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1. Uvod

Biologicka membrana umoziuje organizmom udrZia-
vat’ homeostazu prostrednictvom selektivnej kontroly po-
hybu molekul, ktoré mézu do buniek alebo bunkovych
organel vstupit’, a ktoré ich m6zu opustit. Za tento feno-
mén je zodpovedny cely rad Specifickych transportnych
mechanizmov zabezpeCujucich vstup vitalne doélezitych
molekul resp. vylucovanie splodin metabolizmu do von-
kajsicho prostredia.

Napriek existencii vel’kého mnozstva vedeckej litera-
tiry o transporte latok cez biologické membréany, o Struk-
turalnych rysoch transportérov a kanalov lokalizovanych
v membranach buniek a bunkovych organel, existuje rela-
tivne malo experimentalnych tdajov o transporte latok cez
membrany u archaea. Archaea sa povazujl za vel'mi skoré
formy zivota, ktoré sa vyvinuli v extrémnych podmien-
kach. Je potrebné zdoraznit', Ze archaea vykazuju cely rad
unikatnych charakteristickych funkénych a Struktarnych
znakov. Jednym z najmarkantnejSich takychto znakov je
lipidické zloZenie archaealnej membrany, ktora obsahuje
viacero komponentov nemajucich obdoby u baktérii

633

a eukaryotov. NavySe unikétne lipidické komponenty vy-
tvaraju $pecificka architektaru archaca membran'. Této je
v mnohych pripadoch zloZend z monovrstvy, popripade
kombindcie monovrstvy s dvojvrstvou lipidickych molekul
vytvarajic vyznamne zmenenu (v porovnani s prokary-
ontami a eukaryontami) matrix pre rézne membranovo
viazané transportné proteiny.

Existencia membrany sinou Struktirou u archaea
predznamenava, ze aj transportné systémy, ktoré sa
v takejto membrane nachadzaju, by mohli vykazovat’ uni-
katne vlastnosti. Stidium transportnych systémov
u archaea mdze na jednej strane poskytnat’ cely rad no-
vych vyznamnych zakladnych poznatkov dotykajucich sa
transportnych mechanizmov vo vSeobecnosti, a zaroven
moze prispiet’ k pochopeniu molekulovych mechanizmov
stratégie roznych druhov transportu a niektorych aspektov
reguldcie tychto procesov. Evolu¢né hladisko pri Stadiu
vlastnosti membran u archaea asnimi spojenych trans-
portnych mechanizmov vytvara vyznamny princip zamera-
ny na pochopenie divergencie transportnych funkcii
v priebehu evolucie. Na druhej strane nam vysledky stadia
takychto systémov pontikaju velka Skalu moznosti vyuZi-
tia tychto poznatkov v biotechnologiach a nanotechnolo-
giach, pretoze mnohé mikroorganizmy patriace medzi
archaea maju vytvorené unikatne Struktary, ktoré im ude-
Pujt schopnost’ rast’ za mimoriadne extrémnych podmie-
nok ako su teploty (80—113 °C), pri obrovskych koncen-
traciach soli (extrémne halofily az pri 5M koncentricii
NaCl), extrémnych pH blizke 0 a v alkalickej oblasti pH
blizke 13, ako aj pri extrémnej anaerobidze. Stcasnd zna-
lost’ sekvencie celych gendmov viacerych archaea patria-
cich do réznych podskupin vyznamne podporuji tieto
studia a bezpochyby prispeje k d’alSiemu rozsireniu nasich
poznatkov v tomto smere. NavySe, je zrejmé, Ze poznava-
nie transportnych mechanizmov archaea poskytuje okrem
vysledkov zaujimavych z hladiska zdkladného vyskumu
vyznamny komercny potencial, ktory sa urcite v kratkej
budicnosti bude moct’ zuZzitkovat'.

