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Abstrakt

Jednou z kľúčových schopností buniek je udržiavanie rovnováhy vo vnútornom prostredí pri 

zmenách  vo  vonkajšom  prostredí.  Medzi  katióny,  ktoré  majú  nenahraditeľnú  úlohu  v živých 

organizmoch,  patria  K+,  Na+ a H+.  Pri kvasinkách  bola  identifikovaná  väčšina  proteínov,  ktoré  sú 

zodpovedné za transport monovalentných katiónov cez bunkové membrány, čo z nich robí ideálny 

modelový  organizmus  na  štúdium  fyziologických  procesov  v eukaryotických  bunkách  vrátane 

princípov zachovania homeostázy monovalentných katiónov. Pomocou jednobunkového organizmu, 

ako sú kvasinky, sme takisto schopní charakterizovať proteíny z fylogeneticky nižších organizmov aj 

človeka  a odhaľovať  tak  poruchy  funkcie  transportných  systémov  súvisiacich  s patologickými 

ochoreniami. 

Cieľom  tejto  bakalárskej  práce  je  poukázať  na  dôležitosť  kvasiniek  vo výskume  štruktúry 

a funkcie transportérov katiónov z eukaryotických buniek a zároveň zhrnúť poznatky o ochoreniach 

spojených s narušením funkcie jednotlivých transportérov katiónov.

Kľúčové  slová:  kvasinka,  eukaryotická  bunka,  homeostáza  katiónov,  transport  K+,  transport 

Na+, vnútrobunkové pH, štruktúra membránových proteínov, 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. Úvod

Kvasinky radíme medzi jednobunkové nižšie eukaryotické organizmy. V súčasnosti sú kvasinky 

využívané v biotechnológii,  v potravinárskom priemysle na výrobu alkoholických nápojov a pečiva 

alebo  vo  farmaceutickom  priemysle  na  produkciu  liečiv.  Kľúčovú  rolu  majú  aj  pri  skúmaní 

molekulárnych procesov prebiehajúcich v eukaryotických bunkách, pretože štruktúra buniek kvasiniek 

je veľmi podobná štruktúre buniek vyšších organizmov vrátane človeka (Alberts 2015) (Obr. 1).

Všetky  živé  organizmy  potrebujú  na  svoj  správny  rast  a delenie  vyvážené  koncentrácie 

minerálnych látok.  Na udržiavanie  stálej  homeostázy  v organizme si  preto  vytvorili  mechanizmy, 

ktorými regulujú transport iónov do bunky a z bunky. Medzi najdôležitejšie monovalentné katióny 

patria K+, Na+ a H+. Ich koncentrácia musí byť prísne regulovaná. K+ a H+ sa podieľajú na udržiavaní 

objemu  bunky,  pH,  elektrochemického  gradientu  cez  membrány  a zúčastňujú  sa  na  dôležitých 

bunkových procesoch, ako sú syntéza a aktivácia enzýmov. Na+  sa podieľa na správnom fungovaní 

nervovej  a svalovej  sústavy,  udržiavaní  stáleho  krvného  tlaku,  ale  intracelulárne  je  udržiavaný 

v nízkych koncentráciách, pretože zvýšené koncentrácie Na+ sú pre bunku toxické. Spočiatku sa zdalo, 

že  použitie  jednobunkového  organizmu,  ako  sú  napríklad  kvasinky,  nemôže  mať  pri  štúdiu 

komplexných systémov vyšších  eukaryotov  vrátane  človeka  veľký význam.  Dnes  však  vieme,  že 

mnohé kvasinkové gény kódujúce proteíny môžu byť nahradené ich ľudskými ekvivalentmi, čo otvára 

možnosti  výskumu aktivity ľudských proteínov v ovládanom zjednodušenom systéme „Humanized 

yeast“.  Tento  systém  umožňuje  nové  objavy  a skúmanie  funkcií  ľudských  génov  spojených 

s patológiami  (Kachroo  et  al.  2022).  Vďaka  podobnosti  buniek  kvasiniek  s bunkami  vyšších 

eukaryotov môžeme kvasinky využiť na skúmanie nielen bežných procesov v bunke, ako napríklad 

bunkového cyklu, metabolizmu, štruktúry a biogenézy proteínov alebo reakčnej odpovede voči stresu 

(Smith a Snyder 2006), ale aj na objasnenie podstaty ľudských ochorení.

Táto  práca  je  zameraná  na  dôležitosť  kvasiniek,  najmä  Saccharomyces  cerevisiae,  ako 

modelového  organizmu  pri  štúdiu  (i)  princípov  zachovania  homeostázy  katiónov  K+,  Na+ a H+ 

v eukaryotických  bunkách  (ii)  štruktúry  a funkcie  najvýznamnejších  transportérov  katiónov  v S.  

cerevisiae a v živočíšnych  bunkách  a  (iii)  zhrňuje  najnovšie  poznatky  o patológiách  súvisiacich 

s narušením homeostázy monovalentných katiónov a s nefunkčnosťou najmä antiportérov Na+/H+.
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2. Kvasinky ako modelový organizmus

Medzi  najvýznamnejšie  kvasinky  patrí  Saccharomyces  cerevisiae.  Genóm  S.  cerevisiae bol 

v roku 1996 kompletne sekvenovaný ako prvý genóm eukaryotického organizmu. Sekvencia genómu 

S.  cerevisiae obsahuje  viac  ako  6000  génov  so sekvenciou  takmer  13000  kilobáz,  ktoré  sú 

organizované v 16 chromozómoch  (Goffeau et al. 1996).  Medzi ďalšie dôvody, prečo sú kvasinky 

vhodným  modelovým  organizmom,  je  ich  krátky  generačný  čas,  relatívne  ľahká 

manipulácia, kultivácia a dostupnosť dobre vyvinutých metód molekulárnej biológie a genetiky (Smith 

a Snyder  2006).  Identifikáciou  ľudských  ortológov  kvasinkových  proteínov  vrátane  proteínov 

súvisiacich  s ľudskými  patológiami  sa  kvasinky  využívajú  ako  zjednodušený  model  na  výskum 

ľudských ochorení (Thines et al. 2019; Velázquez et al. 2022; Stribny et al. 2020).

2.1. Štruktúra eukaryotickej bunky

Dôležitú úlohu v štruktúre eukaryotickej bunky hrajú biologické membrány, ktoré rozdeľujú 

bunku  do  jednotlivých  kompartmentov  (Obr.  1).  Takmer  všetky  metabolické  procesy  prebiehajú 

v cytoplazme, v ktorej sú aj lokalizované jednotlivé kompartmenty, ktoré sa od seba líšia štruktúrou 

a funkciou (Alberts 2015). 

Obr. 1: Schematické porovnanie bakteriálnej, kvasinkovej a živočíšnej bunky 

(prevzaté a upravené z Alberts 2015)

Na povrchu buniek kvasiniek sa nachádza bunková stena, ktorá je zložená prevažne z glukánov 

a mannanov,  ktoré  sa  podieľajú  na  udržiavaní  bunkovej  integrity  počas  rastu  a množenia.  Hrúbka 

bunkovej steny je zhruba 120 nm a zaberá zhruba 17% celého objemu bunky (Yamaguchi et al. 2011) 

(Obr. 2). 
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Obr. 2: Fotografia z elektrónového mikroskopu povrchu bunky S. cerevisiae 

(prevzaté a upravené z Yamaguchi et al. 2011)

Plazmatická  membrána  je  selektívne  permeabilná  a tvorí  rozhranie  medzi  extracelulárnym 

a intracelulárnym prostredím.  Dochádza  tu  k  selekcii  látok  (vrátane  katiónov  H+,  Na+,  K+),  ktoré 

vstupujú  do  bunky  alebo  naopak,  ktoré  bunku  opúšťajú.  Jednotlivé  typy  transportérov 

monovalentných katiónov, nachádzajúcich sa v plazmatickej membráne, sú opísané v nasledujúcich 

kapitolách. Ich činnosťou dochádza k udržovaniu rozdielnej  koncentrácie iónov na oboch stranách 

membrány a vzniku membránového potenciálu. 

Pri eukaryotických organizmoch je  genetická informácia  bunky uložená v jadre,  ktoré  je  od 

cytoplazmy oddelené dvoma membránami. Jadrová membrána obsahuje póry, vďaka ktorým jadro 

môže  komunikovať  s cytoplazmou  a ostatnými  kompartmentmi.  Vonkajšia  membrána  jadra  je 

prepojená s ďalším membránovým útvarom, tzv.  drsným endoplazmatickým retikulom, na ktorého 

povrchu sa nachádzajú ribozómy, ktoré majú proteosyntetickú aktivitu. Endoplazmatické retikulum 

bez naviazaných ribozómov je tzv. hladké ER, kde dochádza k syntéze lipidov. Endomembránový 

systém – Golgiho aparát  (GA) sa  podieľa na ďalšej  úprave proteínov a transporte  molekúl,  ktoré 

vznikli  v ER.  GA je  tvorený cisternami  (Suda a Nakano 2012).Všetky tieto procesy sú poháňané 

energiou  v podobe  ATP,  ktorá  je  syntetizovaná  na  vnútornej  strane  membrány  mitochondrií 

v elektrónovom transportnom reťazci. Hlavným zásobným a degradačným orgánom je vakuola, kde 

dochádza k akumulácii metabolitov (Janderová a Bendová 1999).
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2.2. Nobelove ceny udelené za štúdium kvasiniek

To, aké dôležité sú kvasinky vo vede, dokazuje aj 5 Nobelových cien. Všetky tieto ceny majú  

spoločné to, že autori pri svojom výskume využili kvasinky ako modelový organizmus (Tab. 1). 

Rok Autor Oblasť Modelový 
organizmus

Objav

2001

Leland Hartwell

Paul Nurse

Tim Hunt

Fyziológia 
a medicína

S. cerevisiae

Schizosaccharomyces  
pombe

Arbacia punctulata

Hartwell – cdc (cell division cycle) 
gény

Nurse, Hunt – cyklin – dependentná 
proteín kináza cdc2

2006 Roger Kornberg Chémia S. cerevisiae Molekulárne princípy eukaryotickej 
transkripcie – GAL gén

2009

Elizabeth Blackburn

Carol W. Greider

Jack W. Szostak

Fyziológia 
a medicína

Tetrahymena / S.  
cerevisiae

Teloméry a enzým telomeráza

2013

James E. Rothman

Randy W. Schekman

Thomas C. Südhof

Fyziológia 
a medicína

S. cerevisiae

Schekman – SEC (secretory) gény

Rothman – SNARE (soluble 
N-ethylmaleimide-sensitive factor 

attachment protein receptor) proteíny

Südhof – vezikulárny transport

2016 Yoshinori Ohsumi Fyziológia 
a medicína

S. cerevisiae Kľúčové gény, ktoré sa zúčastňujú 
autofágie

Tab. 1: Prehľad dosiaľ udelených Nobelových cien, keď boli pri výskume využité kvasinky ako modelové 

organizmy
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3. Zachovanie homeostázy monovalentných katiónov na molekulárnej úrovni

Monovalentné katióny hrajú v správnom fungovaní bunky nenahraditeľnú rolu. V prirodzenom 

prostredí  je  pre  bunku  esenciálne  udržiavanie  stálej  koncentrácie  jednotlivých  iónov.  Základné 

princípy zachovania homeostázy katiónov na úrovni buniek priniesli poznatky získané v bunkách S.  

cerevisiae (Yenush 2016). Aj rad transportných systémov pre katióny z nižších aj vyšších eukaryotov 

bol charakterizovaná pomocou kvasiniek (Rosas-Santiago et al. 2015; Dibalova-Culakova et al. 2018;  

Becares et al. 2021).

