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Osmoadaptation and potassium transport systems in Gram-negative bacteria

Abstract: Potassium (K*) is the major intracellular cation in bacterial cells. It plays a key role in maintaining the cell turgor, pH, adaptation
to osmotic conditions, enzyme activation, and gene expression. The intracellular concentration of K* is generally much higher than
that in a growth medium and bacteria use a number of transporters and efflux pumps to maintain respective K* concentration in
cytoplasm. The best characterized K* uptake systems in Gram-negative bacteria are: Trk, Kup, Ktr, and Kdp. Under hyperosmotic stress,
in potassium-replete media at neutral and alkaline pH, the Trk system is the main K* importer. It is a low - affinity, multiunit protein
complex encoded by constitutively expressed genes that are. Under acidic conditions, when the activity of Trk is insufficient, a single
component, i.e. the constitutive Kup transporter, with the affinity for K* similar to that of the Trk system, is thought to be important. The
Ktr transporter, resembling that of the Trk system, is composed of a membrane-spanning protein and a peripheral membrane-associated
nucleotide - binding subunit. The Kdp-ATPase is a high affinity K* uptake system that is expressed at very low potassium concentrations
in the environment and in response to a decrease in cell turgor. Turgor, which is a signal and end the resulte of K* import, is involved not
only in the regulation of the Kdp transporter expression but also in the control of the activity of potassium uptake systems.

1. Introduction. 2. K* uptake systems in bacterial cells. 2.1. Trk system. 2.2. Ktr system. 2.3. Kdp system. 2.4. Kup system. 3. K* efflux
systems in bacterial cells. 4. Regulation of K* uptake systems. 4.1. Control of K* uptake system activities. 4.2. Osmotic regulation of Kdp

expression. 5. Summary
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1. Wstep

Bakterie nalezg do najbardziej zréznicowanych pod
wzgledem zamieszkiwanych s$rodowisk organizmoéw
[36, 37]. Wystepuja nawet w tych niszach srodowisko-
wych, ktére ze wzgledu na niekorzystne warunki nie
sg zasiedlane przez inne formy zywe. Jednym z czyn-
nikow srodowiskowych wplywajacych na wzrost orga-
nizmow jest jego osmolarno$¢. Wyzsze ci$nienie osmo-
tyczne wewnatrz komorki niz podioza umozliwia
komorce utrzymanie turgoru niezbednego do jej wzro-
stu i podziatu [8, 12]. Zdolnos¢ adaptacji bakterii do
zmian osmolarnosci srodowiska zewnetrznego wigze si¢
z rozwojem szeregu strategii, ktdre pozwalajg im przezy¢
w hiper- i hipoosmotycznych warunkach.

Wirod bakterii wystepuja dwa mechanizmy odpo-
wiedzi na wzrost osmolarnoéci podloza [37]. Wiele
halofilnych bakterii i archeonéw stosuje K* jako gltéwny,
cytoplazmatyczny czynnik osmotycznie czynny. Orga-
nizmy te rosna tylko w podlozach o wysokim ste¢zeniu
NaCl, a réwnowage osmotyczng zapewnia im wysokie
wewnatrzkomorkowe stezenie KCl. W cytoplazmie

Halobacterium sp. stezenie KCl dochodzi do 7 M. Adap-
tacja do tak wysokiego stezenia soli wiaze si¢ z obec-
noscig w bialkach tych organizméw duzej liczby reszt
aspartylowych i glutamylowych oraz reszt o slabej
hydrofobowosci [20, 37].