2. Transportné systémy archaea

Viac ako 60 % membran prokaryotickych organiz-
mov tvoria membranové transportné proteiny”. V zavislos-
ti na architektire molekul a pohanajicej sile transportu
boli transportné systémy archaea a baktérii klasifikované
do 5 tried:

1. kanaly (obr. 1a) — jednoduchy kanalovy protein umoz-
Hujaci pasivnu diftziu latok z jednej strany cytoplaz-
matickej membrany na druhtl stranu bez stereoSpecific-
kého prenasaca alebo vyuzitia energie™,

sekundarne transportéry, ktoré pomocou elektro-
chemického gradientu protéonov alebo sodikovych
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Obr. 1. Modely znazoriujuce triedy transportérov; (a) kanal, (b) sekundarny transportér, (c) transportér TRAP, (d) typ ABC transpor-
téra, (e) fosfotransferdzovy systém. BP (protein navizujiici prendSany substrat); plné krazky (transportovana latka, alebo substrat)**

i6nov pohdnaju transport substratu cez membranu
(obr. 1b)**,
3. transportéry TRAP (Tripartite ATP-independent Perip-
lasmatic Transporter), ktoré sa skladaji z periplazmo-
vého vizbového proteinu a membranového transloka-
tora. Tieto systémy vyuZzivaji protonmotivnu a sodik-
motivnu silu ako hybnu silu transportu latok™*
(obr. 1c).
primérne transportéry, ktoré vyuzivaju chemicku ener-
giu ATP alebo inych zlic¢enin na prenos substratu. St
to ion-transdukujuce respiracné retazce, bakterioro-
dopsin a ABC transportéry (ATP binding cassette)*™
(obr. 1d).
fosfoenolpyruvat (PEP) — zavisly fosfotransferazovy
systtm (PTS), ktory spaja transport cukrov
s fosforylaciou” (obr. le).

Vo vSeobecnosti sa u archaea vyskytuji vSetky triedy
transportérov, s vynimkou systému PTS. V Ziadnom
z archedlnych genémov doposial’ tento systém nebol iden-
tifikovany. Predpoklada sa, Ze systém PTS je vyhradeny
mezofilnym baktéridm, ¢o by mohlo naznacovat, Ze sa
vyvinul relativne neskor’.

3. Ionové kanaly

I6nové kanaly boli objavené v membranach vSetkych
troch domén Zivota — baktérii, archaea a eukaryota®. Kana-
ly zvycajne katalyzuji diftiziu anorganickych idnov
v smere ich chemického iénového gradientu medzi vonkaj-
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Sim prostredim a bunkovou cytoplazmou, alebo
v eukaryotickych bunkach aj transport idonov medzi vni-
tornymi kompartmentmi bunky bez z4vislosti na bunkovej
energii'”. Na zaklade ich $pecifickosti vo&i ibnom mézu
byt rozdelené na Ca®* kandly, K~ kanaly, Na" kanaly,
apod. Vsetky zname i6nové kanaly st zaclenené do jednot-
livych proteinovych rodin, ktoré sa od seba navzajom odli-
Suju  predovSetkym réznym mechanizmom otvarania
a zatvarania kandla.

O archealnych transmembranovych kanaloch dosial
existuje ovela menej poznatkov v porovnani s baktériami
a eukaryota. Zaujimavy je fakt, ze funkéno-fylogeneticky
klasifikacny systém transmembranovych latkovych trans-
portérov vytvoreny na zaklade mechanizmu transportu
a energetickych poziadaviek, Struktiry, funkcie, substrato-
vej Specifity a polarity transportu, z celkového mnozstva
priblizne 157 rodin transportnych kandlov identifikova-
nych v prirode®” u archaea sa popisuje zatial’ iba 6 rodin
(rodina VIC (voltage-gated channel) — napat'ovo-zavislych
ionovych kanalov; rodina MIP (major intrinsic protein) —
aquaporinov  resp. aquaglyceroporinov; rodina CIC
(chloride channel) — chloridovych kanalov; rodina Msc —
mechanosenzitivnych kanalovych proteinov, rodina MIT
(metal ion '[ransporter)7’9 arodina Hsp-70 (kationovy kanal
formujici heat-shock protein)’. Je potrebné zdoraznit, Ze
velké cCasti sekvenovanych genémov archaedlnych druhov
koduja proteiny neznamej funkcie, takze takmer s istotou
moZeme predpokladat’ existenciu vysSieho poctu archaedl-
nych iénovych kanalov.
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3.1.VIC rodina napédtovo-zavislych