Bunky S. cerevisiae obsahujú v plazmatickej membráne najmenej osem rôznych transportných 

mechanizmov na udržanie koncentrácie intracelulárnych katiónov (Ariño et al. 2019) (Obr. 3).  K+ sa 

hromadí vnútri bunky vo vysokých koncentráciách 200 – 300 mM a naopak – Na+ je pre bunku vo 

vysokých koncentráciách toxický, a tak sa vyskytuje v bunkách v nízkych koncentráciách okolo 30 

mM (Bañuelos et al. 2002).  Za fyziologických podmienok sa intracelulárne pH v cytozole pohybuje 

okolo 7,2 (Orij et al. 2009; Zimmermannová et al. 2019). 

Obr. 3: Transportéry katiónov alkalických kovov v plazmatickej membráne a v membránach vnútorných 

organel kvasinky S. cerevisiae (prevzaté z Ariño et al. 2010)

3.1 Katióny K+, Na+, H+ – funkcie v bunke a obsah v prostredí

Draslík je kľúčovým monovalentným katiónom v mnohých aspektoch. Podieľa sa napríklad na 

osmoregulácii,  kompenzácii  negatívnych  nábojov  makromolekúl  či  syntéze  a aktivácii  enzýmov. 

V prirodzenom  prostredí  musí  väčšina  buniek  akumulovať  intracelulárne  draselné  ióny  proti 

koncentračnému gradientu. Kvasinky akceptujú široké rozpätie koncentrácií monovalentných katiónov 

–  S. cerevisiae sú schopné rásť v prítomnosti extracelulárneho K+ v koncentrácii 10  mM až 2.5 M 

a Na+ < 1.5 M (Ariño et al. 2010). Vysoký obsah draslíka je v bunke udržiavaný aktivitou vstupných 

transportných systémov K+, ale predpokladá sa, že v rámci rovnováhy sú mierne aktívne aj výstupné 

transportné systémy a dochádza tak k obojsmernej cirkulácii K+ cez plazmatickú membránu (Ariño et  
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al. 2010). Ak dôjde k narušeniu vstupu K+ do bunky, dochádza k zvýšeniu potenciálu membrány a jej 

hyperpolarizácii (Navarrete et al. 2010).

Pri S.  cerevisiae je  cytozolické  pH  určené  činnosťou  protónovej  pumpy  v plazmatickej 

membráne, ktorá pumpuje protóny von z bunky proti elektrochemickému gradientu (Obr. 3, Pma1). 

Orij  spolu  so  svojím  tímom  v roku  2009  vydal  publikáciu,  v ktorej  popisuje  spojitosť  medzi 

intracelulárnym  pH  a rastom  bunky.  Za  prítomnosti  glukózy  ako  zdroja  energie  v prostredí  je 

cytozolické  pH neutrálne  7,2  a je  považované  za  optimálne  na  rast  bunky.  Medzi  faktory,  ktoré 

ovplyvňujú  pH,  sú  zaradené  slabé  organické  kyseliny,  živiny  ako  glycerol,  etanol  a nízka 

extracelulárna koncentrácia glukózy. Orij počas výskumu dokázal, že v prípade nedostatku živín sa pH 

pohybuje okolo 6,0  ± 0,2, a už o 30 min od pridania glukózy do média došlo k stabilizácii pH na 

hodnotu 7,3 (Obr. 4) (Orij et al. 2009). 

Obr. 4: Graf znázorňujúci zmenu intracelulárneho (•) a mitochondriálneho (o) pH po pridaní glukózy do 

média v čase 0 minút (prevzaté z Orij et al. 2009)

Nedávne  štúdie  ukazujú,  že  homeostáza  protónov  úzko  súvisí  s transportom a homeostázou 

katiónov draselných  (Zimmermannova et  al.  2021) a vápenatých  (Ma et  al.  2021).  Na rozdiel  od 

draslíka  je  vápnik  v bunkách  udržiavaný  v nízkych  koncentráciách.  V kvasinkových  bunkách  má 

Pma1 dôležitú úlohu v udržiavaní homeostázy cytozolu a jej aktivita priamo ovplyvňuje membránový 

potenciál.  Najnovšie  výsledky  dokazujú,  že  aktivácia  Pma1  je  nezávislá  od  prítoku  Ca2+,  ale 

hyperpolarizácia membrány generovaná Pma1 priamo riadi influx Ca2+ (Ma et al. 2021).

Endoplazmatické retikulum a Golgiho aparát sú hlavnými komponentmi sekrečnej dráhy. Pre 

bunku je dôležité správne rozdelenie novo syntetizovaných glykoproteínov a lipidov, preto si bunky 

vytvorili  sofistikovaný  spôsob,  ako  efektívne  rozdeľovať  biosyntetické  produkty.  Princípom  tejto 

stratégie je kontrola interakcie cargo proteínov a receptorov moduláciou stavu protonácie (Paroutis et  

al.  2004).  Proces acidifikácie a postupné znižovanie pH v sekrečnej dráhe sú spojené s postupným 

znižovaním hustoty H+ púmp paralelne so znižovaním permeability protónov (Wu et al. 2001). Zatiaľ 

čo pH endoplazmatického retikula je skoro neutrálne (pH 7,2), cis-Golgiho aparát je výrazne kyslejší  

než endoplazmatické retikulum a dochádza k acidifikácii jednotlivých cisterien až na hodnotu pH 6,0 
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v trans-Golgiho aparáte.  Hodnota pH sekrečných váčikov je výraznejšia,  a to až 5,2  (Casey et  al.  

2010).

Mitochondriálny matrix má za optimálnych podmienok rastu hodnotu pH 7,9  ± 0,2 (Obr. 4). 

Táto  hodnota  je  oproti  ostatným kompartmentom výrazne  alkalická.  Je  to  spôsobené  transportom 

protónov  v rámci  elektrotransportného  reťazca,  ktorého  výsledkom  je  tvorba  gradientu,  ktorý  sa 

následne využíva na výrobu ATP (Llopis et al. 1998; Casey et al. 2010).

Peroxizómy  sú  vysoko  konzervované  organely  v eukaryotických  bunkách.  Majú  úlohu 

predovšetkým pri  a-,  b-oxidácii mastných kyselín a metabolizmu H2O2.  V roku 2004 bola použitá 

kvasinka S. cerevisiae na meranie hodnoty pH peroxizómov in vivo, pričom bola nameraná alkalická 

hodnota pH 8,2 ± 0,2 (van Roermund et al. 2004). 

Vakuoly a lysosómy sú organely vyskytujúce sa v bunkách kvasiniek,  rastlín aj  živočíchov. 

Majú zásobnú funkciu a podieľajú sa na udržovaní objemu bunky a intracelulárneho pH. Kvasinkové 

vakuoly majú preukázateľne kyslé pH ~ 5,5, tak isto lysozómy 5,0 ± 0,5. Zdá sa však, že je pH vakuol 

je viac závislé od extracelulárnych podmienok (Martínez-Muñoz a Kane 2008). 

3.2 Membránové transportné systémy

Transport je sprostredkovaný špecifickými proteínmi, ktoré sú inkorporované do biologických 

membrán  a umožňujú  tak  obojsmernú  výmenu  látok.  Prenos  cez  bunkové  membrány  podľa 

energetickej  náročnosti  je  rozdelený  na  pasívny  transport  (difúzia)  a aktívny  transport  (Obr.  5). 

Pasívny  transport  prebieha  bez  spotreby  energie,  dochádza  k prenosu  molekuly  z miesta  s vyššou 

koncentráciou na miesto s nižšou koncentráciou. Prostá difúzia prebieha bez prítomnosti prenášača, 

molekuly voľne prechádzajú membránou. Druhým typom pasívnej difúzie je uľahčená difúzia, keď sú 

látky do bunky transportované cez špecializované kanály, napríklad aquaporíny na prenos molekúl 

vody (Pettersson et al. 2006).  Aktívnym transportom je substrát transportovaný cez membránu proti 

koncentračnému gradientu a je spojený so spotrebou energie. Rozlišujeme primárne aktívny transport 

a sekundárne aktívny transport (Obr. 5).

Obr. 5: Rozdelenie membránového transportu z hľadiska energetickej náročnosti, veľkosť čiernych 

štvorcov označuje množstvo substrátu (autor: Michaela Farbulová)
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Monovalentné katióny sú prenášané cez membrány pomocou kanálov a prenášačov. Kanály sú 

hydrofilné póry, ktoré umožňujú pasívny transport látok cez membránu bunky na základe ich veľkosti 

a náboja  v smere  koncentračného  gradientu.  Sú  vysoko  špecifické  pre  substrát,  ktorý  prenášajú. 

Jednou z dôležitých vlastností kanálov je, že nie vždy umožnia iónom voľne prechádzať membránou. 

Keď sú dostatočné stimulované, dochádza k ich otvoreniu, aby umožnili transport substrátu (Kulbacka 

et al. 2017). Príkladom kanála, ktorý je regulovaný zmenou membránového potenciálu, je draselný 

kanál  KV1.2,  ktorý  sa  podieľa  na  udržiavaní  membránového  potenciálu  a regulácie  nervových 

vzruchov (Zhang et al. 2016). Druhým typom kanálov sú chemicky riadené kanály, keď musí dôjsť 

k naviazaniu ligandu,  aby došlo k otvoreniu kanála  (kanály Na+/K+,  ktoré  sú otvárané naviazaním 

acetylcholínu  (Ribeiro  Junior  et  al.  2017)).  Tretím typom sú  kanály,  ktoré  sa  otvárajú  vplyvom 

mechanického podnetu (TRAAK – K+ kanál v centrálnej nervovej sústave (Brohawn et al. 2019).

3.2.1 Primárne aktívny transport 

Pri  primárnom transporte  dochádza  k prechodu  substrátu  membránou  proti  koncentračnému 

gradientu za spotreby energie. Proces sa začína naviazaním substrátu na jednej strane membrány, čo 

vedie ku konformačnej zmene transportného proteínu, ktorý následne uvoľní substrát na druhej strane 

membrány  (Klaassen  a  Aleksunes  2010).  Podľa  typu  zdroja  energie  môžeme  primárny  transport 

rozdeliť  do  troch  skupín:  transportéry  využívajúce  energiu  z hydrolytických  reakcií,  energiu 

z oxidačných  reakcií  na  vnútornej  strane  mitochondriálnej  membrány  (Sun  et  al.  2013) a energiu 

z absorpcie svetelného žiarenia (Cartron et al. 2014). 

ATPázy sú transportéry,  ktoré využívajú na transport  energiu pochádzajúcu z defosforylácie 

ATP. Na základe lokalizácie ich rozdeľujeme na ATPázy typu F-, V-, P-. Na vnútornej membráne 

mitochondrií  a chloroplastov sú lokalizované ATPázy typu F (F1FO-ATPázy).  V tomto prípade ide 

skôr o ATP syntázu, pretože využíva elektrochemický gradient H+ na tvorbu ATP z ADP (Klusch et  

al. 2017). ATPázy typu P sa vyskytujú v plazmatickej membráne baktérií, húb, živočíchov a rastlín. 

Transport  substrátu je  sprevádzaný zmenou konformácie proteínu,  ktorá je  vyvolaná fosforyláciou 

a následnou  defosforyláciou  ATPázy  (Dyla  et  al.  2020).  Evolučne  príbuzné  F-ATPázam  sú  V-

ATPázy. Pri S. cerevisiae sú V-ATPázy lokalizované v membráne vakuol, Golgiho aparáte a ďalších 

endozómoch. Ich hlavnou funkciou je generovanie potenciálu cez membránu. V S. cerevisiae bolo 

preukázané, že V-ATPáza spolupracuje s P-ATPázou Pma1 v plazmatickej membráne a spoločne sa 

podieľajú  na  regulácii  intracelulárneho  pH  (Martínez-Muñoz  a  Kane  2008).  U živočíchov  sa  V-

ATPázy  vyskytujú  takisto  v plazmatickej  membráne  metastázujúcich  rakovinových  buniek. 

V dôsledku zvyšovania invazivity nádorových buniek dochádza k zvýšeniu ich metabolickej aktivity 

a okysľovaniu cytozolického pH. Aby sa minimalizovalo potenciálne toxické zníženie pH, dochádza 

k zvýšenej aktivite V-ATPáz. Mnohé výskumy preukázali, že aktivita V-ATPáz bola omnoho vyššia 

vo  vysoko  metastázujúcich  bunkách  v porovnaní  s  bunkami  s nízkou  metastazickou  aktivitou.  V-
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ATPázy sú preto potenciálnym cieľom v liečbe nádorových ochorení (Sennoune et al. 2004; Hinton et  

al. 2009). 

