et al. 2005a). V roku 2006 bol tento gén prvykrat klonovany pomocou
metody PCR a zaroveii sa odhalilo, ze je lokalizovany predovsetkym v spermiach (Ye et al. 2006).

Druhym je NHAZ2. Identifikovany bol vroku 2008 v osteoklastoch a mitochondriach
(Battaglino et al. 2008, Fuster et al. 2008). Trojrozmerna Struktura NHA2 proteinu z bizéna (ale
skrateného o hydrofilny N-koniec) bola nedavno rozlustena pomocou kryoelektronovej mikroskopie
a expresie v kvasinke S. cerevisiae ako prvého eukaryotického antiportéra pri Na*/H" (Matsuoka et al.
2022). Tvori ho 14 transmembranovych domén, v membrane sa nachadza ako homodimér, pricom
kazda monomérna jednotka sa sklada z transportnej a dimeriza¢nej podjednotky (Obr. 9).

Vysledky publikované koncom minulého roka priniesli mnoho novych poznatkov o l'udskom
ortologu NHA2. Bola optimalizovana jeho expresia v S. cerevisiae a bolo identifikovanych niekol’ko
aminokyselinovych zvyskov, ktoré sa podiel'aji na stabilizacii, substratovej Specifite a transportnej
aktivite NHA2. Bolo zistené, Ze vysoko konzervovany prolin 246, ktory je lokalizovany v jadre
proteinu, sa podiela na selekcii idnov. Zamena tohto prolinu za inti aminokyselinu viedla ku zmene
substratovej Specifity a zarovein modifikovany NHA2 vykazoval vysSiu rezistenciu voci phoretinu
($pecificky NHA2 inhibitor (Kondapalli et al. 2012)). Daldim zaujimavym zistenim je, Ze podobne
ako pri transmembranovom proteine 165 v Golgiho aparate (viz. kap. 6.4) je N-terminalny segment
NHA?2 autoinhibi¢ného charakteru. Zmena negativne nabitych aminokyselinovych zvyskov v tomto
segmente viedla k zniZenej schopnosti proteinu transportovat’ substraty, naopak — pri skrateni N-konca

o viac neZ polovicu doslo k zdvojnasobeniu transportnej aktivity (Veldzquez et al. 2022).
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Obr. 9: Struktira NHA2AN. RuZovo je zafarbena transportna podjednotka, zelena je dimerizaéna

podjednotka, fialovou je vyznaceny prvy transmembranovy helix (prevzaté z Matsuoka et al. 2022)

5.3.3 SLC9C

Antiportéry rodiny SLCI9C si primarne exprimované v spermiach. Koduju 1120 AA
s predikovanou topologiou 14 trasmembranovych segmentov (Wang et al. 2003). Vyskytuji sa
v dvoch izoformach: SLC9C1, SLCIC2. Aktivita niektorych z nich je regulovand membranovym
potenciadlom. Pri mySiach je SLC9C1 aktivovany hyperpolarizaciou plazmatickej membrany a zavisi
od pH, podobne ako pri jezovke purpurovej (Windler et al. 2018, Herndndez-Gardurio et al. 2022). Na
druhej strane u 'udi nebola pozorovana aktivacia SLCIC1 hyperpolarizaciou plazmatickej membrany,
¢o naznacuje, ze regulacné mechanizmy SLCI9C st medzidruhovo odlisné. Na pochopenie funkcie
a mechanizmu uc¢inku su potrebné d’alSie Stidie, najmi expresie NHE v heterolognych systémoch
(Hernandez-Gardunio et al. 2022).