Wiekszos¢ organizmow prokariotycznych wykorzy-
stuje K* jako czynnik osmotycznie czynny tylko podczas
wzrostu przy niskiej osmolarnosci. Przy wyzszej osmo-
larnosci podtoza zachodzi dramatyczny wzrost stezenia
zwigzkéw zgodnych w cytoplazmie [7, 8, 22, 26, 31, 36,
37]. Zwiazki zgodne sg to male, wysoce rozpuszczalne
czasteczki, bez tadunku w pH fizjologicznym, ktére nie
wchodza w reakeje z bialkami i nie zaburzajg metabo-
lizmu komorki. Poza rolg w réwnowazeniu cisnienia
osmotycznego zwigzki te funkcjonuja jako efektywne sta-
bilizatory enzymdw, DNA, bton komoérkowych, chronig
przed zasoleniem, wysoka temperaturg, a nawet wysu-
szeniem. W tym przypadku, K* dziata jako wtérny prze-
kaznik i stymuluje gromadzenie zwigzkéw zgodnych.

Potas (K*) jest glownym wewnatrzkomoérkowym
kationem jednowarto$ciowym u wszystkich organiz-
moéw zywych [7, 18]. U bakterii, petni kluczows role
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w adaptacji do zmieniajacych si¢ warunkéw osmo-
tycznych srodowiska [12], bierze udzial w utrzymaniu
komorkowego turgoru [12] i cytoplazmatycznego pH
[5, 26], reguluje aktywnos¢ i ekspresje wielu enzymow
[12, 32]. Mimo, ze w wigkszosci srodowisk K* wyste-
puje w niewielkich ilosciach (0.1-10 mM) to w cytoplaz-
mie komorek bakteryjnych jego stezenie jest wysokie
(300-500 mM) [3]. Aby utrzymac okreslone wewnatrz-
komorkowe stezenie K*, bakterie wyksztalcity kilka sys-
temow transportujgcych potas, ktdre rdznia sie kinetyka,
zrodlem energii i regulacja. Do najlepiej scharaktery-
zowanych importeréw K* u E. coli i innych bakterii jeli-
towych nalezg systemy: Trk, Kdp, Kup i Ktr [12, 37].
System Trk, charakteryzujacy sie¢ niskim powinowac-
twem do K, jest gléwnym transporterem przy pH obo-
jetnym i alkalicznym [35]. Jest to wielopodjednostkowy
kompleks bialkowy utworzony przez produkty gendw,
ktore ulegaja konstytutywnej ekspresji. Transporter Ktr,
przypominajacy system Trk, zbudowany jest z transbto-
nowego biatka spinajgcego btone i peryferyjnego biatka
zwigzanego z blong wigzacego nukleotydy (ATP, NAD*/
NADH) [23]. Gléwnym transporterem K* do komarki
przy pH kwasnym jest system Kup o podobnym powino-
wactwie do K jak system Trk, ale transportuje go 10 razy
wolniej [40, 41]. Systemem indukcyjnym, ulegajacym
ekspresji przy niskim stezeniu K* w podiozu, jest trans-
porter Kdp o wysokim powinowactwie do potasu [3, 12].
Aktywno$¢ transporterdw potasu jest $cisle regulowana
przez wewnatrz- i zewnatrzkomodrkowe stezenie K* oraz
turgor [12]. Jedynie w przypadku systemu Kdp ekspresja
wiaze sie $cisle ze wzrostem osmolarnosci podtoza [12].
Spadek ci$nienia turgorowego i/lub redukcja zewnatrz-
komorkowego stezenia K* powoduje szybki wzrost eks-
presji systemu Kdp. Ma to zwigzek z transmisja sygnatu
przez sensorowy kinaz¢ KdpD do regulatora odpowiedzi
KdpE, ktdry stymuluje transkrypcje genow kdp [3].

2. Systemy transportu K* do komorki bakteryjnej
2.1. System Trk

Transporter Trk to wielokomponentowy kompleks
zidentyfikowany u bardzo wielu bakterii i kilku gatun-
kéw archeonow. Jest to system o umiarkowanym powi-
nowactwie do K* tj. ~1 mM, wysokiej specyficznosci do
tego kationu i bardzo wysokim V__ co pozwala odtwo-
rzy¢ pule K* w minute lub dwie [12, 37]. System Trk
wyraza sie konstytutywnie i w podlozu o stezeniu K*
wigkszym niz 1 mM jest dominujacym transporterem
tego kationu. Pobieranie K*zachodzi drogg symportu
z protonem co energizuje ten proces.