3.2.2 Sekundárne aktívny transport

V prípade,  že  je  na  transport  látok  využitá  energia  z primárneho  transportu,  hovoríme 

o sekundárnom  transporte.  Dochádza  k transportu  minimálne  dvoch  rôznych  substrátov,  pričom 

koncentračný  gradient  jedného  slúži  ako  hnacia  sila  transportu  druhého  substrátu  proti 

koncentračnému  spádu  (Obr.  5).  V S.  cerevisiae  je  najčastejšie  využívaný  protónový  gradient 

generovaný Pma1 H+-ATPázou (Serrano et al. 1986). Ak sú oba substráty transportované rovnakým 

smerom,  hovoríme o symporte  (kotransporte).  Symportom s Na+ sú  v S.  cerevisiae transportované 

ióny,  napríklad PO4
3- cez  transportér  Pho89  (Zvyagilskaya et  al.  2008) (Obr.  3).  Ak sú  substráty 

prenášané opačným smerom, hovoríme o antiporte. Jedným z príkladov antiportu v S. cerevisiae je 

Nha1 (Na+,  K+/H+), ktorý využíva protónový gradient na aktívne vylučovanie katiónov alkalických 

kovov (Bañuelos et al. 1998) (Obr. 3). 
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4. Štruktúry  a funkcie  transportérov  monovalentných  katiónov  u nižších 

eukaryot 

Najviac  preštudovaným  modelom  v súvislosti  s  transportom  v  nižších  eukaryotických 

organizmoch je kvasinka S. cerevisiae. V plazmatickej membráne sa nachádzajú 2 uniportné systémy 

na príjem draslíka do bunky (Trk1, Trk2), na transport K+ von z bunky slúžia 3 exportné systémy 

(draselný kanál Tok1, Na+, K+-ATPázy Ena, Na+, K+/H+ antiportér Nha1) (Obr. 3). 

Medzi najmenej preskúmané transportéry patrí Nsc1 kanál (Non-specific cation channel), ktorý 

môžeme  považovať  za  nízko  afinitný  transportný  systém  K+.  Nsc1  je  regulovaný  koncentráciou 

extracelulárnych bivalentných katiónov  (Bihler et al. 2002). Pho89 je jediným transportérom, ktorý 

dokáže symportom s PO4
3- prenášať Na+. Tento transportér je aktívny len za vysokého pH (optimum 

pH ~ 9,5) (Zvyagilskaya et  al.  2008).  Zaujímavosťou je,  že  gény  PHO89 a ENA1 sú  regulované 

rovnakými  signálnymi  dráhami  v reakcii  na  vysoké  pH,  keď  je  potrebný  systém  na  efflux  Na+ 

pôsobiaci proti aktivite Pho89 (Serra-Cardona et al. 2014). 

Transportéry  monovalentných  katiónov  boli  takisto  identifikované  v membránach  organel. 

Najvýznamnejšími  sú  v Golgiho  aparáte  K+/H+ antiportér  Kha1  (Maresova  a  Sychrova  2004), 

v endozómoch Na+,  K+/H+ antiportér  Nhx1  (Nass et  al.  1997) a vo vakuole  Na+,  K+/H+ antiportér 

Vnx1(Cagnac et al. 2007) a K+-Cl- kotransportér Vhc1 (Petrezselyova et al. 2013b).

4.1 Pma1

Proteín  Pma1  (H+-ATPáza)  radíme  pri  S.  cerevisiae  medzi  esenciálne  transportéry.  Jeho 

primárnou funkciou je efflux protónov cez plazmatickú membránu proti koncentračnému gradientu,  

pričom dochádza k hydrolýze ATP (Møller et al. 1996). Proteín Pma1 je zložený z 3 cytozolických 

domén, ktoré sú do lipidovej dvojvrstvy zakotvené pomocou 10 transmembránových helixov (Zhao et  

al. 2021). Najdôležitejším regulačným faktorom Pma1 je metabolizmus glukózy. Pri S. cerevisiae je 

karboxylová  terminálna  doména  (C-terminálny  koniec)  autoinhibičného  charakteru.  Zvýšením 

koncentrácie  glukózy  dochádza  k  fosforylácii  C-terminálnej  domény,  pričom  dôjde  k zmene  jej 

konformácie a uvoľneniu protónov von z bunky (Eraso et al. 2006). Ako už bolo uvedené, Pma1 je 

pre  bunky kvasiniek esenciálna,  ale  jej  prítomnosť  v živočíšnych bunkách nebola  dokázaná.  Táto 

skutočnosť umožňuje uvažovať o Pma1, ako o možnom cieli antimykotických liečiv (Kjellerup et al.  

2017; Bublitz et al. 2018).

4.2  Import K+

Draslík je do buniek importovaný pomocou špecifických transportérov Trk (Transport of  K+), 

ktoré  sú  lokalizované  v plazmatickej  membráne.  Trk  proteíny  neboli  charakterizované  len 

v kvasinkách  S. cerevisiae, ale aj  v iných kvasinkách, ako napríklad  S. pombe (Soldatenkov et  al.  

1995).  Spolu s Trk transportérmi boli v bunkách nekonvenčných kvasiniek charakterizované ďalšie 

typy  transportérov  draslíka,  K+-H+ symportér  Hak1  (High  affinity  K+ transporter)  a ATPáza  Acu 
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(Alkali  cation  uptake).  Gény  HAK1 a ACU1 boli  identifikované  ako  druhovo  špecifické,  žiaden 

z génov kódujúcich tieto transportéry sa nenachádza v genóme  S. cerevisiae.  Transportér Hak1 bol 

identifikovaný  pri kvasinkách,  ktoré  žijú  v prostredí  s nižšou  koncentráciou  K+,  ako  napríklad 

Debaryomyces  occidentalis  (Bañuelos  et  al.  1995). V prípade  transportného  systému  Acu,  ktorý 

umožňuje  vysoko  afinitný  transport  K+,  ide  o ATPázu,  ktorá  dodnes  bola  identifikovaná  len 

pri niekoľkých druhoch, medzi najvýznamnejšie patria kvasinky Candida albicans (Elicharová et al.  

2016) alebo Pichia sorbitophila (Benito et al. 2004). 

V S. cerevisiae  je import draslíka sprostredkovaný dvoma transportérmi Trk1 a Trk2. Trk1 je 

považovaný za hlavný importér K+. Gaber et al. v roku 1988 charakterizoval kvasinkový gén  TRK1 

kódujúci  integrálny  membránový  proteín  dlhý  1235  aminokyselín  (AA)  usporiadaných  v 12 

transmembránových  segmentoch.  Vo  svojom  výskume  odhalil,  že  gén  TRK1  je  pre  bunku 

neesenciálny.  Jeho deléciou v bunke dôjde k zníženiu schopnosti  buniek rásť  v prostredí  s nízkym 

obsahom draslíka  (Gaber  et  al.  1988).  Nedávno  bolo  zistené,  že  sa  afinita  Trk1  postupne  mení 

v závislosti  od  koncentrácií  K+ vo  vonkajšom aj  vnútornom prostredí  a  membránovom potenciáli 

(Masaryk a Sychrová 2022).

Aj  napriek  tomu,  že  Gaber  predikoval  štruktúru  Trk  kanála,  jeho  štruktúra  bola  bližšie 

charakterizovaná pomocou prokaryotického kanála pre K+ KscA izolovaného z Streptomyces lividans, 

ktorý  patrí  do  rodiny  Trk/Krt/HKT  transportérov.  Ide  o 4  opakujúce  sa  podjednotky  M-P-M 

(Membrane-Pore-Membrane).  Ako  M  označujeme  hydrofóbne  α -helixy,  ktoré  prechádzajú 

membránou. P sú  α -helixy, ktoré sa nachádzajú v extracelulárnej časti plazmatickej membrány, ale 

neprechádzajú ňou. Ich konce vystupujú do extracelulárneho prostredia. P obsahujú sekvenčnú oblasť, 

ktorá v mieste póru vytvára podobne ako pri K+ kanáli KscA selektívny filter. Táto oblasť je dôležitá 

hlavne  preto,  že  obsahuje  v sekvencii  konzervovaný  glycín,  ktorá  podobne  ako  pri prokaryotoch 

selektívne viaže draslík (Zayats et al. 2015) (Obr. 6).

B

Obr. 6: (A) Topologický model proteínu Trk1. Vyznačené sú jednotlivé štruktúrne elementy a ich 

objasnené funkcie. NTD = N-terminálna doména, CTD = C-terminálna doména, IL = intracelulárna slučka, M, P 

– viz. text (upravené z Masaryk et al. 2023) (B) Model membránové časti proteínu Trk1. Jednotlivé opakujúce sa 

domény sú farebne odlíšené. Červené body značia ióny K+ v selektívnom filtri (prevzaté z Zayats et al. 2015).
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Gén TRK2 kóduje proteín s dĺžkou 889 AA, ktorý je z 55 % identický s proteínom Trk1, pričom 

k rozdielu  v ich  štruktúre  dochádza  najmä v hydrofilných transmembránových segmentoch.  Medzi 

segmentmi  M3 a M4 dochádza  ku skráteniu  hydrofilnej  slučky,  ktorá  má pri Trk1 dĺžku 650 AA 

a pri Trk2 je polovičná (334 AA) (Ko a Gaber 1991). Ako sa ukázalo, kvasinky obsahujúce deléciu 

v géne pre Trk1 mali zníženú schopnosť rásť v médiu s nízkou koncentráciou K+ (< 10 mM), pričom 

delécia v géne pre Trk2 nevykazuje fenotypovú odlišnosť od kvasiniek, ktoré  TRK2 gén obsahovali 

(Bertl et al. 2003; Navarrete et al. 2010). Musí sa však dodať, že kvasinky obsahujúce dvojitú deléciu 

trk1∆  trk2∆ stále  vykazovali  čiastočný  transport  draslíka,  čo  sa  dá  vysvetliť  činnosťou  nízko 

afinitného transportéra Nsc1  (Bihler et al. 2002; Navarrete et al. 2010).  Ďalšie štúdie ukazujú, že 

zatiaľ  čo  expresia  Trk1  je  signifikantná  v exponenciálnej  fáze  rastu  bunky,  Trk2  je  hlavným 

transportným systémom v stacionárnej fáze a za podmienok dehydratačného stresu  – anhydrobióza 

(Borovikova  et  al.  2014).  Okrem  toho  bolo  v súvislosti  s GICD  (Glucose-induce  cell  death) 

preukázané, že Trk2 je zásadný pre prežitie bunky. Presná funkcia Trk2 v GICD nie je známa, ale 

výsledky ukazujú, že bunky bez Trk2 indikovali vyššiu aktivitu Pma1 (Dušková et al. 2021). 

Trk1 a Trk2 sú  hlavné  importné  systémy K+,  ale  ich  funkcia  bola  dokázaná  aj  v súvislosti 

s homeostázou Ca2+ v S. cerevisiae. Trk1 je pre rast bunky dôležitý v prípade, že sa bunka nachádza 

v prostredí s vysokým obsahom Ca2+. V prípade neprítomnosti Trk2 sa hladina intracelulárneho Ca2+ 

zdvojnásobila (Zimmermannova et al. 2021).

Stabilita  Trk1  a Trk2  je  regulovaná  mnohými  kinázami  a fosfatázami.  Kinázami,  ktoré  sa 

podieľajú  na  stabilite  Trk1  v plazmatickej  membráne,  sú  Hal4  a Hal5.  Neovplyvňujú  aktivitu 

transportéra, ale ak sa bunka nachádza v prostredí s nízkym obsahom draslíka, chránia transportéry 

pred degradáciou a zakotvujú ich v plazmatickej  membráne  (Mulet  et  al.  1999; Pérez-Valle et  al.  