kandlovych proteinov

Proteiny rodiny VIC st selektivne i6nové kanaly (K,
Na®, Ca2+), ktoré umoziuju tok idnov v zavislosti na zme-
ne elektrického napitia membrany bunky'’. Iba donedavna
boli napitovo-zavislé K*, Na', Ca®" kanaly povazované
ako unikatne nastroje eukaryotickych buniek, prisposobe-
né na tvorbu a Sirenie Specializovaného elektrického signa-
lu v neurénoch''. Neskér boli tieto kanaly objavené aj
u baktérii a archaea, kde sa zucastiuju regulacie koncen-
tracie i6nov v cytosole, regulacie cytosolického pH, regu-
lacie bunkového obsahu'?. Ako tieto kanaly zachytavaju
zmeny elektrického potencidlu membrany a premiefiaji ho
na mechanickd pracu kandla, bolo niekol’ko desatroci za-
hadou. Az pri $tadiu termofilného archedlneho druhu
Aeropyrum pernix sa podarilo po niekol’koro¢nom sili
Jianga Y. a spol. krystalizovat’ napitovo-zavisly K" kanél
KvVAP, a odhalit’ neo¢akavany a prekvapujiuco jednoduchy
mechanizmus napédtového senzora a principu otvarania
a zatvarania kanala VIC (cit."). Zaujimavé je, Ze hoci
archaea maju prokaryoticku §truktiru bunky podobne ako
baktérie, archealny napitovo-zavisly K kanil KvAP
Aeropyrum pernix ma velmi podobn Struktiru a funkciu
ako klasicky nervovy K* kanal Zivogichov'’. Predpoklada
sa, ze mechanizmus otvdrania kandla je rovnaky ako
u eukaryotickych Kv kanalov, pretoze bol rovnako inhibo-
vany prostrednictvom $pecifického jedu hanatoxinu HaTX
Cilskeho pavika tarantuly Grammostola spatulata, ktory je
schopny $pecificky sa viazat’ na napat'ovy senzor eukaryo-
tického napitovo-zavislého K kanala. Dalsi dokaz, Ze
KvAP je $trukturalne velmi podobny eukaryotickym K"
kanalom bol zaloZeny na konzervacii aminokyselin v pore
a molekulovom rozpoznani vézbového miesta péru cha-
rybdotoxinom CTX. Charybdotoxin je jed Skorpiona Leiu-
rus quinquestriatus hebraeus, ktory Specificky blokuje
pory eukaryotickych K™ kanélov (ako kl'a¢ do zamky)''.
Zaujimavostou na tomto kanali KvAP je to, preco je tento
kanal inhibovany HaTX, resp. CTX. Nepredpoklada sa
totiz, zeby bol nejaky evoluény tlak na tarantulu Zijicu
v suchych oblastiach Chile, alebo Skorpiona z pasti Stred-
ného Vychodu, aby rozpoznavali receptorové miesta kana-
la KvAP archaealneho druhu Aeropyrum pernix zijuceho
v blizkosti podmorskych termalnych kominov pobrezia
Japonska. Uvedené skutocnosti naznacujii velmi blizky
evoluény vztah medzi archaedlnym kandlom KvAP
a eukaryotickymi kanalmi Kv a zaroven poukazuju na
existenciu vysoko konzervovanych molekularnych Struk-
tar, ktoré tvoria zaklad idnovej selektivity a napitovo-
zavislého mechanizmu K kanalov v celej prirode.

3.2.Rodina MIP transmembrédnovych
kandlovych proteinov

Rodina MIP transportnych proteinov (aquaporiny,
aquaglyceroporiny) mé viac ako 100 zastupcov, kde vset-
ky vytvaraji transmembranové kanaly'®. Kanaly MIP maju
podobne ako proteiny rodiny VIC homotetramérick
Struktaru. Kazdéa podjednotka kanala prechadza membranu
6% v podobe o-helixov, ktoré vznikli intragénnym dupli-

635

Referaty

kujicim procesom z trojhelixového genetického elementu.
Dve polovice proteinov st preto opacnej orienticie
v membrane'®. Rozliduji sa dve hlavné subfamilie: vodné
kandly (aquaporiny) a glycerol-transportéry (aquaglycero-
poriny). U E.coli aquaporinovy protein AqpZ selektivne
transportuje vodu (nie glycerol), dokonca odpudzuje H;O"
iony, kym aquaglyceroporiny GIpF moézu transportovat
okrem vody aj glycerol, dihydroxyaceton, propandiol,
mocovinu a iné malé neutralne molekuly (ako napr. NHj,
C0,) vo fyziologicky délezitych procesoch'®. Fyziologické
funkcie mnohych proteinov rodiny MIP v8ak dodnes este
nie st celkom zname.