Funkcjonowanie systemu Trk u E. coli i innych bak-
terii jelitowych determinujg trzy rézne, rozrzucone na
chromosomie geny tj. trkA, trkE i trkH (u Salmonella

enterica sv. Typhimurium sg to odpowiednio geny sapG,
sapD i sap]) [2, 7,9, 12, 37]. Gen trkA koduje peryfe-
ryjne bialko blonowe zbudowane z 458 aminokwaséw,
ktore wigze NAD i z wyzszg aktywnoscia NADH. Pro-
duktem genu trkE jest jeden z dwoch wigzacych ATP
komponentéw transportera ABC zwanego Sap, ktory
jako transporter toksycznych peptyddéw zostal po raz
pierwszy zidentyfikowany u S. enterica sv. Typhimurium
[28]. Dalsze badania wykazaly, ze opornos¢ komorek na
toksyczne peptydy wigze si¢ z okreslonym poziomem K*
w cytoplazmie determinowanym przez system Trk.

Produktem genu trkH jest biatko zbudowane z 483
aminokwasdw, ktore spina bong 10 razy i tworzy trans-
blonowy kanat translokujacy K* do komoérki [12].

Jonem preferowanym do transportu przez system Trk
jest K*. System ten nie transportuje jonéw Cs*, a stopien
translokacji Rb* jest dziesigciokrotnie nizszy niz K* [12].
Translokator Trk wymaga do aktywnosci zaréwno sily
protonomotorycznej (PMF) jak i ATP [33]. Sitg nape-
dowg tego transportera jest PME a wejsciu jednego
jonu K* towarzyszy wejscie jednego protonu. W systemie
Trk ATP nie stuzy jako zrédlo energii lecz pelni funkcje
regulatorows. Stwierdzono bowiem, ze produkt zmuto-
wanego genu trkE (sapD) jest funkcjonalny i prawdopo-
dobnie wigze ATP, ale go nie hydrolizuje [12].

W niektorych szczepach E. coli K-12, ktére niosa
defektywnego faga rac, w systemie Trk zamiast trans-
blonowego bialka TrkH wystepuje biatko TrkG [35].
Sekwencja aminokwasowa TrkG i TrkH jest w 41%
identyczna, a niska zawarto$¢ GC (37%) w genie trkG
sugeruje, ze zostal on nabyty droga horyzontalnego
transferu z innego filogenetycznie odlegtego gatunku
bakterii. Kazdy z tych dwdch transbtonowych kom-
ponentéw zapewnia pelna aktywnos¢ systemu Trk, ale
specyficzno$¢ transportera zalezy od rodzaju biatka
transbtonowego. Kiedy TrkG jest obecny, aktywnos¢ Trk
tylko czg$ciowo zalezy od TrkE, jakkolwiek ATP jest nie-
zbedny [14]. Wskazuje to, ze komponenty wigzace ATP
innych ABC transporteréw moga zastapi¢ TrkE kiedy
TrkG jest obecny.

Systemy Trk, podobne do tych wystepujacych w ro-
dzinie Enterobacteriaceae, stwierdzono réwniez u innych
bakterii [12, 17]. U halofilnych archeonéw zidentyfiko-
wano geny homologiczne do bakteryjnych genéw trk
[23]. Ich produkty umozliwiaja utrzymywanie wyso-
kiego stezenia K* w cytoplazmie komorki, ktére réwno-
wazy wysoka osmolarno$¢ podloza.