2007).  S kinázami  Hal4/Hal5  úzko  súvisí  fosfatáza  kalcineurín,  ktorá  reguluje  vysoko  afinitný 

transport K+ cez Trk1. Kalcineurín zvyšuje expresiu Hal5, čím nepriamo pozitívne reguluje transport  

K+ (Casado et al. 2010).

4.3 Export K+ a ďalších monovalentných katiónov

V S. cerevisiae existujú minimálne 3 transportéry zapojené do exportu K+, pričom export závisí 

od podmienok, v ktorých sa bunka nachádza. 

Tok1 (Transport outward K+) je jediným kanálom špecifickým pre K+ v plazmatickej membráne 

S.  cerevisiae.  TOK1 kóduje  proteín  dlhý  691 AA,  ktorý  predikuje  8  transmembránových domén, 

z čoho 4  sú  transmembránové helixy a 4  sa  zúčastňujú  na  formovaní  2  P  (Pore-forming domain) 

domén s 2 MPM sekvenciami (Ketchum et al. 1995). Jeho funkciou je transport K+ von z bunky tak, že 

pri otvorení kanála dôjde k depolarizácii plazmatickej membrány. Deléciou génu  TOK1 dochádza k 

silnej  depolarizácii  plazmatickej  membrány a naopak – pri  zvýšenej  expresii  tohto génu dochádza 

k hyperpolarizácii.  Z toho  vyplýva,  že  kanál  Tok1  má  dôležitú  úlohu  v regulácii  membránového 

potenciálu (Zahumenský et al. 2017).
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Nha1  je  Na+,  K+/H+ antiportér  z rodiny  proteínov  CPA1  (Masrati  et  al.  2018).  Tento  typ 

transportéra je prítomný takmer vo všetkých organizmoch, od baktérií až po človeka. Jeho primárnou 

funkciou  je  zbavovanie  sa  nadbytočných  solí  (Na+,  K+ a H+)  z bunky  (Bañuelos  et  al.  1998).  

Pri S.  cerevisiae je  proteín  kódovaný génom  NHA1,  jeho  dĺžka  je  985 AA usporiadaných do  13 

transmembránových domén, krátkej  hydrofilnej  N- a dlhej  cytoplazmatickej C-terminálnej domény 

(podľa databázy modelov proteínov Alpha fold (Varadi et al. 2022)). Hydrofilný C-koniec Nha1 tvorí 

554 AA a zaberá tak 56 % celého proteínu (Kinclová et al. 2001). Transportná aktivita je negatívne 

regulovaná cez C-terminálnu doménu pomocou interakcie s 14-3-3 proteínmi (Smidova et al. 2019). 

Interakcia je sprostredkovaná fosforylovaným Ser481 na alanín polypeptidu Nha1, na ktorý sa 14-3-3 

proteíny naviažu. Ak dôjde k mutácii Ser481, dochádza k zvýšenému exportu katiónov cez Nha1, čo 

má za následok zvýšenú citlivosť buniek voči nízkym koncentráciám K+ (Smidova et al. 2019). Na 

regulácii Nha1 sa podieľa aj fosfatáza Ppz1. Jej nadmerná expresia v bunkách aktivuje Nha1, čo vedie 

k značnému poklesu cytozolického pH a koncentrácie K+ a tým aj k zastaveniu rastu  (Albacar et al.  

2021).

Tretím  exportérom  monovalentných  katiónov  je  Na+,  K+-ATPáza  Ena,  ktorá  je  kódovaná 

repetitívnymi génmi ENA. Gén ENA1 kóduje proteín s dĺžkou 1091 AA s predpokladanou topológiou 

10  transmembránových  domén  (Haro  et  al.  1991;  Ariño  et  al.  2010).  Na  rozdiel  od  Nha1 

exprimovaného v S. cerevisiae konštitutívne je expresia Ena1 za optimálnych podmienok veľmi nízka, 

naopak – k zvýšeniu expresie génu ENA1 dochádza, ak bunka prechádza osmotickým stresom alebo 

signifikantnou zmenou pH (Ruiz a Ariño 2007). Expresia ENA je na transkripčnej úrovni regulovaná 

rôznymi signálnymi dráhami. Za jednu z hlavných môžeme považovať kalcineurínovú kaskádu. Za 

nepriaznivých  podmienok  dochádza  k  defosforylácii  transkripčného  faktora  Crz1  (Calcineurin-

Responsive  Zinc Finger 1) kalcineurínom, čo má za následok jeho vstup do jadra a expresiu  ENA1, 

ktoré vo svojom promótore obsahujú 2 oblasti na naviazanie Crz1 (Thewes 2014; Petrezsélyová et al.  

2016).  Ďalším  známym  transkripčným  faktorom  regulujúcim  expresiu  ENA1 je  Rim101,  ktorý 

potlačením expresie proteínu Nrg1 zvýši transkripciu ENA v prípade, že je pH cytozolu alkalizované 

(Lamb a Mitchell 2003).

4.4 Vnútrobunkové transportné systémy monovalentných katiónov 

Transportéry katiónov sa taktiež nachádzajú v membránach vnútrobunkových organel, kde sa 

podieľajú na regulácií homeostáze vo vakuole, GA, endozómoch a v mitochondriách (Obr. 3). Väčšina 

z nich sú antiporty, ktoré podobne ako transportéry v plazmatickej membráne, na transport využívajú 

protónový gradient, ktorý je ale v membránach organel generovaný V-ATPázou Vma1. Tá je zložená 

z 13 proteínov usporiadaných do 2 domén V0 (transmembránová), V1 (periférna). Periférna doména je 

zodpovedná za hydrolýzu ATP, úlohou transmembránovej domény je translokácia protónov do lumen 

organel  (Stevens a Forgac 1997).  V membráne vakuoly  S. cerevisiae  sa ďalej nachádza aj Na+/H+ 

antiportér Vnx1, ktorý sa podobne ako ostatné y podieľa na udržovaní homeostázy a intracelulárneho 
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pH (Cagnac et al. 2007). Draslík do vakuoly transportuje K+-Cl- kotransportér Vhc1 (Petrezselyova et  

al. 2013b). 

Pôvodne sa predpokladalo,  že sa v membráne vakuol  S.  cerevisiae nachádza ďalší  prenášač 

Nhx1  (Nass et al.  1997),  ale ako bolo neskôr preukázané, jeho primárnou funkciou je udržovanie 

stabilného vnútorného pH v PVC (pre-vacuolar compartments) (Brett et al. 2005b). Podobnú funkciu 

ako Nhx1 v endozómoch zastáva v membráne Golgiho aparátu antiportér Kha1. Okrem regulácie pH 

môžeme predpokladať, že Nhx1a Kha1 sú spolu s malými GTPázami dôležité pri regulácii transportu 

váčikov  medzi  Golgiho  aparátom  a PVC,  čo  zohráva  významnú  úlohu  v tolerancii  buniek  voči 

mnohým stresovým faktorom (Maresova a Sychrova 2004; Marešová a Sychrová 2010). 

Transport  K+ cez  vnútornú  mitochondriálnu  membránu  je  pravdepodobne  sprostredkovaný 

Mdm38.  Mitochondrie,  ktoré  boli  izolované  z mdm38 mutantov,  vykazujú  nižší  membránový 

potenciál, zvýšený objem a vyššiu koncentráciu K+ v matrixe (Nowikovsky et al. 2007). Homológom 

k Mdm38 v ľudských bunkách je Letm1, ktorý je spájaný s ochorením Wolf-Hirschhornov syndróm 

(Lupo et al. 2011).
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5. Štruktúry  a  funkcie  transportérov  monovalentných  katiónov  u vyšších 

eukaryot

Membrána predstavuje  jednu z najdôležitejších  štruktúr  všetkých živých organizmov,  keďže 

tvorí  hranicu medzi  bunkou a vonkajším prostredím,  ale  aj  samotnými bunkami medzi  sebou.  Na 

rozdiel  od  jednobunkových  nižších  eukaryotov  musia  vyššie  eukaryoty  udržiavať  fyziologické 

prostredie nielen na úrovni bunky, ale aj na úrovni celého organizmu. Z tohto dôvodu je ich počet 

výrazne vyšší ako pri nižších eukaryotoch. Napríklad v každej živočíšnej bunke sa na regulácii pH 

podieľa viac než 60 génov kódujúcich transportné proteíny v plazmatickej membráne  (Doyen et al.  

2022). Štruktúra, substrátová špecifita, transportná aktivita a funkcie mnohých z nich boli študované 

pomocou heterológnej  expresie v bunkách kvasiniek  (Kolacna et  al.  2005; Schushan et  al.  2010;  

Velázquez et al. 2022). V nasledujúcich kapitolách sú opísané najvýznamnejšie transportné systémy 

monovalentných katiónov prítomných v membránach vyšších eukaryotických organizmov.

5.1 Na+/K+- ATPáza

Sodno-draselná  pumpa  je  esenciálna  pre  všetky  živočíšne  bunky.  Je  jedným  z najväčších 

proteínových komplexov zo skupiny P-ATPáz. Ako jej názov napovedá, jej funkciou je transport 3  

Na+ von z bunky a naopak – import 2 K+ do bunky a generuje tak elektrochemický gradient katiónov 

Na+  cez plazmatickú membránu, ktorý slúži ako hnacia sila pre ďalšie transportné systémy  (Skou a 

Esmann 1992). Je zložená z α-, β- a γ- podjednotky (Obr. 7A). 

Katalytická α-podjednotka vykonáva samotný transport katiónov cez plazmatickú membránu. Je 

rozdelená  na  transmembránovú  a cytoplazmatickú  časť.  Katalytická α-podjednotka  obsahuje  

10  transmembránových  helixov  vytvárajúcich  3  domény  –  A  (Actuator),  P  (Phosphorylation)  

a N  (Nukleotid-binding).  Transport  je  spojený  so  zmenou  konformácie  proteínu.  Proteín  v E1 

konformácii  s naviazaným ATP má vysokú afinitu  k 3  Na+.  Hydrolýza  naviazaného ATP iniciuje 

zmenu konformácie na E2, čo má za následok uvoľnenie 3 Na+ do extracelulárneho priestoru. E2 

konformácia  má  vysokú  afinitu  k 2  K+ a fosfátu.  Uvoľnenie  fosfátu  z E2  konformácie  umožňuje 

naviazanie ATP, pričom dôjde k uvoľneniu 2 K+ do cytoplazmy, vráteniu pumpy do E1 konformácie 

a začína sa nový cyklus  (Gadsby et  al.  2012) (Obr.  7B).  V živočíšnych bunkách sa vyskytuje v 4 

izoformách,  ktoré  sa  líšia  α-podjednotkami,  pričom  α1  je  prítomná  vo  všetkých  bunkách,  α2  je 

exprimovaná v svalovom tkanive  (Shelly et al. 2004), kde sa podieľa na kontrakcii svalu a v srdci 

(Yuen et al. 2017),  ale bola nájdená aj v astrocytoch  (Mann et al. 2022), Izoforma α3 sa nachádza 

predovšetkým v mozgu, konkrétne v neurónoch (Bøttger et al. 2011), α4 je špecifická pre spermie, kde 

bolo preukázané, že má vplyv na ich pohyblivosť (Numata et al. 2022). 

β-podjednotka má dôležitú úlohu pri transporte z ER a správnom zakotvení  α-podjednotky do 

plazmatickej  membrány,  čím  ju  chráni  pred  degradáciou  (Rajasekaran  et  al.  2004).  Ďalej  bolo 

preukázané,  že  ovplyvňuje  afinitu  Na+ a K+ k ich  väzbovým miestam  (Crambert  et  al.  2000).  γ-
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podjednotka,  inak  označovaná  aj  FXYD  (Phenyl-X-Thyrosin-Aspartat)  proteín,  je  špecifická  pre 

niektoré tkanivá, ako sú napríklad obličky, srdce alebo svaly (Therien et al. 2001).