Ku SLCI9C2 existuje malo funkénych dat, existuje vSak predpoklad, Ze sa nachadzaju vo
vaje¢nikoch, kozi, spojivovom tkanive (Donowitz et al. 2013). Aktivita tohto antiportéra v hlavicke
spermii bola dokazana len nedavno. BliZSie je jeho charakteristika opisanad v kap. 6.3 (Gardner a

James 2023).
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6. Molekularne podstaty ochoreni suvisiacich s poruchami homeostaze

Homeostaza je dynamicky proces, ktorym si organizmy udrziavaji vnuatornu stabilitu
a prispésobuju sa vonkajSim podmienkam. Poruchy homeostazy vedu k mnohym ochoreniam.
Kvasinka S. cerevisiae sa vd’aka svojim vlastnostiam stala dolezitym modelovym organizmom na
Stadium procesov spojenych s poruchami homeostdzy. Poznatky ziskané v kvasinkdch casto
dopomohli k objasneniu ekvivalentnych mechanizmov prebiehajucich u l'udi. V nasledujucich
podkapitolach su charakterizované ochorenia suvisiace s narusenim funkcie jednotlivych transportérov

kationov.
6.1 Patologie spojené s SLCIA

V predoslej kapitole boli popisané Struktury jednotlivych izoforiem NHE 1 — 9, pricom kazda
izoforma je Specificka pre urcCity typ tkaniva, kde plni najroznejsie funkcie. VSetky maji spolo¢né, ze

sa podiel’aju na odstranovani H", ktory vznikd metabolickymi procesmi v bunke.
6.1.1 NHE1

NHEI je za znizeného intracelularneho pH aktivovand nadbyto¢nymi proténmi, aby doslo
k vyrovnaniu koncentrécii a vyrovnaniu pH. Dysreguldcia NHE1 je charakteristickym znakom buniek,
ktoré podliehaji metastazovaniu. Protony vylu¢ované NHE!1 do extracelularneho prostredia spdsobuju
jeho okysl'ovanie, ¢o ma za nasledok aktivaciu protedz. Proteazy sekretované nadorovymi bunkami st
nasledne zodpovedné za remodelaciu extracelularneho matrixu, ¢o je jednym z kritickych znakov
metastazovania buniek (Stock et al. 2008).

Existuje urcita suvislost medzi NHE1 a rakovinou prsnika. Vyskum z roku 2014 preukazal
suvislost NHE1 s invazivitou a schopnostou migracie nadorovych buniek rakoviny prsnika.
Porovnanim vysoko invazivnych bunieck MDA-MB-231 s rovnakymi bunkami, ktorym chybal gén pre
NHEI1, sa ukazalo, ze v bunkach bez NHE1 sa vyrazne znizila ich migra¢na a invazivna schopnost.
Tento fakt podporil myslienku vyuzitia inhibitorov  NHEI na potencidlne zvySenie uspeSnosti
chemoterapeutickej liecby (Amith et al. 2014).

Genetické ochorenie, ktoré je spajané s tymto antiportérom je Lichtenstein-Knorr syndrém. Je
to autozomalne recesivne ochorenie, ktoré je charakteristické zamenou glycinu na pozicii 305 za
arginin, o ma za nasledok stratu aktivity NHE1 (Guissart et al. 2015). NajcastejSie postihuje
mozocek, spinocerebelarnu drahu miechy a Ciastoéne zmyslové nervy. Fenotypovym prejavom je
strata sluchu, ktora je spdsobenda zmenou pH endolymfatického vaku vo vnutornom uchu. Medzi
dalSie fenotypové prejavy patria vyvojové chyby ¢i zachvaty (Fliegel 2021).

Hyperaktivita NHEI je Casto spajana so srdcovymi ochoreniami, ako je napriklad ischémia,
reperfuzne poskodenie alebo zlyhanie srdca. Pocas ischémie dochadza k anaerdbnej glykolyze
a nadprodukcii proténov. To ma za nasledok aktivaciu NHE1 a akumulaciu vel'kého mnozstva Na*

vnutri bunky. Tento signal v podobe zvysenia koncentracie Na* vnutri bunky aktivuje Na*/Ca*", Na” je
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pumpovany smerom von z bunky a Ca’* je importovany do bunky. V kone¢nom désledku dochadza
k akumulacii Ca?*, ktory sluzi ako signalna molekula pre d’alSie drahy veduce k bunkovej smrti. Prave
inhibicia NHE1 sa povazuje za ciel' terapeutickych lie¢iv na lieCbu kardiovaskularnych ochoreni
(Fliegel 2009).

