TRANSPORT PRES BUNECNE MEMBRANY

Plasmaticka membrana

- selektivné permeabilni bariera: esencialni molekuly (cukry, AA, lipidy.)
vstupuji do bunky; metabolické intermediaty zustavaji v bunce; odpad-
ni latky se odstranuiji

Fosfolipidova dvojvrstva:

- neprostupna pro vetsinu hydrofilnich molekul (glukosa, AA, ionty)
- transport prostrednictvim specifickych transportnich proteinu

- plasmaticka membrana i organely

- hydrofobni molekuly - mohou projit

Difuse malych molekul pres fosfolipidovou dvojvrstvu

Pasivni difuse - nevyzaduje energii (po gradientu)
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Membranové transportni proteiny

- Integralni transmembranové proteiny - vysoka specifita pro
substraty, studium v liposomech

1. ATPasové pumpy - vyuzivaji energii z hydrolysy ATP pro pohyb
iontu a malych molekul pfes membrany proti chemickému koncent-
racnimu gradientu nebo elektrickému potencialu - aktivni transport
- transport iontu, udrzeni H+ gradientu

2. Kanaly - transportuji vodu nebo specifické ionty po smeru jejich
koncentracniho gradientu nebo elektrického potencialu

3. Transportery - specificky transport iontu a jinych molekul, preneseni
substratu vyzaduje konformacni zmenu transporteru (nizsi rychlost
prenosu

(a) . @
Exterior ~Jl‘
— | — — . — —
= e
thﬂsul. m Closed o
ATP  ADP +P,
ATPasové pumpy lontové kanaly Transportery
(10V - 103 jons/s) (107 — 108 ions/s) {102 — 10* molecules/s)
3 typy transporteru Kotransportery

(b) @

Po smeru
gradientu

ATy

Uniportery Symportery Antlportery

Pohyb jednoho substratu po smeru gradientu
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Uniportery

Pohyb substratu po smeru koncntracniho gradientu -

usnadnena difuse

- ucinnost je vyssi nez u difuse, molekuly nevstupuji (“nezdrzi se”)
v hydrofobni vrstve

- transport je specificky (uniporter transportuje bud specifické
molekuly nebo skupiny molekul

- transport se uskutecnuje prostrednictvim omezeneho poctu
uniporterovych molekul (ne pres fosfolipidickou vrstvu)

Vmax = maximalni hladina transportu
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GLUT1 = transport glukosy do savcich bunek

2 konformacni stavy - 1) vazebné misto pro glukosu obracené ven
2) vazebné misto pro glukosu obracené dovnitr

glukosa
Outward-facing Inward-facing
\ g_l:mﬂae—hinding E““_':'f glucose / glucose-binding site e —
A site :
Exterior f ’/
Plasma — a1 B' —_— —
_membrane S i (i |T
Cytosol w -
1 3 3 4 _® ]
konformacni zmena navrat k puvodni
konformaci

Vnitrobunecné iontové prostredi a elektricky

membranovy potencial

Transport iontu pfes plasmatickou membranu - ovlivnen jednak iontovou

koncentraci, jednak elektrickym potencialem na membrane.

- lontové slozeni cytosolu - lisi se od vnejsiho prostredi

- vetsina bunek - cytosolické pH ~ 7.2,

- cytosolicka koncentrace K+ >> Na+

- obratlovci i bezobratli - koncentrace K+ je 20-40 x vyssi v bunkach nez
v krvi X Na+ koncentrace 8-12 nizsi v bunkach
nez v Krvi

- volny Ca2+ - koncentrace v cytosolu < 0.2 um (>1000 x nizsi nez v krvi)

ontové koncentracni gradienty, selektivni pohyb kanaly
- elektricky potencial ~ 70 milivoltu (mV) - uvnitr bunek negativni
- tloustka plasmatické membrany - 3.5 nm, tj. 200.000 V /cm
- dulezity pro radu procesu (napr. elektrické impulsy v neuronech,
prijem zivin proti koncentracnimu gradientu ...)
savci bunky - elektricky potencial je dan predevsim pohybem
cytosolického K+ pres kanaly do okoli
rostliny + houby - elektricky potencial je udrzovan predevsim ATPasami
pumpujicimi H+ ven z bunek



Aktivni transport ATPasami

- Transportuji ionty a ruzné malé molekuly proti koncentracnimu gradientu
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P-class pumps - 2 podjednotky (katalyticka, regulacni), Casto tvori
tetramery (2katalytické + 2 regulacni)
- béhem transportu - vetsinou a-podjednotka fosfory-
lovana - ? Transportovany iont se pohybuje pres ni
Na+/K+ ATPasa plasmatické membrany - udrzuje Na+/K+ hladiny
ruzné Ca2+ ATPasy - pumpuji Ca2+ z cytosolu ven z bunky nebo do
ruznych kompartmentu
H+ ATPasa udrzujici membranovy potencial (rostliny, houby, bakterie)
F & V-class pumps - obsahuji alespon 3 typy transmembranovych
proteinu + dalsi proteiny (5 druhu) tvorici cytosolickou doménu
transportuji H+ (neni fosforylace)
V-class - udrzeni nizkého pH vakuol a lysosomu
F-class - bakterialni plasmaticka membrana, mitochondrie, chloroplasty
ABC superfamily (ATP binding cassette): heterogenni, > 100 ruznych
transportnich proteinu, 2 transmembranoveé + 2 cytosolické domeény



ATPas - 1 - vice vazebnych mist pro ATP, nehydrolyzuji ATP na
ADP+Pi pokud to neni spojeno s transportem iontu nebo
jinych molekul - propojeni deju

nervové nebo ledvinné bunky - cca 25 % ATP pouzito pro iontovy
transport ; erythrocyty - 50 % ATP

Ca2+ ATPasy

Zmeny koncentrace volného CA2+ - signal pro bunecné zmeny, .