Obr.7: (A) Štruktúra Na+/K+-ATPázy v živočíšnej bunke. Zelenou je vyznačená α- podjednotka, 

oranžovou je vyznačená β-podjednotka a fialovou γ-podjednotka (prevzaté z PDB kód 3A3Y) (B) Zjednodušený 

cyklus Na+/K+-ATPázy. Zelenými guličkami sú znázornené ióny Na+, oranžové predstavujú ióny K+ 

( prevzaté z Gadsby et al. 2012)

Princípy  regulácie  Na+/K+-ATPázy  prostredníctvom  interakcie  s ďalšími  proteínmi  boli 

študované  aj  pomocou  heterológnej  expresie  ich  podjednotiek  v kvasinkách  a dvojhybridovom 

systéme.  Boli  identifikované  2  interakčné  partneri  –  Ral-GTPázy  (Bhullar  et  al.  2007) a TD1 

(Transdermal protein 1) (Wang et al. 2015), pričom oba sa viažu na β1-podjednotku Na+/K+-ATPázy 

a ovplyvňujú tak jej aktivitu.

5.2 Symportéry monovalentných katiónov 

Prvým typom zo skupiny kotransportérov monovalentných katiónov je  Na+-K+-Cl- (NKCC). 

Transport je elektroneutrálny, 2 Cl- sú cez membránu translokované spolu s 1 Na+ a 1 K+ (Gamba 

2005). V organizme sa vyskytuje v dvoch izoformách. NKCC1 je 1991 AA dlhý proteín zložený do 12 

transmembránových domén (Chew et al. 2019). Je lokalizovaný na bazolaterálnej strane epiteliálnych 

buniek. Napriek tomu, že je NKCC prítomný vo všetkých bunkách, nie je jeho prítomnosť esenciálna 

pre  život  bunky.  Bolo  preukázané,  že  jeho  neprítomnosť  môže  viesť  napríklad  ku  strate  sluchu 

(Delpire et al. 1999) alebo neplodnosti  (Pace et al. 2000).  Okrem iného NKCC1 plní funkciu ako 

hlavný  Cl- importér  v neurónoch,  kde  sa  podieľa  na  udržiavaní  Cl-  elektrochemického  gradientu 

v nedostatočne  vyvinutých  neurónoch  a  periférnych  senzorických  neurónoch  (Payne  et  al.  2003;  

Yamada  et  al.  2004).  NKCC2  izoforma  je  1100  AA  dlhá  a nachádza  sa  na  apikálnej  strane 

epiteliálnych buniek.  Je charakteristická pre vzostupné rameno Henleo kľučky,  kde sa podieľa na 

resorpcii  soli  (Castrop  a  Schießl  2014).  Substrátová  špecifita  a funkcia  NKCC2  bola  študovaná 
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pomocou  heterológnej  expresie  v kvasinke  S.  cerevisiae.  Ľudský  NKCC2  bol  schopný  nahradiť 

funkciu  vakuolárneho  symportéra  K+-Cl- Vhc1,  čo  je  analóg  NKCC2  v kvasinkových  bunkách 

v regulácii homeostázy K+ a Na+ (Petrezselyova et al. 2013a).

Na+-Cl- kotransportér (NCC) je hlavným komponentom dráhy resorpcie v distálnom stočenom 

kanáliku obličiek. Je zložený z 1023 AA, ktoré spoločne vytvárajú 12 transmembránových domén 

(Gamba et al. 1993). Hlavnú úlohu plní v regulácii krvného tlaku (Cruz et al. 2001), ale zúčastňuje sa 

aj  na  resopcii  Na+  (Sandberg  et  al.  2006).  NCC  je  aktivovaný  renin-angiotensinom  a naopak  – 

negatívne regulovaný je potravou s vysokým obsahom K+ (Hoorn et al. 2020).

K+-Cl- (KCC)  je  elektroneutrálny  symportér,  ktorý  prenáša  1  K+ a 1  Cl-  cez  plazmatickú 

membránu po smere gradientu von z bunky. Prítomnosť KCC bola preukázaná v rôznych tkanivách, 

ako napríklad astrocyty (Ringel a Plesnila 2008), srdce (Antrobus et al. 2012) alebo v rakovinových 

bunkách  (Hsu et  al.  2007).  V organizme je  prítomný v 4  izoformách:  KCC1 je  prvou objavenou 

izoformou s dĺžkou 1085 AA, ktorá je prítomná takmer vo všetkých bunkách  (Gillen et al. 1996). 

KCC2 je prítomná v centrálnej nervovej sústave, kde sa podieľa na exporte chloritových aniónov von 

z bunky (Silayeva et al. 2015). Spolupracuje s NKCC transportným systémom, ktorý transportuje Cl- 

do bunky a spoločne sa takto podieľajú na regulácii  hladiny Cl- v neurónoch  (Zhang et al.  2021). 

KCC3 je najviac exprimovaný v bunkách obličiek, kde má hlavnú funkciu v regulovaní bunkového 

objemu pri  transepiteliálnom transporte  solí  (Mercado  et  al.  2005).  Izoforma  KCC4 je  prítomná 

napríklad v kostnej dreni, srdci, pľúcach, pankrease alebo mozgu, kde sa podobne ako KCC3 podieľa 

na regulácii bunkového objemu (Mount et al. 1999).

Posledným kotrasportérom z tejto skupiny je  Na+-I-  transportér  (NIS).  U ľudí  dosahuje tento 

proteín  dĺžku  643  AA  (Smanik  et  al.  1996;  1997).  Stoichiometria  Na+-I- transportu  2:1  dokáže 

transportovať aj iné anióny, ako napríklad NO3-, BF4- alebo SCN- (Eskandari et al. 1997). Vyskytuje sa 

v štítnej  žľaze  a ďalších  extra-tyreiodálnych  tkanivách,  kde  sa  podieľa  na  transporte  jódu,  a tak 

zaujíma  kľúčovú  úlohu  pri  syntéze  hormónov štítnej  žľazy.  Tie  sú  dôležité  pri  vývoji  centrálnej 

nervovej sústavy v ranom štádiu vývoja (Portulano et al. 2014).

5.3 Antiportéry monovalentných katiónov 

Na+/H+ antiportéry zdieľajú rovnakú transmembránovú topológiu nazývanú NhaA fold. Prvýkrát 

bol  opísaný  na  základe  kryštalickej  štruktúry  prokaryotického  antiportéra  NhaA  prítomného 

v plazmatickej membráne Escherichia coli.  Bakteriálny antiportér NhaA transportuje 2H+ a Na+ a na 

základe tohto transportu reguluje bunkové pH a koncentráciu Na+ v bunke (Dwivedi et al. 2016). Na 

základe experimentov s NhaA v E. coli bolo možné charakterizovať štruktúru tohto foldu v aktívnej 

forme  (Winkelmann et al. 2022). Skladá sa z 12 transmembránových helixov a jedinečnosťou tohto 

komplexu je  postavenie  helixu  IV a XI.  Tieto  dva  helixy  sú  v štruktúre  lokalizované  oproti  sebe 

a v membráne dochádza k ich kríženiu vďaka rozvoľneniu oboch α-helixov a vytvára sa tak miesto na 

naviazanie transportovaného katiónu (Winkelmann et al. 2022).
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Eukaryotické antiportéry Na+/H+ (NHE) sú kódované génmi rodiny SLC9. Rozdeľujeme ich do 

3 skupín: SLC9A (NHE1-9), SLC9B (NHA1, NHA2), SLC9C (SLC9C1, SLC9C2). Tieto transportné 

proteíny sú prítomné v organizmoch všetkých vyšších eukaryotov v plazmatickej membráne, ale aj 

v membránach  vnútorných  organel  (Donowitz  et  al.  2013).  Smer  transportu  katiónov  je  daný 

nastavením ich gradientu cez membránu.  Antiportéry tohto typu pri kvasinkách a rastlinách,  ktoré 

exportujú intracelulárny Na+ výmenou za extracelulárny H+, zatiaľ čo antiportéry vyšších eukaryotov 

exportujú intracelulárny H+ za súčasného importu Na+. Ale ľudské Na+/H+ antiportéry exprimované 

v bunkách kvasiniek transportujú v opačnom smere ako v živočíšnych bunkách v dôsledku nastavenia 

gradientu H+ cez plazmatickú membránu  (Flegelova a Sychrova 2005; Flegelova et al. 2006). Táto 

skupina  transportérov  je  podrobnejšie  opísaná  v nasledujúcich  kapitolách  spolu  s poruchami  ich 

funkcie a vplyvom na ľudský organizmus. 

5.3.1 SLC9A 

Prvou a najpočetnejšou skupinou SLC9 transportérov sú SLC9A Na+/H+ antiportéry. Ľudský 

genóm kóduje 9 izoforiem tohto génu. NHE1 je lokalizovaný v plazmatickej membráne. Izoformy 

NHE2  –  NHE4  sú  primárne  lokalizované  v plazmatickej  membráne,  ale  môžeme  ich  nájsť  aj 

v membráne recyklujúcich endozómov. NHE5 je tkanivovo špecifický pre bunky neurónov v mozgu. 

NHE6  –  NHE9  sú  intracelulárne  antiportéry  vyskytujúce  sa  na  membránach  bunkových  organel 

(Martins et al. 2014) (Obr. 8).

Obr. 8: Schematické zobrazenie lokalizácie NHE izoforiem v epiteliálnej bunke 

(prevzaté z Martins et al. 2014) 

NHE1 bol v roku 1989 prvým identifikovaným proteínom zo skupiny NHE (Sardet et al. 1989). 

Heterológnou expresiou NHE1 v kvasinkách bolo umožnené bližšie charakterizovať jeho štruktúru  

a funkcie  (Flegelova et al. 2006; Moncoq et al. 2008). Je zložený z 815 AA rozdelených do dvoch 

domén. Prvou je katalytická transmembránová doména a druhou je regulačná C-terminálna doména, 

ktorá je kompletne intracelulárna  (Lee et al. 2013). Je exprimovaný takmer vo všetkých bunkových 
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typoch na bazolaterálnej membráne, kde sa podieľa na udržiavaní vnútrobunkového pH, bunkového 

objemu, je regulátorom bunkového cyklu (Putney a Barber 2003), proliferácie a na rezistencii bunky 

voči apoptóze (Wu et al. 2004). 

NHE2  je  epiteliálnym  Na+/H+ antiportérom,  ktorý  je  815  AA  dlhý.  V tele  sa  vyskytuje 

predovšetkým na bazolaterálnej strane žalúdka, v tenkom čreve a hrubom čreve, kde sa zúčastňuje na 

resorpcii  Na+ či  na  oprave  poškodeného  epitelu  (Xue  et  al.  2011).  V menšej  miere  je  zastúpený 

v svalstve, mozgu, maternici, pľúcach či srdci  (Orlowski a Grinstein 2004).  Pomocou heterológnej 

expresie  živočíšneho  NHE2  v kvasinkovom  modeli  bolo  prvýkrát  preukázané,  že  transportuje  aj 

katióny K+ (Flegelova a Sychrova 2005).

NHE3 tvorí 843 AA (Brant et al. 1995). Od ostatných sa odlišuje recykláciou medzi apikálnou 

stranou  epiteliálnych  buniek  a endozomálnymi  kompartmentmi  a plní  tak  funkciu  v oboch  týchto 

systémoch (D’Souza et al.  1998).  U ľudí sa v gastrointestinálnom trakte podieľa na absorpcii  Na+ 

(Zachos et al. 2009). To, že má túto funkciu, podporuje aj výskum vedený na myšiach, keď mali myši 

s deletovaným NHE3 génom problém so zadržiavaním vody v organizme (Zachos et al. 2009). NHE3 

bol študovaný v kvasinkách, kde ho exprimovali v kmeni citlivom na katiónové soli. Výsledkom bolo 

zvýšenie tolerancie buniek voči sodíku aj draslíku, čo odhalilo, že dokáže transportovať katióny Na+ aj 

K+ (Flegelova et al. 2006). 