Tento rok bola vydana publikacia, kde je opisana molekularna podstata hypoxie v stvislosti
s NHEL. Pri hypoxii vyvolanej vysokou nadmorskou vyskou alebo chronickym ochorenim plic
dochadza ku zmene Struktary plucnej vaskularnej steny, primarne k migracii PASMC (Pulmonary
arterial smooth muscle cells). Uz z predoslych §tadii je zname, ze zniZenie alebo strata funkcie NHEI
vedie k spomaleniu migrécie a proliferacie PASMC (Walker et al. 2016). Vo fibroblastoch pri mysiach
bol identifikovany adaptérovy protein ezrin, ktory umoziuje vizbu NHE1 a aktinovych vlakien. Za
hypoxickych podmienok dochadza k interakcii NHE1 a SMA (smooth muscle specific a-actin)

prostrednictvom ezrinu, ¢o ma za nasledok migraciu a proliferaciu PASMC (Lade et al. 2023).

6.1.2 NHE2 — NHES

Jednym z najmenej preskimanych antiportérov je NHE2, a preto ani patologicky dosah na
organizmus nie je uplne znamy. Na odhalenie fyziologickej funkcie boli ako modelovy organizmus
pouzité mysi, ktoré mali mutaciu génu NHE2. Vysledky indikovali, ze delécia génu znizila
zivotaschopnost’ a sekre¢nu schopnost’ parietalnych buniek (Schultheis et al. 1998). Transportér NHE2
je dolezitym komponentom aj pri oprave poskodenych epitelov. TFF2 (Trefoil factor 2) je peptid,
ktory je sekretovany do limenu zaltidka a criev, pricom hlavnou funkciou je ochrana epitelov
a podpora migracie buniek v pripade ich poskodenia. Aktivny TFF2 stimuluje NHE2 a umoziuje tak
opravu epitelov (Xue et al. 2011).

CSD (Congenital sodium diarrhea) alebo aj sodikova hnacka je vzacny patologicky stav, ktory
je sposobeny mutaciou génu SLC9A43 (Janecke et al. 2015) alebo GUCY2C (Fiskerstrand et al. 2012).
Prejavom ochorenia je vodnatd hnacka, ktora je charakteristickd vysokym obsahom Na™ v stolici.
Medzi negativne regulatory NHE3 patri dopamin, ktory prostrednictvom signalnej drahy PKA (Protein
kinase A) redukuje pritomnost NHE3 na bunkovom povrchu (Hu et al. 2017). Zaujimavostou je, ze
ochorenie moze byt pozorované v plode v poslednom trimestri tehotenstva. Medzi fenotypové prejavy
patri zvySené mnozstvo plodovej vody, ¢revné dilatacie alebo infekcia plodu (Dimitrov et al. 2019).
Pritomnost NHE3 bola zistend aj v semennikoch mys$i. Existuje tedria, ze sa pravdepodobne
zuCasthuje na formovani akrozému pocas spermatogenézy. Mysi, ktorych gén SLC9A3 bol
zmutovany, vykazovali niz§iu produkciu spermii a defekty pri formovani akrozomu. Molekularna
podstata je vSak stale neznama a je predmetom d’al§ich vyskumov (Wang et al. 2017).

NHE4 je pritomny v bazolateralnej membrane parietilnych buniek, kde sa spolu
s antiportérom CI/HCO3" podiel'a na regulacii sekrécie zalido¢nych kyselin. Ich funkcia nie je zatial
objasnena. Patologiou spojenou s tymto antiportérom je hypochlorhydria, ked pri absencii génu NHE4

mysi vykazovali zniZzené mnozstvo zaludocnych kyselin, redukovany pocet parietalnych buniek
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a naopak — zvySené mnozstvo buniek sliznice. Tento patologicky stav bol identifikovany pri mysiach
anie je potvrdeny suvis hypochlérhydrie u I'udi s defektom NHE4 (Gawenis et al. 2005). NHE4 bol
lokalizovany vo vzostupnom ramene Henleo kl'ucky, kde plni tlohu pri vylucovani amoniaku
(Bourgeois et al. 2010).