2.2. System Ktr

System Ktr, zidentyfikowany u wielu bakterii, zbu-
dowany jest z dwoch komponentow tj. KtrA i KtrB [25].
KtrA wykazuje niski stopien pokrewienstwa z TrkA,
a KtrB z TrkH. Transporter Ktr posiada region homo-
logiczny do domeny wigzacej NAD niektérych dehy-
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drogenaz, podobnie jak TrkA. Zrédlem energii dla sys-
temu Ktr u Vibrio alginolyticus jest symport K*/Na ¥,
a nie jak w przypadku transportera Trk symport K*/H*
[39]. Niezbedne s3 jednak dalsze badania majace na
celu wyjasnienie czy u wszystkich organizméw system
Ktr energizowany jest symportem K*/Na* czy tylko
u mikroorganizméw morskich. System Ktr wykazuje
réwniez zdolno$¢ transportu Rb* i to z takg samg maksy-
malng szybkoscig jak K*, jakkolwiek powinowactwo do
Rb* jest 5-krotnie nizsze.

U Bacillus subtilis zidentyfikowano dwa systemy Ktr
[15]. Jeden z nich, KtrAB ma niskie powinowactwo do
K* w zakresie 1 mM, podczas gdy powinowactwo sys-
temu KtrCD wynosi okolo 10 mM. Kiedy oba systemu
s3 zmutowane, bakterie wymagaja do wzrostu przynaj-
mniej 25 mM K* w §rodowisku zewnetrznym. Ekspresja
systemow Ktr nie zalezy od stezenia K* w podlozu, ale
transkrypcja ich genow jest wigksza kiedy inne systemy,
w wyniku mutacji, nie funkcjonuja. Transportery Ktr
pelnig istotng role w adaptacji bakterii do podwyzszonej
osmolarnosci srodowiska zewnetrznego zawierajacego
2-4mM K". Adaptacja do wysokiej osmolarnosci pod-
foza wymaga obecno$ci w nim odpowiednio zwiekszo-
nego stezenia K* [12].

2.3. System Kdp

Trzeci system transportu K*, zidentyfikowany u E. coli
i innych bakterii, to Kdp [1, 3, 12, 22, 31]. Jest to system
indukcyjny o wysokim powinowactwie (~2 uM) i spe-
cyficznosci do K*. Kdp jest ATPaza typu P zbudowang
z czterech podjednostek: KdpFABC, ktére zwigzane sg
z blong komédrkows [1, 3, 12]. KdpF jest malym 29 ami-
nokwasowym peptydem hydrofobowym prawdopo-
dobnie istotnym dla stabilnosci i by¢ moze skladania
transportera Kdp, ale nie dla jego funkcjonowania.
KdpA to transblonowy, 557 aminokwasowy peptyd
spinajacy btone w formie 12 a-helikalnych segmentéw
i uczestniczacy w wigzaniu K* (peryplazmatyczne petle
miedzy transblonowymi helisami 2-3, 4-5 i 10-11)
i jego translokacji przez blon¢ wewnetrznag (helisy 5, 6,
718). Podjednostka katalityczng, homologiczng z duza
podjednostka innych ATPaz typu P, jest podjednostka
KdpB, ktéra sklada si¢ z 682 aminokwasow i zawiera
wysoce konserwatywne miejsce fosforylacji. Jest to inte-
gralne biatko blonowe z szeScioma a-helisami spinaja-
cymi blong, z dwiema cytoplazmatycznymi domenami
i matym peryplazmatycznym regionem. Na podstawie
podobienstwa sekwencji KdpB i innych ATPaz typuP
mozna wnioskowa¢, ze: miejsce forsforylacji zaczyna
sie od asparaginy w pozycji 307, a w petli wigzacej
ATP mieszcza si¢ trzy reszty asparaginianowe: Asp447,
Asp473 i Asp522. KdpC to 190 aminokwasowe biatko,
ktére jedna helisg polozong blisko konica NH,, spina
blone komoérkows. Pozostala czes¢ tego biatka znajduje

sie wewnatrz komoérki w formie dwoch antyréwnole-
glych B-kartek i jednej amfipatycznej a-helisy przy koncu
COOH. Funkcjg KdpC jest sktadanie kompleksu Kdp.