SLC9A4 kóduje proteín NHE4 dlhý 798 AA, ktorý bol prvýkrát klonovaný zo žalúdka myši 

(Orlowski  et  al.  1992).  NHE4  vykazuje  najvyššiu  expresiu  v parietálnych  bunkách  žalúdka, 

pankreatických bunkách a obličkách (Bookstein et al. 1994).

NHE5 je posledným NHE exprimovaným v plazmatickej membráne. Je 896 AA dlhý (Klanke et  

al.  1995) a zdieľa  50  %  homológiu  s NHE3  (Attaphitaya  et  al.  1999).  Primárne  sa  nachádza 

v centrálnej nervovej sústave, konkrétne v neurónoch, kde sa podieľa na regulácii ich pH (Diering et  

al. 2009).

NHE6  je  ďalším  zástupcom  NHE  antiportérov  v membránach  vnútorných  organel.  Dĺžka 

proteínu je 669 AA s predikovanou štruktúrou 13 transmembránových helixov (databáza Alpha fold) 

(Varadi et al. 2022)). Transkript bol nájdený v tkanivách s vysokým obsahom mitochondrií v bunkách 

ako svaly, srdce alebo mozog (Numata et al. 1998).

NHE7 bol prvýkrát klonovaný v roku 2001. Proteín je dlhý 725 AA, pričom vykazuje 70 % 

homológiu  s NHE6,  ale  len  25  % homológiu  s ostatnými  NHE.  Je  prítomný takmer  vo  všetkých 

sekrečných tkanivách, ako je napríklad žalúdok, pankreas, slinné žľazy, mliečne žľazy alebo prostata 

(Numata  a  Orlowski  2001).  Hlavnú  funkciu  plní  v trans-GA,  kde  sa  podieľa  na  udržiavaní  pH 

okysľovaním lumenu (Galenkamp et al. 2020). 

SLC9A8 kóduje ľudský NHE8 proteín. Obsahuje 576 AA, pričom zdieľa len z 24 % homológiu 

s ostatnými  NHE.  V bunke  je  prítomný všade,  najmä  v Golgiho  aparáte  (Nakamura  et  al.  2005), 

v sliznici čreva v ranej fáze vývoja (Becker et al. 2007) a podieľa sa na produkcii testosterónu (Xu et  

al. 2015).
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Posledným je  NHE9 transportér  zložený z 645 AA usporiadaných v 13 transmembránových 

doménach  (Winkelmann  et  al.  2020).  V organizme  je  prítomný  najmä  v mozgu,  kde  je  spájaný 

s ochorením  ADHD  (de Silva  2003;  Kondapalli  et  al.  2013),  či  v neskorých  recyklujúcich 

endozómoch (Nakamura et al. 2005).

5.3.2 SLC9B

Pri živočíšnych  bunkách  došlo  k nedávnemu  objavu  ďalšej  skupiny  antiportérov  SLC9. 

V porovnaní s izoformami NHE 1 – 9 vykazujú SLC9B vyššiu homológiu s prokaryotickými NhaA E. 

coli, podľa čoho boli aj pomenované izoformy NHA1 a NHA2.

NHA1 je vysoko konzervovaný proteín dlhý 515 AA, ktorého gény sú prítomné vo všetkých 

vyšších eukaryotoch  (Brett et al. 2005a).  V roku 2006 bol tento gén prvýkrát klonovaný pomocou 

metódy PCR a zároveň sa odhalilo, že je lokalizovaný predovšetkým v spermiách (Ye et al. 2006). 

Druhým  je  NHA2.  Identifikovaný  bol  v roku  2008  v osteoklastoch  a mitochondriách 

(Battaglino et  al.  2008; Fuster et  al.  2008).  Trojrozmerná štruktúra NHA2 proteínu z bizóna (ale 

skráteného o hydrofilný N-koniec) bola nedávno rozlúštená pomocou kryoelektrónovej mikroskopie 

a expresie v kvasinke S. cerevisiae ako prvého eukaryotického antiportéra pri Na+/H+ (Matsuoka et al.  

2022). Tvorí ho 14 transmembránových domén, v membráne sa nachádza ako homodimér, pričom 

každá monomérna jednotka sa skladá z transportnej a dimerizačnej podjednotky (Obr. 9).

Výsledky publikované koncom minulého roka priniesli mnoho nových poznatkov o ľudskom 

ortológu NHA2. Bola optimalizovaná jeho expresia v S. cerevisiae a bolo identifikovaných niekoľko 

aminokyselinových zvyškov, ktoré sa podieľajú na stabilizácii,  substrátovej špecifite a transportnej 

aktivite  NHA2.  Bolo  zistené,  že  vysoko  konzervovaný  prolín  246,  ktorý  je  lokalizovaný  v jadre 

proteínu, sa podieľa na selekcii iónov. Zámena tohto prolínu za inú aminokyselinu viedla ku zmene 

substrátovej  špecifity  a zároveň modifikovaný NHA2 vykazoval  vyššiu  rezistenciu  voči  phoretínu 

(špecifický NHA2 inhibítor  (Kondapalli et al. 2012)). Ďalším zaujímavým zistením je, že podobne 

ako pri transmembránovom proteíne 165 v Golgiho aparáte (viz. kap. 6.4) je N-terminálny segment 

NHA2 autoinhibičného charakteru. Zmena negatívne nabitých aminokyselinových zvyškov v tomto 

segmente viedla k zníženej schopnosti proteínu transportovať substráty, naopak – pri skrátení N-konca 

o viac než polovicu došlo k zdvojnásobeniu transportnej aktivity (Velázquez et al. 2022).
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Obr. 9: Štruktúra NHA2∆N. Ružovo je zafarbená transportná podjednotka, zelená je dimerizačná 

podjednotka, fialovou je vyznačený prvý transmembránový helix (prevzaté z Matsuoka et al. 2022)

5.3.3 SLC9C

Antiportéry  rodiny  SLC9C  sú  primárne  exprimované  v  spermiách.  Kódujú  1120  AA 

s predikovanou  topológiou  14  trasmembránových  segmentov  (Wang  et  al.  2003).  Vyskytujú  sa 

v dvoch izoformách:  SLC9C1,  SLC9C2.  Aktivita  niektorých z  nich  je  regulovaná  membránovým 

potenciálom. Pri myšiach je SLC9C1 aktivovaný hyperpolarizáciou plazmatickej membrány a závisí 

od pH, podobne ako pri ježovke purpurovej (Windler et al. 2018; Hernández-Garduño et al. 2022). Na 

druhej strane u ľudí nebola pozorovaná aktivácia SLC9C1 hyperpolarizáciou plazmatickej membrány, 

čo naznačuje, že regulačné mechanizmy SLC9C sú medzidruhovo odlišné. Na pochopenie funkcie 

a mechanizmu účinku sú  potrebné ďalšie  štúdie,  najmä expresie  NHE v heterológnych systémoch 

(Hernández-Garduño et al. 2022).

Ku  SLC9C2  existuje  málo  funkčných  dát,  existuje  však  predpoklad,  že  sa  nachádzajú  vo 

vaječníkoch, koži, spojivovom tkanive  (Donowitz et al. 2013). Aktivita tohto antiportéra v hlavičke 

spermií  bola dokázaná len nedávno. Bližšie je jeho charakteristika opísaná v kap. 6.3  (Gardner a 

James 2023).
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6. Molekulárne podstaty ochorení súvisiacich s poruchami homeostáze

Homeostáza  je  dynamický  proces,  ktorým  si  organizmy  udržiavajú  vnútornú  stabilitu 

a prispôsobujú  sa  vonkajším  podmienkam.  Poruchy  homeostázy  vedú  k mnohým  ochoreniam. 

Kvasinka  S.  cerevisiae sa  vďaka svojim vlastnostiam stala dôležitým modelovým organizmom na 

štúdium  procesov  spojených  s poruchami  homeostázy.  Poznatky  získané  v  kvasinkách  často 

dopomohli  k  objasneniu  ekvivalentných  mechanizmov  prebiehajúcich  u ľudí.  V nasledujúcich 

podkapitolách sú charakterizované ochorenia súvisiace s narušením funkcie jednotlivých transportérov 

katiónov. 

6.1 Patológie spojené s SLC9A 

V predošlej kapitole boli popísané štruktúry jednotlivých izoforiem NHE 1 – 9, pričom každá 

izoforma je špecifická pre určitý typ tkaniva, kde plní najrôznejšie funkcie. Všetky majú spoločné, že 

sa podieľajú na odstraňovaní H+, ktorý vzniká metabolickými procesmi v bunke. 

6.1.1 NHE1

NHE1 je  za  zníženého intracelulárneho pH aktivovaná nadbytočnými protónmi,  aby došlo  

k vyrovnaniu koncentrácií a vyrovnaniu pH. Dysregulácia NHE1 je charakteristickým znakom buniek, 

ktoré podliehajú metastázovaniu. Protóny vylučované NHE1 do extracelulárneho prostredia spôsobujú 

jeho okysľovanie, čo má za následok aktiváciu proteáz. Proteázy sekretované nádorovými bunkami sú 

následne  zodpovedné  za  remodeláciu  extracelulárneho matrixu,  čo  je  jedným z kritických znakov 

metastázovania buniek (Stock et al. 2008). 

Existuje  určitá  súvislosť  medzi  NHE1 a rakovinou prsníka.  Výskum z roku 2014 preukázal 

súvislosť  NHE1  s invazivitou  a schopnosťou  migrácie  nádorových  buniek  rakoviny  prsníka. 

Porovnaním vysoko invazívnych buniek MDA-MB-231 s rovnakými bunkami, ktorým chýbal gén pre 

NHE1, sa ukázalo, že v bunkách bez NHE1 sa výrazne znížila ich migračná a invazívna schopnosť. 

Tento  fakt  podporil  myšlienku  využitia  inhibítorov  NHE1  na  potenciálne  zvýšenie  úspešnosti 

chemoterapeutickej liečby (Amith et al. 2014).

Genetické ochorenie, ktoré je spájané s týmto antiportérom je Lichtenstein-Knorr syndróm. Je 

to  autozomálne recesívne ochorenie,  ktoré  je  charakteristické  zámenou glycínu na  pozícii  305 za 

arginín,  čo  má  za  následok  stratu  aktivity  NHE1  (Guissart  et  al.  2015).  Najčastejšie  postihuje 

mozoček,  spinocerebelárnu  dráhu  miechy  a čiastočne  zmyslové  nervy. Fenotypovým prejavom je 

strata  sluchu,  ktorá  je  spôsobená zmenou pH endolymfatického vaku vo vnútornom uchu.  Medzi 

ďalšie fenotypové prejavy patria vývojové chyby či záchvaty (Fliegel 2021).

Hyperaktivita NHE1 je často spájaná so srdcovými ochoreniami, ako je napríklad ischémia, 

reperfúzne  poškodenie  alebo  zlyhanie  srdca.  Počas  ischémie  dochádza  k  anaeróbnej  glykolýze  

a nadprodukcii protónov. To má za následok aktiváciu NHE1 a akumuláciu veľkého množstva Na+ 

vnútri bunky. Tento signál v podobe zvýšenia koncentrácie Na+ vnútri bunky aktivuje Na+/Ca2+, Na+ je 
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pumpovaný smerom von z bunky a Ca2+ je importovaný do bunky. V konečnom dôsledku dochádza 

k akumulácii Ca2+, ktorý slúži ako signálna molekula pre ďalšie dráhy vedúce k bunkovej smrti. Práve 

inhibícia  NHE1  sa  považuje  za  cieľ  terapeutických  liečiv  na liečbu  kardiovaskulárnych  ochorení 

(Fliegel 2009).

Tento rok bola vydaná publikácia, kde je opísaná molekulárna podstata hypoxie v súvislosti 

s NHE1.  Pri  hypoxii  vyvolanej  vysokou  nadmorskou  výškou  alebo  chronickým  ochorením  pľúc 

dochádza ku zmene štruktúry pľúcnej vaskulárnej steny, primárne k migrácii PASMC (Pulmonary 

arterial smooth muscle cells). Už z predošlých štúdií je známe, že zníženie alebo strata funkcie NHE1 

vedie k spomaleniu migrácie a proliferácie PASMC (Walker et al. 2016). Vo fibroblastoch pri myšiach 

bol identifikovaný adaptérový proteín ezrín, ktorý umožňuje väzbu NHE1 a aktínových vlákien. Za 

hypoxických  podmienok  dochádza  k  interakcii  NHE1  a SMA  (smooth  muscle  specific  α -actin) 

prostredníctvom ezrínu, čo má za následok migráciu a proliferáciu PASMC (Lade et al. 2023).