Strukturne najpribuznej$ou izoformou NHE3 je NHES. Zdielaju aZ 50 % aminokyselinovej
sekvencie, maju podobné regulacné mechanizmy a subcelularnu lokalizaciu. Obe sa nachadzaju
v endozémoch aj v plazmatickej membrane, pricom medzi nimi cirkuluju (Szaszi et al. 2002). NHES
je primarne lokalizovany v neurénoch v mozgu. Ukéazalo sa, ze NHES negativne reguluje rast
dendritickych tmov po acidifikacii synaptickej Strbiny (Diering et al. 2011). V neposlednom rade plni
urcita ulohu aj v ochrane neurénov pred acid6zou pocas metabolického stresu (Jinadasa et al. 2014),

alebo pri invazivite a proliferacii nadorovych buniek (Kurata et al. 2019).

6.1.3 NHE6 — NHE9

NHE6 je endozomadlny transportér, ktory je v poslednych desatrodiach spajany s mnohymi
patologiami neurodegenerativneho charakteru. Ortologom k NHE6 v kvasinkovych bunkach je Nhx1,
ktory plni ulohu vo fuzii multivezikularnych teliesok s lysozomom. Stratou NHX! nedochadza
k spravnemu fizovaniu multivezikularnych teliesok s membranou lysozomu (Karim a Brett 2018).
Vzhl'adom na to, ze NHE6 a NHE9 dokazu nahradit’ funkciu Nhx1 v kvasinkovej bunke, m6zeme
predpokladat’, ze funkcie endozomalnych NHE su naprie¢ eukaryotickymi organizmami vysoko
konzervované (Bowers et al. 2000, Karim a Brett 2018).

Mutacie v l'udskych ortologoch kvasinkového Nhx1, NHE6 aNHE9 su spajané
s neurodegenerativnymi ochoreniami. Prvym ochorenim je Christiansonov syndréom, ¢o je X-viazané
neurodegenerativne ochorenie, ktoré stvisi s mutaciou v NHE6 (Pescosolido et al. 2014). Strata
NHEG6 bola skimana pri mySiach. Mutédcia spdsobuje hyperacidifikaciu endozémov spdsobent
unikom protéonov z endozémov, co vedie k defektom pri dozrievani (Ouyang et al. 2013) a fizovani
endozomov (Pescosolido et al. 2021). Medzi d’alSie ochorenia stvisiace s dysregulaciou NHE6 patri
Alzheimerova choroba (Prasad a Rao 2015) alebo poruchy autistického spektra (Schwede et al. 2014).

Len nedévno sa preukézalo, Zze genetické mutacie v SLC947 spOsobujil nesyndromicku formu
mentalneho postihnutia. Najvacsi vplyv ma tito mutdcia na trans-GA, kde to vedie k zniZenej
acidifikacii a naruseniu post-transla¢nej upravy NHE7, ktora je esencialna pre jej spravne fungovanie
(Khayat et al. 2019). Funckia NHE7 je spajana s nadorovymi ochoreniami. ZvySena expresia NHE7
v nddorovych bunkach rakoviny prsnika preukizatelne zvysila invazivitu a adhéziu buniek medzi
sebou (Numata 2011). V najnovSom clanku stvisiacom s rakovinou pankresu bola vyslovend
myslienka, Ze Golgiho aparat posobi ako ,,rezervoar protonov v nadorovych bunkéach. Galenkamp
dokazal, ze potlacenie aktivity NHE7 ma za nasledok acidifikaciu cytozolu a spomalenie rastu tumoru