U methanoarchaea Methanobacterium marburgensis
bol identifikovany aquaporin AqpM. Zistilo sa, Ze tento
kanalovy protein je zaujimavy niektorymi odlisnost'ami od
typického aquaporinu AqpZ E.coli, ako aj aquaglyceropo-
rinu GIpF E.coli: i) AqpM protein funguje nielen ako vod-
ny kanal, ale aj ako vel'mi slaby glycerolovy transportér;
ii) Je schopny wudrzat svoju terciarnu Struktdru
v dodecylsulfate sodnom; ii7) M4 vyssiu termostabilitu nez
AQP4 cicavcov aj ako AqpZ E.coli; iv) Na zaklade sek-
ventnej analyzy zvySkov v oblasti P2—P5, ktorymi sa
v sekvencii odliSuji vodné kanaly a aquaglyceroporiny
azvySkov, ktoré wvytvaraji najuzSie miesto kandla,
u AqpM Methanobacterium marburgensis sa nedéa jedno-
znacné urcit, ¢i ide o vodny kanal, alebo o glycerolovy
transportér'”; v) V gendme M. marburgensis bola objavena
len jedna homologicka sekvencia, kym u E.coli bola potvr-
dena existencia oboch typov kandlov rodiny MIP, aquapo-
riny aj aquaglyceroporiny'>'®.

3.3.Rodina Msc mechanosenzitivnych
kandlovych proteinov

Kanaly Msc baktérii a archaea zabezpecuju dolezita
ulohu pasivneho transportu pri osmoregulécii osmotického
tlaku buniek znizovanim membranovej tenzie vznikajucej
vo vnutri lipidovej dvojvrstvy”, ktory je potrebny pre rast
a rozmnozovanie. U hib a rastlin kanaly Msc zabezpecuju
ochranu cytoplazmatickej membrany pred nadmernym
roztiahnutim a prasknutim, ktoré by mohla nastat’ za urci-
tych osmotickych pomerov vonkajSiecho prostredia.
U zivoc€ichov kanaly Msc vytvaraji molekularny zaklad
premeny mechanickych signalov, ako st dotyk, vnimanie
zvuku, teploty, polohy, rovnovahy. Zachytavanie mecha-
nickych signélov z vonkajSieho prostredia zahffia Siroku
Skalu fyziologickych procesov, pri ktorych deformacia
bunkovych membran je premenend na elektricky alebo
biochemicky signal. Nedavne objavenie kanalov Msc
u archaea nielenze pomohlo vysvetlit’ a pochopit’ evolucny
vzt'ah medzi baktériami a archaea, ale zaroven to naznaci-
lo, Ze kanaly Msc sa pravdepodobne objavili uz u prvych
foriem Zivota na Zemi'. V cytoplazmatickej membrane
E.coli boli objavené 3 typy kandlov Msc, ktoré boli na
zdklade ich konduktancie pomenované ako MscM (M ako
mini), MscS (S ako small) a MscL (L ako large)". Kanal
MscL E.coli sa stal prototypom kanalov Msc na Stadium
Struktarno-funkénych vzt'ahov tejto rodiny idnovych kana-
lov. Ako genetickd proba pomohol pri hl'adani pribuznych
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homologov v databaze DNA inych baktérii, archaea, hub
arastlin. V bunkovej membréane archaedlneho druhu Ther-
moplasma acidophilum bol charakterizovany iba jeden typ
kanala Msc (MscTA)", v bunkovych membranach inych
archaea Haloferax volcanii a Metanoccocus janaschii boli
objavené dva druhy kanadlov Msc (MscA; a MscA,, resp.
MscMJ a MscMILR)'®%. Ukazalo sa, 7e kanaly Msc ar-
chaea maju niektoré vlastnosti podobné s MscL a MscS
E.coli (aktivaciu dvojvrstvovym mechanizmom; zavislost’
od tlaku a napiétia; inhibiciu gadoliniom a aktivaciu amfi-
patinmi)'®. Zaujimavé je aj to, Ze archaealne kanaly Msc
by mohli byt najlepsie popisané ako urcité hybridy Struk-
turalnych a funkénych vlastnosti kanalov MscL, MscS
alebo MscM E.coli, ako aj niektorych eukaryotickych ka-
nalov Msc. Ked sa sledovala zavislost’ aktivity kanalov
Msc E.coli od napitia (zmenami napédtia 15mV), zistilo sa,
ze aktivita kanalov MscL a MscM nie je zavisla na napati,
ale aktivita MscS sa zvySovala s membranovou depolariza-
ciou. Okrem toho kanal MscS dosiahol konduktanciu pri-
blizne 0,97 nS pri kladnych napétiach a 0,65 nS pri zapor-
nych napitiach’'. Kanaly Msc archaea maju v tomto ohl'a-
de urcitl variabilitu, ktord by mohla byt urcitou vyhodou
pre prezitie v extrémnych podmienkach. Kandl MscA,
Haloferax volcanii ma vysSiu vodivost’ pri kladnych napé-
tiach (0,85 nS) a niZ8iu vodivost’ pri zdpornych napitiach
(0,49 nS) podobne ako u MscS kanala E.coli. Kanal
MscA, mé ale opacnu vodivost’ — niZ§iu pri kladnych napé-
tiach (0,38 nS), avysSSiu pri zapornych napétiach
(0,68 nS). Kanaly Msc MscMJ aj MscMJLR M. janaschii
maji permeabilitny pomer iénov K* vs CI” (Px/P¢ ~ 5-6),
¢im sa vtomto ohlade podobajii kationovym kandlom
v eukaryotickych bunkach kostrovych svalov a srdca. Pre
porovnanie kanal MscS E.coli uprednostiiuje aniony pred
kationmi (Px/Pc;  ~ 3), MscL je idnovo nespecificky
a MscM mierne uprednostiiuje kationy pred aniénmi. Ana-
lyza sekundarnej Struktary MscMJ vsak preukazuje ista
Struktarnu podobnost’ s kanalmi Msc u E.coli (38,5%
identita aminokyselinovej sekvencie proteinu)?'.