6.1.2 NHE2 – NHE5

Jedným z najmenej  preskúmaných antiportérov je  NHE2,  a preto ani  patologický dosah na 

organizmus nie je úplne známy. Na odhalenie fyziologickej funkcie boli ako modelový organizmus 

použité  myši,  ktoré  mali  mutáciu  génu  NHE2.  Výsledky  indikovali,  že  delécia  génu  znížila 

životaschopnosť a sekrečnú schopnosť parietálnych buniek (Schultheis et al. 1998). Transportér NHE2 

je dôležitým komponentom aj pri oprave poškodených epitelov. TFF2 (Trefoil  factor  2) je peptid, 

ktorý  je  sekretovaný  do  lúmenu  žalúdka  a čriev,  pričom  hlavnou  funkciou  je  ochrana  epitelov 

a podpora migrácie buniek v prípade ich poškodenia. Aktívny TFF2 stimuluje NHE2 a umožňuje tak 

opravu epitelov (Xue et al. 2011). 

CSD (Congenital sodium diarrhea) alebo aj sodíková hnačka je vzácny patologický stav, ktorý 

je spôsobený mutáciou génu SLC9A3 (Janecke et al. 2015) alebo GUCY2C (Fiskerstrand et al. 2012). 

Prejavom ochorenia  je  vodnatá  hnačka,  ktorá  je  charakteristická  vysokým obsahom Na+ v stolici. 

Medzi negatívne regulátory NHE3 patrí dopamín, ktorý prostredníctvom signálnej dráhy PKA (Protein 

kinase A) redukuje prítomnosť NHE3 na bunkovom povrchu (Hu et al. 2017). Zaujímavosťou je, že 

ochorenie môže byť pozorované v plode v poslednom trimestri tehotenstva. Medzi fenotypové prejavy 

patrí zvýšené množstvo plodovej vody, črevné dilatácie alebo infekcia plodu (Dimitrov et al. 2019). 

Prítomnosť  NHE3  bola  zistená  aj  v semenníkoch myší.  Existuje  teória,  že  sa  pravdepodobne 

zúčastňuje  na  formovaní  akrozómu  počas  spermatogenézy.  Myši,  ktorých  gén  SLC9A3  bol 

zmutovaný,  vykazovali  nižšiu  produkciu  spermií  a defekty  pri  formovaní  akrozómu.  Molekulárna 

podstata je však stále neznáma a je predmetom ďalších výskumov (Wang et al. 2017).

NHE4  je  prítomný  v bazolaterálnej  membráne  parietálnych  buniek,  kde  sa  spolu  

s antiportérom Cl-/HCO3- podieľa na regulácii sekrécie žalúdočných kyselín. Ich funkcia nie je zatiaľ 

objasnená. Patológiou spojenou s týmto antiportérom je hypochlórhydria, keď pri absencii génu NHE4 

myši  vykazovali  znížené  množstvo  žalúdočných  kyselín,  redukovaný  počet  parietálnych  buniek 
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a naopak – zvýšené množstvo buniek sliznice. Tento patologický stav bol identifikovaný pri myšiach 

a nie je potvrdený súvis hypochlórhydrie u ľudí s defektom NHE4 (Gawenis et al. 2005). NHE4 bol 

lokalizovaný  vo vzostupnom  ramene  Henleo  kľučky,  kde  plní  úlohu  pri  vylučovaní  amoniaku 

(Bourgeois et al. 2010).

Štruktúrne najpríbuznejšou izoformou NHE3 je  NHE5.  Zdieľajú až 50 % aminokyselinovej 

sekvencie,  majú  podobné  regulačné  mechanizmy  a  subcelulárnu  lokalizáciu.  Obe  sa  nachádzajú 

v endozómoch aj v plazmatickej membráne, pričom medzi nimi cirkulujú (Szászi et al. 2002). NHE5 

je  primárne  lokalizovaný  v neurónoch  v  mozgu.  Ukázalo  sa,  že  NHE5  negatívne  reguluje  rast 

dendritických tŕňov po acidifikácii synaptickej štrbiny (Diering et al. 2011). V neposlednom rade plní 

určitú úlohu aj v ochrane neurónov pred acidózou počas metabolického stresu (Jinadasa et al. 2014), 

alebo pri invazivite a proliferácii nádorových buniek (Kurata et al. 2019).

6.1.3 NHE6 – NHE9 

NHE6  je  endozomálny  transportér,  ktorý  je  v posledných  desaťročiach  spájaný  s mnohými 

patológiami neurodegeneratívneho charakteru. Ortológom k NHE6 v kvasinkových bunkách je Nhx1, 

ktorý  plní  úlohu  vo  fúzii  multivezikulárnych  teliesok  s lysozómom.  Stratou  NHX1 nedochádza  

k správnemu fúzovaniu multivezikulárnych teliesok s membránou lysozómu  (Karim a Brett 2018). 

Vzhľadom na to, že NHE6 a NHE9 dokážu nahradiť funkciu Nhx1 v kvasinkovej bunke, môžeme 

predpokladať,  že  funkcie  endozomálnych  NHE  sú  naprieč  eukaryotickými  organizmami  vysoko 

konzervované (Bowers et al. 2000; Karim a Brett 2018).

Mutácie  v ľudských  ortológoch  kvasinkového  Nhx1,  NHE6  a NHE9  sú  spájané 

s neurodegeneratívnymi ochoreniami. Prvým ochorením je Christiansonov syndróm, čo je X-viazané 

neurodegeneratívne  ochorenie,  ktoré  súvisí  s  mutáciou  v NHE6  (Pescosolido  et  al.  2014).  Strata 

NHE6  bola  skúmaná  pri myšiach.  Mutácia  spôsobuje  hyperacidifikáciu  endozómov  spôsobenú 

únikom protónov z endozómov, čo vedie k defektom pri dozrievaní  (Ouyang et al. 2013) a fúzovaní 

endozómov (Pescosolido et al. 2021).  Medzi ďalšie ochorenia súvisiace s dysreguláciou NHE6 patrí 

Alzheimerova choroba (Prasad a Rao 2015) alebo poruchy autistického spektra (Schwede et al. 2014). 

Len nedávno sa preukázalo, že genetické mutácie v SLC9A7 spôsobujú nesyndromickú formu 

mentálneho  postihnutia.  Najväčší  vplyv  má  táto  mutácia  na trans-GA,  kde  to  vedie  k  zníženej 

acidifikácii a narušeniu post-translačnej úpravy NHE7, ktorá je esenciálna pre jej správne fungovanie 

(Khayat et al. 2019). Funckia NHE7 je spájaná s nádorovými ochoreniami. Zvýšená expresia NHE7 

v nádorových  bunkách  rakoviny  prsníka  preukázateľne  zvýšila  invazivitu  a adhéziu  buniek  medzi 

sebou  (Numata  2011).  V najnovšom  článku  súvisiacom  s rakovinou  pankresu  bola  vyslovená 

myšlienka, že Golgiho aparát pôsobí ako „rezervoár protónov“ v nádorových bunkách. Galenkamp 

dokázal, že potlačenie aktivity NHE7 má za následok acidifikáciu cytozolu a spomalenie rastu tumoru 

(Galenkamp et al. 2020).
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NHE8  plní  v organizme  najrôznejšie  funkcie  takmer  vo  všetkých  tkanivách.  Vyskytuje  sa 

v celom gastrointestinálnom trakte, pričom najvyššia exprimácia bola detekovaná v tenkom a hrubom 

čreve,  kde  má  hlavnú  úlohu  v absorpcii  sodíka  (Xu  et  al.  2008).  Expresia  NHE8  sa  dokonca 

preukázateľne mení s vekom a zároveň je závislá od pohlavia (Xu et al. 2011). Úloha NHE8 v samčom 

rozmnožovacom trakte je veľmi podobná ako pri oboch SLC9C. Myši s chýbajúcim génom SLC9A8 

produkovali  spermie,  ktorým kompletne chýbal akrozóm a vykazovali  nižšiu pohyblivosť.  Navyše 

mitochondrie,  ktoré tvoria začiatok bičíka,  boli  lokalizované v hlave a ich hlavička bola zaoblená. 

Všetky tieto abnormality viedli k neplodnosti, u ľudí je nazývaná aj globozoospermia  (Oberheide et  

al. 2017). 

NHE9  je  spojený  hlavne  s patológiami  autistického  spektra  (Kondapalli  et  al.  2013), 

roztrúsenou sklerózou  (Liu et al. 2017) či hyperaktivitou spojenou s poruchou pozornosti  (de Silva 

2003). S NHE9 interaguje viac než 100 známych proteínov. Ich charakterizáciou sa preukázal podiel  

NHE9 na oxidačnom strese a mitochondriálnej dysfunkcii, čo sú faktory podmieňujúce už zmienené 

ochorenia  (Zhang-James et al. 2019). Zapojený je aj v imunitnom systéme, konkrétne pri maturácii 

fagozómov. Fagozómy počas maturácie získavajú proteíny prostredníctvom fúzie s endozómami, kde 

NHE9 reguluje transport protónov, a tak priamo ovplyvňuje ich pH vnútri bunky. Nedávne štúdie na 

makrofágoch  ukázali  vysokú  expresiu  NHE9,  ktorá  sa  signifikantne  znížila,  ak  boli  makrofágy 

vystavené bakteriálnej infekcii (Shamroukh et al. 2022). 

6.2 Patológie spojené s SLC9B

V bičíku  spermií  myší  bol  identifikovaný  NHA1,  kde  má  spolu  s NHA2  význam 

pre pohyblivosť spermií. Spermie s deletovaným NHA1 vykazovali nižšiu pohyblivosť, ale k úplnej 

neplodnosti nedošlo. Naopak, deletovanie oboch NHA1 aj NHA2 viedlo k úplnej neplodnosti jedinca 

(Chen  et  al.  2016).  Zaujímavá  je  nedávna  štúdia,  ktorá  preukázala,  že  metylácia  NHA1  môže 

predikovať intoleranciu plodu voči pôrodu, čo je stav vyžadujúci cisársky rez (Knight et al. 2018). 

Kvasinky S. cerevisiae boli využité aj v súvislosti s objasnením funkcie ľudského NHA2. Jeho 

prítomnosť bola preukázaná v mnohých tkanivách, ale napriek tomu jeho fyziologická funkcia je stále 

málo známa.  Jeho funkcia závisí od lokalizácie v organizme. Najdôležitejšiu úlohu má v distálnych 

nefrónoch,  kde  plní  duálnu  funkciu  v resorpcie  a sekrécie  solí  a podieľa  sa  na  udržovaní  stáleho 

arteriálneho tlaku.  Vysoká spätná absorpcia sodíka v nefrónoch je  jedným z najväčších rizikových 

faktorov hypertenzie  (Kondapalli et al. 2012; 2017). NHA2 sa nachádza aj v β-bunkách pankreasu, 

kde plní úlohu ako regulátor sekrécie inzulínu. V prípade mutácie v NHA2 mutované kmene myší 

vykazovali  zníženú sekréciu  inzulínu pri  glukózovej  záťaži  (Deisl  et  al.  2013).  Na základe tohto 

zistenia  bol  nedávno  identifikovaný  jednonukleotidový  polymorfizmus  v géne  NHA2,  bol 

identifikovaný ako nový lokus spájaný s diabetom typu 2 u ľudí  (Liu et al.  2018).  Efekty mutácií 

ovplyvňujúcich aktivitu NHA2 a s tým aj spojené patológie možno študovať aj pomocou funkčnej 

expresie NHA2 v kvasinkách (Velázquez et al. 2022).
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6.3 Patológie spojené s SLC9C

Transportéry  skupiny  SLC9C patria  medzi  málo  preskúmané  antiportéry  a ich  fyziologická 

funkcia je v posledných rokoch čoraz viac odhaľovaná. Fyziologickú úlohu plnia hlavne v regulácii 

pH spermií a ich schopnosti oplodniť vajíčko (Wang et al. 2003). 