2.4. System Kup

Jest to system konstytutywny (wcze$niej znany jako
TrkD) o niskim powinowactwie i szybkosci transportu K*
do komoérki (K ~0.5mM, V_ 0.1 umol K*/min/mg
biatka), ktéry kodowany jest przez gen trkD [40]. System
ten tworzy pojedyncze, 622 aminokwasowe biatko zbu-
dowane z dwdch domen tj. transblonowej, ktdra spina
blone komdrkows 12 razy i C-terminalnej, 182 amino-
kwasowej, ulokowanej na cytoplazmatycznej stronie
blony [41]. System Kup dziala dzieki sile protonomo-
torycznej i przy niskim pH, kiedy aktywno$¢ transpor-
tera Trk jest niewystarczajaca, a system Kdp, o wysokim
powinowactwie do K*, nie jest indukowany [41].

3. Systemy wyplywu K* z komorki bakteryjnej

Jednym z argumentdéw przemawiajgcych za istnie-
niem systemow eksportu K* z komoérki bakteryjnej jest
koniecznos$¢ redukeji stezenia tego jonu kiedy turgor
w szoku hipoosmotycznym staje si¢ niebezpiecznie
wysoki [23]. Ponadto, stopniowy wypltyw K* zachodzi
réwniez przy wysokiej osmolarnosci podloza zawieraja-
cego tzw. zwigzki zgodne (betaina glicynowa, ektoina),
ktdre transportowane sg do komorki i dzialajg osmo-
protekcyjnie. Aby zapobiec nadmiernemu wzrostowi
turgoru, wynikajacego z obecnosci zwiazkow zgodnych
w cytoplazmie, K* eksportowany jest z komorki.

U E. coli i innych bakterii Gram-ujemnych doklad-
nie scharakteryzowano dwa systemy eksportu K*: KefB
i KefC [13]. Kazdy z nich jest duzym biatkiem, z N-ter-
minalnym transblonowym regionem i duzg C-termi-
nalng domeng, prawdopodobnie cytoplazmatyczng, ktora
wigze nukleotydy. Oba transportery maja ponadto mniej-
sze rozpuszczalne bialko, YheR i YabE Ich brak wigze
sie z bardzo niskg aktywnoscig systemow KefB i KefC.

W wyplywie K* bardzo wazna role petnig antypor-
tery K*/H* obecne u wiekszosci bakterii [6]. Maja one
umiarkowane powinowactwo do K* (K_~2.5 mM) i niskg
specyficznos¢ substratows, a z eksportem K*konkuruja
jony Na*, Rb* i Li*. Mutanty, ktdre nie majg aktyw-
nosci antyporterowej K*/H* s3 niezdolne do wzrostu
przy wysokiej osmolarnosci i wysokim pH podioza [29].

W eksporcie K* z komorki bakteryjnej uczestnicza
réwniez specjalne kanaly homologiczne z kanalami
eukariotycznymi. Sg to miedzy innymi: kanal KcsA
Streptomyces lividans bramkowany protonami i MthK
Methanobacterium thermoautotrophicum bramkowany
Ca* [10, 16]. Kanal KcsA wykazuje najwyzsza prze-
wodno$¢ dla K*, nieco nizszg dla Rb*, TI* oraz NH W
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i ponad 1000razy nizsza przewodnos¢ dla Na*, Li*
i Cs* [21]. Kanal MthK bardziej preferuje jony K* niz
Na* [16]. Fizjologiczna funkcja tych kanaléw nie jest
dotychczas poznana.