4. Sekundarne transportéry

Zakladnou charakteristikou sekundarnych transporté-
rov je, Ze st pohaiané elektrochemickym gradientom
(zvy&ajne Apy™ alebo Apna )>*. Z celkového podtu
80 rodin sekundarnych transportérov bolo u archaea na
zaklade funkénej anotacie genomov objavenych zatial’ iba
34 rodin’. Vieobecne sa rozliujii 3 typy sekundarneho
transportu:

1. uniport — je transmembranovy transport iba jednej lat-
ky,
symport — je kotransport latky s kationom,
antiport —je: a) latka sa vymiena za kation (solute —
ion antiport),
b) latka sa vymiena s inou latkou (solute —
solute antiport).
Vel'a sekundarnych transportérov vSeobecne vytvara
transmembranovl topologiu 6 + 6 = 12 transmembréano-

2.
3.
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vych a-helixov (TMSs)*. Sekundérne transportéry s zod-
povedné za transport vacSiny organickych l4tok cez biolo-
gické membrany'. Takmer vietky mono-, di-, trivalentné
kationy, ako aj biologicky dolezité anorganické aniony su
transportované tymito transportérmi. Dalej vietky triedy
organickych molekul (mono-, di- a trisacharidy; aminoky-
seliny, aminy, amidy a polyaminy; nukleozidy; vitaminy
aich prekurzory; kofaktory) st transportované sekundar-
nymi transportérmi. Predpoklada sa vsak, Ze iba malo se-
kundarnych transportérov je zapojené do exportu makro-
molekil (komplexov polysacharidov, lipidov a proteinov)®.
Metanogénne archaea vyuzivaju S$pecifické sekundarne
transportéry aj na vyrovnavanie vnutrobunkového osmo-
tického tlaku s extracelularnym osmotickym tlakom aku-
mul4ciou anorganickych iénov (predovsetkym K' ionov)
a akumuldciou  kompatibilnych organickych zlicenin
(napr. glycin, betain, aminokyseliny), aby minimalizovali
stratu vody”*. Betain je jednou z mnohych kompatibilnych
zli€enin vyrovnavajicich osmoticky stres mnohych orga-
nizmov u vSetkych troch domén Zivota. Betain mdze byt
syntetizovany jednak v bunke, ale aj prijimany z vonkaj-
Sieho prostredia Specifickym glycin betainovym transpor-
térom, ktory je pravdepodobne pohafiany H' alebo Na'
gradientom, pretoze transport betainu bol inhibovany nie-
kol’kymi typmi protonoforov a Na™ ionoforov>*.