Predpokladom je,  že  rovnako ako ostatné SLC9 antiportéry sa  podieľajú na stabilizácii  pH 

spermií  a ich  aktivácii  v neskoršej  fáze  oplodnenia.  Ak  dôjde  k mutácii  tohto  génu,  dôjde 

k spomaleniu  alebo  strateniu  pohyblivosti  spermií  –  asthenozoospermia,  čo  je  najrozšírenejšou 

príčinou mužskej neplodnosti (Cavarocchi et al. 2021).

Pri myšiach a u ľudí bola preukázaná expresia izoformy SLC9C1 v bičíku spolu s ďalšími NHE 

(Zhang  et  al.  2017), mimoriadnym  zistením  však  bolo,  že  SLC9C2  je  jediným  známym  NHE 

lokalizovaným  v hlavičke  spermií,  konkrétne  v akrozomálnej  membráne  spermií.  Jeho  úloha 

v hlavičke spermií zatiaľ ostáva neznáma, môžeme však predpokladať, že sa zúčastňuje na regulácii 

pH  pri  zmene  membránového  potenciálu  v dôsledku  maturačných  zmien/kapacitácie  (Gardner  a 

James 2023).

Aj  keď  SLC9C2  je  charakteristickým  transportérom  v spermiách,  expresia  SLC9C2  spolu 

s NHE1 bola preukázaná aj v srdci myší a ľudí. Pérez-Carrillo spolu so svojím tímom porovnali RNA-

seq data vzorky zdravého srdcového tkaniva so vzorkami srdcového tkaniva po prekonaní zástavy 

srdca.  Hlavným  zámerom  bolo  charakterizovať  efekt  SGLT2i (sodium/glucose  cotransporter  2 

inhibitors)  na expresiu mRNA SLC9C2. Využili  empagliflozín,  ktorý sa bežne využíva pri  liečbe 

pacientov po zástave srdca. Preukázali, že SLC9C2 má význam pri srdcovej dysfunkcii a  jeho hladina 

bola znížená po liečbe empagliflozínom. Na základe týchto poznatkov môžeme uvažovať o SLC9C2 

ako o cieli pre SGLT2i pri liečbe srdcových dysfunkcií (Pérez-Carrillo et al. 2022).

6.4 Ďalšie patológie spojené s transportom iónov 

Poslednú časť tejto práce sme venovali  trom príkladom využitia kvasiniek ako modelového 

organizmu pri výskume transportérov bivalentných katiónov a aniónov. 

Prvým  príkladom  je  draselný  importér  Kir2.1,  ktorý  hrá  dôležitú  úlohu  v udržiavaní 

membránového  potenciálu  (Hibino  et  al.  2010).  Má  tetramérnu  štruktúru,  každá  podjednotka  je 

zložená z transmembránovej domény, ktorú tvoria dva α-helixy, a z cytoplazmatickej domény s N- 

a C-koncom. Alfa-helixy sú od seba oddelené selektívnym filtrom pre katióny K+  (Fernandes et al.  

2022).  Poruchy  jeho  funkcie  sú  najčastejšie  spájané  s dedičným  ochorením  Andersenov-Tawilov 

syndróm,  ktorého  hlavnou  príčinou  je  mutácia  v géne  pre  Kir2.1,  KCNJ2  (Gélinas  et  al.  2017). 

Pomocou heterológnej expresie v kvasinkách S. cerevisiae boli charakterizované transportné vlastnosti 

myšieho ortológu Kir2.1. V kmeni, v ktorom chýbali draselné transportéry Trk1, Trk2 a Tok1 (Obr. 

3), bola expresia myšieho ortológu schopná obnoviť rast buniek v prostredí s nedostatkom draslíka a 

bolo potvrdené, že katióny Cs+, Ag+ a Ba2+ inhibujú jeho transportnú aktivitu  (Kolacna et al. 2005;  

Hasenbrink et al. 2005).  Kvasinky využili aj na identifikáciu faktorov, ktoré regulujú transport tohto 

26



draselného  kanála.  Skúmaním schopnosti  rastu  kvasinkových  buniek  s exprimovaným živočíšnym 

Kir2.1  boli  objavené  špecifické  α-arestíny,  ktoré  sa  podieľajú  na  prenose  Kir2.1  do  plazmatickej 

membrány a zvyšujú jeho transportnú aktivitu (Hager et al. 2018). 

Za zmienku určite stojí aktuálny výskum kAE1 (kidney anion exchanger 1), ktorý sa nachádza 

v bazolaterálnej  membráne  α-ICs  (α-intercalated  cells)  v obličkách  zložených  zo 14 

transmembránových  domén.  Poruchy  v kAE1  vedú  k patologickému  stavu  známemu ako  distálna 

renálna  tubulárna  acidóza (dRTA) (Arakawa et  al.  2015).  Sarder  et  al.  úspešne plne  exprimovali 

ľudský proteín kAE1 v kvasinke  S. cerevisiae.  Vďaka pokročilým metódam molekulárnej biológie 

a mikroskopie  následne  dokázali  určiť  lokalizáciu  tohto  exprimovaného  proteínu  v plazmatickej 

membráne  kvasiniek,  ako  aj  jeho  biologickú  aktivitu.  Bojovali  však  s akumuláciou  kAE1 

v membránach ER, preto bolo v plazmatickej membráne lokalizované menšie množstvo tohto proteínu 

(Sarder et al. 2020). Napriek tomu poznatky získané týmto výskumom boli následne využité na lepšie 

pochopenie  molekulárnej  podstaty  degradácie  nesprávne  zbalených  proteínov  v eukaryotických 

bunkách.  Výsledky priniesli  aj  sľubnú stratégiu pre  funkčnú expresiu živočíšnych membránových 

proteínov v kvasinkách, čo môže byť využité pri štúdiu aj ďalších patológií u človeka (Li et al. 2021).

Nedávno charakterizovaným membránovým proteínom je TMEM165 (Transmembrane protein 

165)  lokalizovaný  v membráne  Golgiho  aparátu.  Proteín  je  vysoko  konzervovaný  od  baktérií, 

kvasiniek až po ľudí. Primárnou funkciou tohto transportéra je udržovanie homeostázy Ca2+ a Mn2+. 

Patológiou  spájanou  s mutáciou  v géne  pre  TMEM165  je  CDG  (Congenital  disorders  of 

glycosylation).  CDG je  vzácne  dedičné  metabolické  ochorenie,  ktoré  je  charakteristické  defektmi 

v génoch zapojených do glykozylácie (Foulquier et al. 2012). Kvasinky obsahujú transportér pre Ca2+ 

Gdt1 (Gcr1 dependent translation factor 1), ktorý je ortológom ľudského TMEM165. Na porovnanie 

funkcie týchto dvoch ortológov využili ako modelový organizmus kvasinky S. cerevisiae, ktoré mali 

deletovaný  gén  GDT1 a  vykazovali  nižšiu  odolnosť  voči  vyšším  koncentráciám  Ca2+ a Mn2+ 

(Demaegd et al. 2013). Nedávno vyšla publikácia, v ktorej sú využité mutované kmene S. cerevisiae, v 

ktorých chýba  gén  GDT1 na  charakterizáciu  ľudského  proteínu  TMEM165.  Kvasinky 

s exprimovaným  TMEM165  boli  vystavované  rôznym  koncentráciám  Ca2+ a Mn2+,  pričom  bola 

sledovaná transportná aktivita proteínu a vplyv mutácií na jeho transportnú aktivitu. Vo výsledku bolo  

preukázané,  že  sa  TMEM165  podieľa  na  regulácii  Ca2+ a Mn2+ a fenotyp  takisto  potvrdil,  že  N-

terminálna doména prítomná v TMEM165 má autoinhibičný charakter (Stribny et al. 2020).
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7. Záver

V posledných desaťročiach mnohé štúdie preukázali dôležitosť kvasiniek ako zjednodušeného 

modelu na skúmanie kľúčových bunkových procesov prebiehajúcich v ľudských bunkách, napríklad 

biosyntéza, transport alebo degradácia proteínov. Udržiavanie stálej koncentrácie katiónov v bunke je 

jedným  z hlavných  aspektov  ich  správneho  fungovania.  Najlepšie  preskúmaným  modelovým 

eukaryotickým organizmom je kvasinka S. cerevisiae. Je schopná prežiť a adaptovať sa na prostredie 

širokého rozsahu pH a koncentrácií katiónov, zatiaľ čo vnútri bunky sú koncentrácie katiónov a pH 

prísne  regulované.  V súčasnosti  máme  k dispozícii  rad  čiastkových  poznatkov  o jednotlivých 

transportéroch, ktoré sa podieľajú na regulácii homeostázy monovalentných katiónov pri nižších aj 

vyšších  eukaryotov,  ale  informácie  o ich  3D  štruktúre  –  vzhľadom  na problematickú  izoláciu 

a purifikáciu týchto membránových proteínov – sú značne obmedzené. Aj kompletná fyziologická 

funkcia,  regulácia  a vzájomná  interakcia  sú  stále  nedostatočne  objasnené.  Napriek  tomu  výskum 

membránového transportu neustále napreduje a je určite zaujímavou oblasťou vedeckého bádania.

Z môjho pohľadu využitie kvasiniek ako modelového organizmu má mnoho výhod, ale stretáva 

sa  s radom  obmedzení.  Vďaka  kvasinkám  možno  charakterizovať  základné  princípy  udržovania 

homeostázy  katiónov  v bunkách  z  nižších  alebo  vyšších  eukaryotických  organizmov.  Ďalej  sa 

využívajú  na  určenie  mnohých  štruktúr  a  charakterizáciu  štruktúrnych  prvkov  v transportéroch 

katiónov, ktoré sú dôležité pre ich aktivitu. V posledných rokoch sa čoraz viac využívajú aj na cryo-

EM, pomocou ktorého dokážeme rozlúštiť 3D štruktúry aj membránových proteínov. 

Ako z práce vyplýva, rad závažných ochorení vzniká v dôsledku nerovnováhy v homeostáze K+, 

Na+ a pH v dôsledku narušenej funkcie jednotlivých transportérov katiónov. Heterológnou expresiou 

ľudských génov v kvasinkách možno charakterizovať  štruktúru  a funkciu  týchto  proteínov,  ako aj 

vplyv  na  organizmus  v prípade  ich  dysfunkcie  či  absencie.  Expresia  proteínov  však  nie  je  vždy 

jednoduchá a veľakrát dochádza ku komplikáciám. V prípade úspešnej expresie ľudského transportéra 

v kvasinkách  možno  tento  modelový  systém  využiť  na objasnenie  podstaty  ochorení  spojených 

s daným  transportérom  vrátane  rýchleho  testovania  vplyvu  mutácií  (SNPs  –  single  nucleotide 

polymorphisms) na funkciu transportérov alebo na selekciu inhibítorov ovplyvňujúcich jeho aktivitu.

Nevýhodou kvasiniek je,  že sú zjednodušeným modelom na výskum, neobsahujú zložitejšie 

regulačné mechanizmy, ktoré sú prítomné v živočíšnych bunkách, preto je potrebné získané poznatky 

ďalej prehĺbiť priamo v bunkách vyšších eukaryotov.

 Hlavným cieľom mojej práce bolo preukázať dôležitosť kvasiniek ako modelového organizmu 

v štúdiu  eukaryotických  buniek  a zhrnúť  najnovšie  poznatky  o patológiách  spojených  s poruchami 

homeostázy  monovalentných  katiónov.  Informácie  a  vedomosti  získané  písaním  tejto  bakalárskej 

práce sú nepochybne prínosné a využiteľné aj v mojom ďalšom (magisterskom) štúdiu.
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