(Galenkamp et al. 2020).
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NHES8 plni v organizme najréznejSie funkcie takmer vo vSetkych tkanivach. Vyskytuje sa
v celom gastrointestinalnom trakte, priCom najvyssia exprimacia bola detekovana v tenkom a hrubom
Creve, kde ma hlavnu 0lohu v absorpcii sodika (Xu et al. 2008). Expresia NHE8 sa dokonca
preukézatelne meni s vekom a zaroven je zavisla od pohlavia (Xu et al. 2011). Uloha NHE8 v sam&om
rozmnozovacom trakte je vel'mi podobna ako pri oboch SLCIC. Mysi s chybajicim génom SLC948
produkovali spermie, ktorym kompletne chybal akrozém a vykazovali nizSiu pohyblivost. Navyse
mitochondrie, ktoré tvoria zacCiatok bicika, boli lokalizované v hlave aich hlavicka bola zaoblena.
Vsetky tieto abnormality viedli k neplodnosti, u l'udi je nazyvana aj globozoospermia (Oberheide et
al. 2017).

NHE9 je spojeny hlavne s patolégiami autistického spektra (Kondapalli et al. 2013),
roztrasenou sklerézou (Liu et al. 2017) ¢i hyperaktivitou spojenou s poruchou pozornosti (de Silva
2003). S NHED9 interaguje viac nez 100 znamych proteinov. Ich charakterizaciou sa preukazal podiel
NHE9 na oxida¢nom strese a mitochondrialnej dysfunkcii, co su faktory podmiefiujuce uz zmienené
ochorenia (Zhang-James et al. 2019). Zapojeny je aj v imunitnom systéme, konkrétne pri maturacii
fagozomov. Fagozomy pocas maturacie ziskavaju proteiny prostrednictvom fuzie s endozémami, kde
NHE9 reguluje transport protéonov, a tak priamo ovplyviiuje ich pH vnutri bunky. Nedévne Stidie na
makrofdgoch ukézali vysoku expresiu NHEO9, ktord sa signifikantne znizila, ak boli makrofagy

vystavené bakteridlnej infekcii (Shamroukh et al. 2022).
6.2 Patolégie spojené s SLCIB

V biciku spermii mysi bol identifikovany NHAI1, kde ma spolu s NHA2 vyznam
pre pohyblivost’ spermii. Spermie s deletovanym NHA1 vykazovali nizsiu pohyblivost, ale k tiplnej
neplodnosti nedoslo. Naopak, deletovanie oboch NHA1 aj NHA?2 viedlo k Gplnej neplodnosti jedinca
(Chen et al. 2016). Zaujimava je nedavna Studia, ktora preukazala, ze metylacia NHA1 moze
predikovat’ intoleranciu plodu voci porodu, €o je stav vyzadujuci cisarsky rez (Knight et al. 2018).

Kvasinky S. cerevisiae boli vyuZzité aj v suvislosti s objasnenim funkcie l'udského NHAZ2. Jeho
pritomnost’ bola preukazana v mnohych tkanivach, ale napriek tomu jeho fyziologické funkcia je stale
malo zndma. Jeho funkcia zavisi od lokalizacie v organizme. NajddlezitejSiu ulohu ma v distalnych
nefronoch, kde plni dualnu funkciu v resorpcie a sekrécie soli a podiel'a sa na udrzovani staleho
arterialneho tlaku. Vysoka spdtna absorpcia sodika v nefronoch je jednym z najvicsich rizikovych
faktorov hypertenzie (Kondapalli et al. 2012; 2017). NHA2 sa nachadza aj v f-bunkach pankreasu,
kde plni ulohu ako regulator sekrécie inzulinu. V pripade muticie v NHA2 mutované kmene mysi
vykazovali znizenu sekréciu inzulinu pri glukézovej zatazi (Deisl et al. 2013). Na zéklade tohto
zistenia bol nedavno identifikovany jednonukleotidovy polymorfizmus v géne NHA2, bol
identifikovany ako novy lokus spajany s diabetom typu 2 u ludi (Liu et al. 2018). Efekty mutacii
ovplyviiujucich aktivitu NHA2 a s tym aj spojené patolégie mozno Studovat’ aj pomocou funkcnej

expresie NHA2 v kvasinkdch (Veldzquez et al. 2022).
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6.3 Patologie spojené s SLCIC