4.1. Transportéry TRAP

Vel'mi neobvykly typ sekundarnych transportérov
objavenych u archaea a baktérii iba nedavno, predstavujii
TRAP transportéry. Klacovou charakteristikou TRAP
transportérov je, Ze maji analog ESR (Extracytoplasmatic
Solute-binding Receptor) podobne ako transportéry ABC

transportér ABC

sekundarny
transportér

ESR! ESR

vonkajsie nH*

prostredie

,,4,’

Obr. 2. Porovnanie stavby transportéra TRAP, transportéra
ABC a klasického sekundarneho transportéra; ESR (extra-
cytoplasmic solute binding protein) protein; malé ¢ierne kruhy —
prenasany substrat; obdizniky — transmembranové domény; kraz-
ky so zvislym pruhovanim — ATP vizbové domény; obdiznik s M
— DctM homolég; obdiznik s Q — DctQ homolég; nH™ — trans-
membranovy elektrochemicky gradient i6nov, kde » je stechio-
metricky koeficient prenosu proténov, pricom spriahajicimi
kationmi mozu byt aj iné iony*
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(cit.”). Vztah medzi organizaciami podjednotky TRAP-T
a inych typov latkovych transportérov je na obr. 2. Najlep-
Sie charakterizovany transportér TRAP je u baktérie Rho-
dobacter capsulatus, ktory je Specificky pre C,-dikarbo-
xylaty. Sklada sa z troch proteinov: DctP — periplasmatic
Cg-dicarboxylate-binding receptor (analog ESR u transpor-
téroch ABC), a dvoch integralnych membranovych protei-
nov (DctM a DctQQ), ktoré prechadzaji membranu 12 resp.
4krat. Homology tychto troch proteinov boli identifikova-
né vo vSetkych hlavnych bakteridlnych pododdeleniach,
ale aj wuarchaca®. Doposial neboli identifikované
u eukarya®. Okrem rodiny DctP boli s transportérmi
TRAP spajané aj iné typy ESR, ktoré obsahuju hydrofilné
proteiny obsahujuce okolo 300-400 aminokyselinovych
zvySkov. Rodina imunogénnych proteinov ESR oznacova-
nych ako TAXI proteiny (TRAP associated extracytoplas-
matic immunogenic protein) sa konStantne ukazuje s
TRAP systémami, ktoré obsahuju velky DctQM fuzovany
protein. V stcasnosti vSetky zname archedlne systémy st
tohto typu”. DctQ je maly integralny protein (26 kDa),
ktory u R. capsulatus je nevyhnutny pre C, dikarboxylato-
vy transport. Ma vel’ka periplazmatickl slucku medzi 1 a 2
TMS, a vyznamny C-koniec lokalizovany v cytoplazme.
Funkcia DctQ v transportnom procese nie je uplne znama.
Predpokladé sa, ze sprostredkuje interakcie medzi DctP
a DctM, ked funguje ako kotva pre DctP, stabilizuje
DctM v membrane, a zli¢astiiuje sa na transporte latok s
vyuzitim energie’>. DctM homology sa pokladajii za
proteiny potrebné na translokéciu substrdtu cez cyto-
plazmatick(i membréanu. Tieto proteiny maji mnohopo-
cetné TMS (10-13), s hydrofilnou sluckou ¢asto rozdel'u-
jucou protein na dve polovice. Tato topologia je podobna
typickym sekunddrnym membranovym transportnym pro-
teinom u inych rodin, ktoré &asto maju 12 TMS (cit.>).