Innym rodzajem bakteryjnych kanaléw jonowych
sg mechanoczufe kanaly reagujace na naprezenia btony
komorkowej, ktore chronig bakterie przed naglym spad-
kiem ci$nienia osmotycznego w srodowisku [4, 12, 19].
U E. coli zidentyfikowano trzy typy tych kanalow tj.
MscL, MscS i MscM, odpowiednio o duzej (3 nS-nano-
siemens), $redniej (1 nS) i matej (0.3 nS) przewodnosci,
z ktérych MscL i MscS naleza do najlepiej poznanych
kanaléw mechanoczulych [38]. Struktura krystaliczna
kanatu MscL Mycobacterium tuberculosis pokazala, ze
jest to homopentamer, a kazda podjednostka zbudo-
wana jest z dwoch helis transbtonowych TM1 i TM2
[4]. Przejscie ze stanu zamknietego do otwartego wigze
sie ze zmiang kata nachylenia helisy TM1 do osi kanalu
z 32 do 71. W otwartej konformacji kanat ten ma por
o $rednicy 30-40 A. Z kolei analiza struktury krysta-
licznej kanatu MscS E. coli wykazala, ze jest to heptamer
z trzema transblonowymi helisami: TM1, TM2 i TM3
w kazdej monomerycznej podjednostce z silnie rozbudo-
wanymi cytoplazmatycznymi regionami, ktérych funk-
cja nie jest znana [19]. Por kanatu MscS i jego bramke
tworzg helisy TM3. Ochronng funkcje kanaléw mecha-
noosmotycznych potwierdza fakt, ze szok hipoosmo-
tyczny przezywa tylko 10% mutantéw, ktdre nie syntety-
zujg MscL i MscS i az 90% komorek dzikiego typu oraz
komorek, ktore nie syntetyzuja MscL lub MscS.

4. Regulacja systemow transportu K*
do komorki bakteryjnej

4.1. Kontrola systemdéw transportu K*
na poziomie ich aktywnosci

Ponad pé6t wieku temu stwierdzono, ze u E. coli wraz
ze wzrostem osmolarnosci podloza wzrasta transport K*
do komorki zachodzacy w stopniu odwrotnie proporcjo-
nalnym do stezenia tych jondéw w cytoplazmie [27]. Fakt
ten potwierdzono takze u innych gatunkow bakterii [12].
Dokladny mechanizm regulacji tego procesu nie jest
znany, ale przyjmuje sie, Ze spadek turgoru, w odpowie-
dzi na wzrost ci$nienia osmotycznego podioza, powoduje
aktywacje biatek transportujacych K* do komorki. Model
ten wyjasnia przej$ciowy wzrost pobierania potasu tj. do
momentu przywrdcenia w komdrce turgoru. Zgodnie
z tym modelem, podczas normalnego wzrostu, turgor
w komorce jest nieco ponizej optymalnego co zapewnia
stala stymulacj¢ transportu K* na poziomie odpowied-
nim do potrzeb komorki. Kiedy wzrost bakterii zostaje
zahamowany, turgor komarki zwigksza si¢ w niewielkim
stopniu i import K* ustaje [11].

4.2. Osmotyczna regulacja transportera Kdp
na poziomie transkrypcji

Wirdd bakteryjnych transporterow K* jedynie eks-
presja systemu Kdp regulowana jest na poziomie
transkrypcji gendéw [3, 12]. Indukeja strukturalnych
genow tego translokatora zachodzi przy udziale dwoch
bialek, KdpD i KdpE, ktore tworza dwuskladnikowy
system transdukcji sygnalu. Wszystkie bakteryjne
operony kdp s3 represowane podczas wzrostu w pod-
tozu o wysokim stezeniu K* ([K*] ), a u E. coli, ekspre-
sja genow kdp zachodzi przy zewnatrzkomoérkowym
stezeniu K* ponizej 2mM [3]. Regulatorowe bialka
KdpD/E E. coli kodowane sg przez operon, ktory zacho-
dzi na operon genéw kodujacych funkcjonalne kom-
ponenty transportera Kdp, tj. kdpE kdpA, kdpB i kdpC
[1, 3]. W genie kdpC miesci si¢ wzglednie staby pro-
motor i miejsce startu transkrypcji operonu kdpD/E,
z tym ze wiekszo$¢ transkrypcji rozpoczynajacych si¢
w promotorze operonu kdpFABC konczy si¢ w genie
kdpD, ale niektére obejmuja réwniez gen kdpE. Uto-
zenie gendw strukturalnych kdpABC w operonie jest
generalnie podobne u wielu bakterii w przeciwienstwie
do roéznej lokalizacji genéw regulatorowych kdpD/E
(Rys. 1). Geny operonu regulatorowego koduja pare bia-
tek tj. duze biatko sensorowe KdpD, zwigzane z blong
komoérkows o aktywnosci autokinazy, fosfotransferazy
i fosfatazy oraz mniejsze cytoplazmatyczne biatko efek-
torowe KdpE, zwane ,,regulatorem odpowiedzi’, ktore
jest fosforylowane na reszcie aspartylowej przez biatko
sensorowe [30]. Ufosforylowane biatko KdpE (KdpE~P)
staje si¢ transkrypcyjnym aktywatorem, wigze si¢ do
sekwencji lezacej powyzej promotora operonu kdpABC
i indukuje jego transkrypcje (Rys. 2). Sensorowe biatko
KdpD dziala réwniez jako fosfataza i usuwajac reszte
fosforanowg z KdpE~P znosi jego aktywnos¢ trans-
krypcyjna. W sekwencji aminokwasowej 98.5-kD biatka
KdpD E. coli mozna wyr6zni¢ duze cytoplazmatyczne
terminalne regiony COOH i NH, przedzielone czterema
transblonowymi domenami. W domenie N-terminalnej