Transportéry skupiny SLCIC patria medzi malo preskimané antiportéry a ich fyziologicka
funkcia je v poslednych rokoch Coraz viac odhalovana. Fyziologicku tlohu plnia hlavne v regulacii
pH spermii a ich schopnosti oplodnit’ vajicko (Wang et al. 2003).

Predpokladom je, Ze rovnako ako ostatné SLC9 antiportéry sa podielaju na stabilizacii pH
spermii aich aktivacii v neskorSej faze oplodnenia. Ak ddjde k mutacii tohto génu, dojde
k spomaleniu alebo strateniu pohyblivosti spermii — asthenozoospermia, €o je najrozsirenejSou
pri¢inou muzskej neplodnosti (Cavarocchi et al. 2021).

Pri mysiach a u I'udi bola preukazana expresia izoformy SLC9C1 v biciku spolu s d’alsimi NHE
(Zhang et al. 2017), mimoriadnym zistenim vSak bolo, ze SLCI9C2 je jedinym zndmym NHE
lokalizovanym v hlavicke spermii, konkrétne v akrozomalnej membrane spermii. Jeho tloha
v hlavicke spermii zatial’ ostava neznama, mézeme vSak predpokladat’, ze sa ziCastiuje na regulacii
pH pri zmene membranového potencialu v désledku maturacnych zmien/kapacitacie (Gardner a
James 2023).

Aj ked SLCI9C2 je charakteristickym transportérom v spermiach, expresia SLC9C2 spolu
s NHE1 bola preukazana aj v srdci mysi a I'udi. Pérez-Carrillo spolu so svojim timom porovnali RNA-
seq data vzorky zdravého srdcového tkaniva so vzorkami srdcového tkaniva po prekonani zastavy
srdca. Hlavnym zamerom bolo charakterizovat efekt SGLT2i (sodium/glucose cotransporter 2
inhibitors) na expresiu mRNA SLCI9C2. Vyuzili empagliflozin, ktory sa bezne vyuziva pri lieCbe
pacientov po zastave srdca. Preukazali, Ze SLC9C2 ma vyznam pri srdcovej dysfunkcii a jeho hladina
bola znizena po liecbe empagliflozinom. Na zaklade tychto poznatkov m6zeme uvazovat o SLCIC2

ako o cieli pre SGLT2i pri lie¢be srdcovych dysfunkcii (Pérez-Carrillo et al. 2022).
6.4 DalSie patologie spojené s transportom iénov

Poslednt1 Cast’ tejto prace sme venovali trom prikladom vyuzitia kvasiniek ako modelového
organizmu pri vyskume transportérov bivalentnych katiénov a aniénov.

Prvym prikladom je draselny importér Kir2.1, ktory hra dolezitt ulohu v udrziavani
membranového potencidlu (Hibino et al. 2010). Ma tetramérnu Struktaru, kazda podjednotka je
zlozena z transmembranovej domény, ktor tvoria dva a-helixy, a z cytoplazmatickej domény s N-
a C-koncom. Alfa-helixy su od seba oddelené selektivnym filtrom pre kationy K* (Fernandes et al.
2022). Poruchy jeho funkcie su najcastejSie spajané s dedicnym ochorenim Andersenov-Tawilov
syndrém, ktorého hlavnou pri¢inou je mutacia v géne pre Kir2.1, KCNJ2 (Gélinas et al. 2017).
Pomocou heterolognej expresie v kvasinkach S. cerevisiae boli charakterizované transportné vlastnosti
mySieho ortologu Kir2.1. V kmeni, v ktorom chybali draselné transportéry Trkl1, Trk2 a Tokl (Obr.
3), bola expresia mySieho ortolégu schopnd obnovit’ rast buniek v prostredi s nedostatkom draslika a
bolo potvrdené, Ze katiény Cs*, Ag" a Ba*" inhibuji jeho transportnu aktivitu (Kolacna et al. 2005;
Hasenbrink et al. 2005). Kvasinky vyuzili aj na identifikaciu faktorov, ktoré reguluji transport tohto
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draselného kanala. Skimanim schopnosti rastu kvasinkovych buniek s exprimovanym Zzivocisnym
Kir2.1 boli objavené Specifické a-arestiny, ktoré sa podielaju na prenose Kir2.1 do plazmatickej
membrany a zvySuju jeho transportnu aktivitu (Hager et al. 2018).