5. Primarne aktivne transportéry

Tieto transportéry vyuZzivaji primarny zdroj energie
ako hnaciu silu pre transport latok proti koncentraénému
gradientu. Na zaklade vyuzivania primarnych zdrojov
energie (chemicka, elektrickd a soldrna energia) sa tieto
primarne transportéry delia na:

a) transportéry ABC, ktoré ziskavaju energiu hydrolyzou
difosfatovej vézby anorganického pyrofosfatu, ATP
alebo inych nukleozidtrifosfatov. Tieto transportéry sa
vyskytuju u vietkych organizmov™*®,

transportéry, ktoré ziskavaji energiu dekarboxylaciou
cytoplazmatického substratu (NaT-DC — Na'-trans-
porting carboxylic acid decarboxylase). Tieto
sa vyskytuju vyhradne u prokaryotov**,

transportéry energizované Na' transportujlicim me-
tyltetrahydrometanopterin  koenzym M-metyltrans-
ferazou NaT-MMM. Tento transportérovy komplex
sa vyskytuje vyhradne u methanoarchaea®®,
transportéry  energizované  tokom  elektronov
z redukovaného substratu na oxidovany substrat®®
(H,-heterodisulfid oxidoreduktaza, Na",H" pumpujtica

b)

d)
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formylmethanofuran dehydrogenéza, H' translokujiica
F4,0H, dehydrogenaza),
transportéry, ktoré vyuzivaju svetelni energiu na po-
hatianie transportu latok® (napr. bakteriorodopsin,
halorodopsin u halofilnych archaea a fotosyntetické
reak¢né centra u baktérii)é.
Primarne transportéry (pumpy) funguji bud’ kanélo-
vym alebo prenasacovym mechanizmom. Transport latok
je vsak vzdy energizovany primarnym zdrojom energie.
Tieto pumpy st v biologickych systémoch obzvlast’ dole-
zité, pretoze st zodpovedné za vytvorenie idonového gra-
dientu, membranovych potencidlov, ktoré sa vyuzivaji na
pohananie sekundarnych transportérov. Primarne transpor-
téry su ovela komplexnejSie transportné systémy nez ka-
naly alebo sekundarne transportéry, pretoze ich transportna
aktivita zavisi na katalytickych aktivitach, ktoré rozkladaju
chemické vizby, prenasaji elektrony z donorovych mole-
kual na akceptory, alebo absorbuju svetelnu energiu. VAcsi-
na primarnych transportérov uskuto¢iiuje transport anorga-
nickych ionov alebo sekréciu makromolekul’. Protony
aiony Na' su transportované primarnymi pumpami vylué-
ne v smere von’’. Svetlom pohafany transport i6nov pro-
strednictvom bakterio- alebo halorodopsinu, a Na* eflux
prostrednictvom metyltetrahydrometanopterin  koenzym
M-metyltransferdzového mechanizmu bol doposial’ identi-
fikovany len v doméne archaea. Dekarboxylaciou pohana-
ny Na” eflux bol doteraz charakterizovany vylu¢ne u bak-
térii, ale homoldgy niektorych dekarboxylazovych podjed-
notiek, vratane integralnych membrénovych B-podjed-
notiek tychto dekarboxylaz transportujucich Na* boli obja-
vené aj u archealneho druhu Archaeoglobus fulgidus3.
Vsetky sekvenované genomy archaea a termofilnych
baktérii Termotoga maritima a Aquifex aeolicus obsahuju
velké mnozstvo génov, ktoré koduji transportné proteiny?’
patriace do skupiny di/oligopeptidovych transportérov’.
Vo vsetkych tychto organizmoch bolo objavené velké
mnozstvo transportérov. ABC. Transportné a sekvencné
studie ukazali, Ze tieto transportéry vykonavaju Specificky
a aktivny prenos molekul cez bunkové membrany®’, a st
zapojené hlavne do prijmu organickych latok', osmosenzi-
vity a osmoregulacie, multidrogovej rezistencie a anti-
génnych procesov®®. Transportéry ABC dokazu rozlisit
takmer kazdy typ substratu, ktory moze byt biologicky
zaujimavy, bez ohl'adu, ¢i je organicky alebo anorganicky,
maly, stredny alebo velky’. Transportéry ABC maju
v stcasnosti okolo 1100 zastupcov u organizmov pocntlic
od archaea az po cloveka. Vsetky maju spolo¢nu zakladna
Struktaru skladajicu sa zo 4 domén: dve hydrofobne integ-
ralne transmembranové domény (TMS) a dve ATP viazuce
domény (obr. 2). Transportéry ABC prokaryota a archaea
mozeme odliSit’ od inych transportérov ABC okrem TMS
a ATP-viazicej kazety aj pritomnostou ESP (extra-
cytoplasmatic solute-binding protein). Kym u Gram-nega-
tivnych baktérii je ESP lokalizovany volne v peri-
plazme, u Gram-pozitivnych baktérii a archaea je ukotve-
ny na bunkovi membranu*?’. Vela ABC transportérov
maju ESP S$pecifické pre jednotlivé aminokyseliny, alebo
pribuzné skupiny aminokyselin. AvSak niektoré aminoky-
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selinové ABC permedzy st aj také, ktoré dokazu transpor-
tovat’ Sirokt Skalu L-aminokyselin. Jeden z najstriktnejSich
rozdielov medzi tizkou a Sirokou latkovou Specifickost'ou
transportérov sa ukézala vo vel'kosti integralnych membra-
novych proteinov. Permeazy so Sirokou latkovou $pecific-
kost'ou maju integralne membranové proteiny s 8-9 TMS,
kym integralne membranové proteiny uzko Specifickych
transportérov su typicky zlozené z 5 TMS (cit.”’).