G ) B K E—— )

Escherichia coli

) [ M) BCEN) K3 IC3) EECE—) 1)

Clostridium acetobutylicum

G () ) E—— 1)

Mycobacterium tuberculosis

Rys. 1. Organizacja operonu kdp u bakterii
Strzatki wskazujg kierunek transkrypcji okreslony na podstawie sekwencji
nukleotydowej (Rysunek pochodzi z pracy: Ballal A., Basu B., Apte S.K,,
J. Biosci. 32, 559-568 (2007) za zgoda redakcji czasopisma)
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bodziec

KdpD

mlejsce
wigzania ATP

KdpE Q

RNA Pol

KdpE kdpFABC

0

ﬁ'Oob aktywacja transkrypcji genéw kdpFABC

Rys. 2. Aktywacja operonu kdpFABC przez dwusktadnikowy system
transdukcji sygnalu KdpD/KdpE

P - peryplazma, BK - blona komoérkowa, C - cytoplazma, NTD - domena

N’-terminalna, CTD - domena C’-terminalna, H - konserwatywna histy-

dyna, P - fosforylacja, RNA Pol - polimeraza RNA (Rysunek pochodzi

z pracy: Ballal A, Basu B., Apte S.K., J. Biosci. 32, 559-568 (2007) za zgoda
redakgji czasopisma)

stwierdzono dwa motywy bardzo podobne do moty-
wow ,Walker A” i ,Walker B, ktore wiaza ATP i pra-
wdopodobnie pelng wazng role w dostosowywaniu
aktywnosci KdpD do aktualnych potrzeb komorki
bakteryjnej. W domenie C-terminalnej wystepuje kon-
serwatywna reszta histydynowa, ktéra ulega fosforyla-
cji. Przyjmuje si¢, ze ulokowane w blonie komodrkowej
biatko KdpD jest sensorem napigcia blonowego, ktore
odzwierciedla wielko$¢ ci$nienia turgorowego. Kon-
formacyjne zmiany blony komorkowej, zwigzane ze
spadkiem ci$nienia turgorowego, indukuja autofosfo-
rylacje biatka sensorowego KdpD. Wykazana in vitro
autofosforylacja KdpD i transfer reszty fosforanowej
na biatko KdpE, ktdre wigze sie¢ z DNA [1], potwierdza
idee, ze ci$nienie turgorowe poprzez fosforylacje dwu-
komponentowego systemu KdpD/E jest sygnalem do
ekspresji genéw kdp. Model ten nie moze by¢ jednak
precyzyjnie badany z powodu trudnosci mierzenia tur-
goru w komorkach bakteryjnych.