Za zmienku urcite stoji aktualny vyskum kAE1 (kidney anion exchanger 1), ktory sa nachadza
v bazolateralnej membrane o-ICs (a-intercalated cells) v oblickdch  zloZzenych zo 14
transmembranovych domén. Poruchy v kAE1 vedu k patologickému stavu znamemu ako distalna
rendlna tubuldrna acidoza (dRTA) (Arakawa et al. 2015). Sarder et al. UispeSne plne exprimovali
Pudsky protein kAE1 v kvasinke S. cerevisiae. Vd'aka pokrocilym metédam molekularnej biologie
a mikroskopie nasledne dokézali urcit’ lokalizaciu tohto exprimovaného proteinu v plazmatickej
membrane kvasiniek, ako aj jeho biologicku aktivitu. Bojovali vSak s akumulaciou kAEI1
v membranach ER, preto bolo v plazmatickej membrane lokalizované mensie mnozstvo tohto proteinu
(Sarder et al. 2020). Napriek tomu poznatky ziskané tymto vyskumom boli nasledne vyuzité na lepsie
pochopenie molekularnej podstaty degradacie nespravne zbalenych proteinov v eukaryotickych
bunkach. Vysledky priniesli aj sl'ubnu stratégiu pre funkénu expresiu zivociSnych membranovych
proteinov v kvasinkach, ¢o moze byt vyuzité pri stidiu aj d’alSich patologii u Cloveka (Li et al. 2021).

Nedavno charakterizovanym membranovym proteinom je TMEM165 (Transmembrane protein
165) lokalizovany v membrane Golgiho aparatu. Protein je vysoko konzervovany od baktérii,
kvasiniek az po I'udi. Primarnou funkciou tohto transportéra je udrzovanie homeostazy Ca*" a Mn?".
Patologiou spajanou s muticiou v géne pre TMEMI65 je CDG (Congenital disorders of
glycosylation). CDG je vzicne dedi¢né metabolické ochorenie, ktoré je charakteristické defektmi
v génoch zapojenych do glykozylacie (Foulquier et al. 2012). Kvasinky obsahuju transportér pre Ca**
Gdtl (Gerl dependent translation factor 1), ktory je ortologom 'udského TMEM165. Na porovnanie
funkcie tychto dvoch ortolégov vyuzili ako modelovy organizmus kvasinky S. cerevisiae, ktoré mali
deletovany gén GDTI a vykazovali niz§iu odolnost voc¢i vy$§im koncentracidam Ca®* a Mn**
(Demaegd et al. 2013). Nedavno vysla publikacia, v ktorej st vyuzité mutované kmene S. cerevisiae, v
ktorych chyba gén GDTI na charakterizaciu ludského proteinu TMEMI165. Kvasinky
s exprimovanym TMEMI165 boli vystavované réznym koncentraciam Ca®* a Mn*', pri¢om bola
sledovana transportna aktivita proteinu a vplyv mutacii na jeho transportnu aktivitu. Vo vysledku bolo
preukazané, ze sa TMEMI165 podiela na regulacii Ca** a Mn*" a fenotyp takisto potvrdil, Ze N-
termindlna doména pritomna v TMEM165 ma autoinhibi¢ny charakter (Stribny et al. 2020).
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7. Zaver