Vsetky charakteristické proteiny ESP archaea maju
velmi vysokt afinitu pre ich substraty, ktoré mézu byt
v nanomolarnych mnozstvach. Pritomnost’ transportérov
typov ABC u hypertermofilov sa ukazuje ako vel'mi dole-
zita pre ich prezitie v extrémnych podmienkach chudob-
nych na ziviny. Transportéry ABC maju vyhodu, ze doké-
zu zachytit’ latky pri vel'mi nizkych koncentraciach vd’aka
vysokej vizbovej afinite (Kd < 1uM) ich vézbovych prote-
inov. Transportéry ABC dokazu katalyzovat' transport
latok velkou rychlost'ou az na vysokl vnatornt koncentra-
ciu latok a akumulovat’ latky oproti vel'mi vysokému kon-
centranému gradientu (viac ako 10 000%). Je potrebné
zdoraznit, Ze sekundarne aktivne transportéry maju vizbo-
vé afinity v mikro alebo milimolarnych mnozstvach, ¢o
robi tieto systémy menej vhodné pre rast v extrémnych
podmienkach?.

6. Zaver

Hlavnym zamerom tohto prehl'adného ¢lanku je zhr-
nat niektoré aspekty transportu latok u archaea. Zivot
archaea sa Casto spaja s extrémnymi vonkajSimi fyzikalno-
chemickymi podmienkami, preto ich vnutorné prostredie
musi vykazovat’ parametre zlucitel'né so Zivotom. Z uve-
denych dovodov je vniatro buniek archaea ohranicené
membranami, ktorych architektira je vyrazne odlisna
a nema obdobu u baktérii a eukaryotov. Tato skutocnost’ je
bezprostredne spojena s otdzkami ako zdvazna zmena
membranového matrix ovplyviiuje chovanie membranovo
viazanych proteinov vratane proteinov podiel’ajucich sa na
transporte latok cez membranu. Nové experimentalne uda-
je otransportnych mechanizmoch uarchaea spo-
Iu srozvijajicou sa genomikou otvaraju predpoklady
na ziskanie novych pohladov o funkcii membran
v udrziavani homeostazy u archaea. Poskytuju tiez mimo-
riadne cenné poznatky pre molekulovu a bunkovu biologiu
v spojeni s evollciou transportnych systémov. Zarovei
tvoria ekonomicky potencial pre priame vyuzitie transpor-
térov archaea v novych technoldgiach. V neposlednej rade
stadium  tychto  systémov  kumuluje nové idey
o moznostiach modifikacie uz znamych transportérov vy-
tvarajic tak novu poznatkovu zakladiu pre moderné bio-
technologie.
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S. Surin and P. Smigai (Institute of Animal Bio-
chemistry and Genetics, Slovak Academy of Sciences,
Ivanka pri Dunaji, Slovak Republic): Transport Across
Archaeal Cytoplasmic Membrane: Membrane Trans-
port Proteins

This review discusses recent observations regarding
the mechanism of archaea transport and their relevance to
studies of membrane structure. The review primarily deals
with some aspects of several mechanisms by which sub-
stances are assumed to cross cell membrane in archaea.
Since a number of these observations are interesting from
the evolutionary point of view, they will provide guides
for future studies of evolutionary aspects of the transport-
ing mechanisms. Hopefully, the genetic and molecular
biology approach, combined with biochemical and new
physical techniques will extend the study of membrane
transport of archaea to the molecular level.