5. Podsumowanie

Jon potasu jest jednym z najwazniejszych, jedno-
warto$ciowych kationéw wystepujacych w cytoplazmie
komorki, ktory stuzy jako wewnatrzkomoérkowy osmo-
lit utrzymujacy turgor komorki [12]. U bardzo wielu
gatunkow bakterii, wewnatrzkomoérkowe stezenie K*
jest proporcjonalne do osmolarnosci podloza i wykazuje

pozytywna korelacje ze stopniem osmotolerancji mikro-
organizmu [8, 12, 37]. U E. coli, bedacej w logarytmicz-
nej fazie wzrostu, stezenie K* w cytoplazmie zwigksza
sie z 0.15 do 0.55M przy wzroscie osmolarnosci pod-
foza z 0.1 do 1.2 osm. Korelacja ta ma miejsce jedynie
w przypadku zwigzkéw osmotycznie czynnych, ktore nie
przenikaja przez blone komoérkowa (NaCl, sacharoza,
glukoza), nie wystepuje za§ w przypadku zwiazkow,
ktore swobodnie dyfunduja przez blone komodrkows
(glicerol) [8]. Wskazuje to, ze sygnalem do akumula-
cji K* nie jest spadek aktywnosci wodnej cytoplazmy,
a utrata turgoru. U wigkszosci bakterii, gromadzenie
K* po szoku hiperosmotycznym jest tylko przejsciowe
i po 30 minutach od jego wystapienia rozpoczyna si¢
usuwanie K* z komorki, a funkcje ochronng przejmuja
tzw. zwigzki zgodne [8].

W celu utrzymania odpowiedniego wewnatrzkomor-
kowego stezenia potasu, bakterie wyksztalcily wiele
réznych systemow transportujgcych ten kation do
i z komorki [12, 37]. Do najlepiej poznanych impor-
terow K* u bakterii Gram-ujemnych naleza transpor-
tery: Trk, Kdp, Ktr i Kup. System Trk, o niskim powi-
nowactwie do K*, jest gtéwnym importerem tego jonu
do komérek rosnacych w podtozu o pH obojetnym
i zasadowym oraz wysokim stezeniu K*. Jest to wielo-
podjednostkowy kompleks bialkowy wyrazany konsty-
tutywnie. Podobne powinowactwo do K*, jak system Trk
ma transporter Kup zbudowany z pojedynczego bialka,
ktory jest gléownym importerem potasu w podiozu o pH
kwasnym. U wielu bakterii, u ktérych nie stwierdzono
transportera Trk, jak np. Mycoplasma pneumoniae,
Deinococcus radiodurans, jak i tych posiadajacych ten
transporter funkcjonuje Na*/K* syporter Ktr. Importer
ten zbudowany jest z transblonowego biatka KtrB i pery-
feryjnego biatka KtrA zwigzanego z blona wigzacego
nukleotydy. Kiedy aktywno$¢ opisanych transporteréw
potasu jest niewystarczajaca, z powodu niskiego stezenia
K*, indukgji ulega system Kdp o wysokim powinowac-
twie do substratu, ktéry nalezy do ATPaz typuP. Jest
to kompleks czterech bialek blonowych: KdpF, KdpA,
KdpB i KdpC kodowanych przez operon kdpFABC,
ktory ulega ekspresji w odpowiedzi na spadek ci$nienia
turgorowego. Niski turgor jest sygnalem aktywujacym
dwukomponentowy system transdukcji sygnatu, zbudo-
wany z sensorowej kinazy KdpD i regulatora odpowiedzi
KdpE kontrolujacego ekspresje operonu kdpFABC.

Zwiazek miedzy transportem K* u bakterii, a tur-
gorem wskazuje, Ze homeostatyczny mechanizm przy-
wracania turgoru przy wzroscie osmolarnosci podioza
wigze sie¢ ze zwiekszonym importem potasu. Osmo-
tycznie indukowana akumulacja K¥, bedaca gléwna lub
pierwsza fazg osmoadaptacji, zachodzi poprzez szybka
aktywacje systemow transportu o niskim i wysokim
powinowactwie do K*, a w przypadku transportera Kdp
takze na poziomie transkrypcji kodujgcych go gendw.
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