V poslednych desatroc¢iach mnohé stidie preukazali délezitost’ kvasiniek ako zjednoduseného
modelu na skiimanie kIi¢ovych bunkovych procesov prebichajucich v 'udskych bunkach, napriklad
biosyntéza, transport alebo degradacia proteinov. Udrziavanie stalej koncentracie kationov v bunke je
jednym z hlavnych aspektov ich spravneho fungovania. NajlepSie preskimanym modelovym
eukaryotickym organizmom je kvasinka S. cerevisiae. Je schopna prezit’ a adaptovat’ sa na prostredie
Sirokého rozsahu pH a koncentracii kationov, zatial’ ¢o vnutri bunky su koncentracie kationov a pH
prisne regulované. V sucasnosti mame k dispozicii rad ¢iastkovych poznatkov o jednotlivych
transportéroch, ktoré sa podielaji na regulacii homeostazy monovalentnych kationov pri nizsich aj
vysSich eukaryotov, ale informacie oich 3D Struktire — vzhladom na problematicku izolaciu
a purifikaciu tychto membranovych proteinov — su znacne obmedzené. Aj kompletna fyziologicka
funkcia, regulacia a vzajomna interakcia su stale nedostatoéne objasnené. Napriek tomu vyskum
membranového transportu neustale napreduje a je urcite zaujimavou oblast'ou vedeckého badania.

Z mdjho pohladu vyuzitie kvasiniek ako modelového organizmu ma mnoho vyhod, ale stretava
sa sradom obmedzeni. Vd’aka kvasinkdm moZno charakterizovat’ zakladné principy udrzovania
homeostazy kationov v bunkach z nizSich alebo vys§ich eukaryotickych organizmov. Dalej sa
vyuzivaju na urcenie mnohych Struktir a charakterizdciu Struktarnych prvkov v transportéroch
kationov, ktoré su dolezité pre ich aktivitu. V poslednych rokoch sa Coraz viac vyuzivaju aj na cryo-
EM, pomocou ktorého dokazeme rozlustit’ 3D Struktury aj membranovych proteinov.

Ako z prace vyplyva, rad zavaznych ochoreni vznika v dosledku nerovnovahy v homeostaze K*,
Na® a pH v dosledku naruSenej funkcie jednotlivych transportérov kationov. Heterolognou expresiou
ludskych génov v kvasinkdch mozno charakterizovat’ Struktiru a funkciu tychto proteinov, ako aj
vplyv na organizmus v pripade ich dysfunkcie ¢i absencie. Expresia proteinov vSak nie je vzdy
jednoduchd a velakrat dochadza ku komplikaciam. V pripade uspesnej expresie I'udského transportéra
v kvasinkdch mozno tento modelovy systém vyuZzit' na objasnenie podstaty ochoreni spojenych
s danym transportérom vratane rychleho testovania vplyvu muticii (SNPs — single nucleotide
polymorphisms) na funkciu transportérov alebo na selekciu inhibitorov ovplyviiujacich jeho aktivitu.

Nevyhodou kvasiniek je, Ze si zjednoduSenym modelom na vyskum, neobsahuji zlozitejsSie
regulacné mechanizmy, ktoré su pritomné v zivoc¢isnych bunkéch, preto je potrebné ziskané poznatky
dalej prehibit’ priamo v bunkéch vyssich eukaryotov.

Hlavnym cielom mojej prace bolo preukazat’ délezitost’ kvasiniek ako modelového organizmu
v §tadiu eukaryotickych buniek a zhrnit’ najnovsie poznatky o patologiach spojenych s poruchami
homeostazy monovalentnych katiénov. Informacie a vedomosti ziskané pisanim tejto bakalarskej

prace su nepochybne prinosné a vyuzitel'né aj v mojom d’alSom (magisterskom) §tadiu.
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