“klidova” cytosolicka koncentrace Ca2+ nizka - 0.1-0.2 um

Ca2+ ATPAsa plasmatické membrany: transport Ca2+ ven z bunky,

- krome katalytické a-podjednotky, obsahuji Ca2+-vazebny regulacni
protein calmodulin, zvyseni cytosolického Ca2+ - vazba na calmodulin,
aktivace Ca2+ ATPasy - transport Ca2+ “pryc z bunek, rychlé obnoveni
puvodni cytosolické koncentrace Ca2+

Ca2+ ATPAsa svalu - pumpuje Ca2+ z cytosolu do sarcoplasmického
retikula (organela “skladujici” Ca2+), Ca2+ dulezity pro svalovou
kontrakci; tvofi > 80 % integralnich membranovych proteinu SR
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Na+/K+ ATPasy

Na+/K+ ATPasa plasmatické membrany savcich bunek - tetramer
(a2, B2), pfi transportu se “vymeni” 3 Na+ ionty (ven) za 2 K+ ionty
(dovnitr\ / 1 ATP

(a) Oligosaccharide
\ YY 3nNgt
Eg : g ,IN‘TL: Exterior
o B
| " " K " Cytosol
*9 9 m
2 K ATP ADP +P,
Mechanismus podobny jako u Ca2+ ATPasy
(b) Low-affinity High-affinity

Na“-binding sites  K*-binding site

\l ] - X
R —

__oa

\ ATP site ;
|I -IT
High-affinity Low-affinity
Na‘-binding  K'-binding ALl o E1 —> E2
site sites Binding of ATP, conformational
phosphorylation change, outward
Binding of 3 Na* ions of aspartate transport of Na*

s s = YY
4 4 4 ¥

Yy
E2 —3=> E2
% Ak AA
P A A
Dissociation Hydrolysis E2 —E1 Dissociation
of Na*, of aspartyl conformational of K*ions
binding of K* phosphate change, inward

transport of K*



H+ ATPasy V-class (vakuolarni a lysosomalni membrana)
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- Transport pouze H+

- acidifikace lumen lysosomu - 4.5 - 5.0 pH

- neni fosforylace/defosforylace béhem transportu

- nemohou acidifikovat samy - pumpovani H+ by vyvolalo positivni
naboj na vnitrni strane membrany vesiklu (a negativni na strane
cytoplasmy) - tj. elektricky gradient, ktery by branil transportu
dalsich H+ drive, nez by se ustanovil dostatecny H+ gradient;

- transport H+ dovnitr organel je doprovazen bud a) pohybem aniontu
ve stejném smeru (lysosomy a rostlinné vakuoly, iontové kanaly)
nebo b) pohybem jinych kationtu v opacném smeru

Tvorba elektrického gradientu na membranach rostlinnych a
kvasinkovach bunek - plasmaticka H+ ATPasa



ABC superfamily - transport ruznych substratu

Bakterialni permeasy plasmatické membrany - vyuzivaji energii
z ATP pro transport AA, cukru, vitaminu, peptidu ..do bakterie proti

koncentracnimu gradientu
- Casto inducibilni - zavisi na koncentraci v prostredi a potrebach bunek

- pr. permeasa histidinu
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MDR (multidrug resistance) transport proteins

- savci bunky - zvysena resistence nadorovych bunek k lékum -

zvyseni exprese MDR transportnich prtoeinu (amplifikace)

- energie z ATP hydrolysy - pro export ruznych toxickych latek ven

z bunky,
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- mechanismus transportu ??

FLIPPASE model
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nutné odstranovat toxické latky



Ko-transport - symportery a antiportery

- Transport iontu a malych molekul proti koncentracnimu gradientu
- Energie z elektrochemického gradientu Na+ nebo H+ iontu

Na+ - sprazené symportery pro import AK a glukosy

- Transport Na+ do bunek - 2 sily - a) Na+ koncentracni gradient (Na+
koncentrace uvnitr nizka) b) vnitrni negativni elektricky membranovy
potencial

- Na+/glucose symporter - 14 transmembranovych a=helixu
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Na+ - sprazeny antiporter pro export Ca2+

- srdecni sval - Na+/Ca2+ antiporter pro udrzeni nizké koncentrace
Ca2+ (dulezitejsi nez Ca2+ATPasa)

- 3 ionty Na+ dovnitr x 1 iont Ca2+ ven (koncentracni gradient Ca2+
> 10000x vice Ca2+ vne; koncentrace Ca2+ uvnitr 2 x10 "M, vne
2x10-3 M)



AE1 protein: CI-/HCO3 antiporter

- Nezbytny pro transport CO2 v erythrocytech

- aniontovy transporter

-vymeéna 1 Cl- za 1 HCO3-, tj. neni ovlivnen naboj a membranovy
potencial; reakce zavisla na koncentracnich gradientech transpor-
tovanych iontu

- nezbytny pro dulezitou funkci erythrocytu = transport odpadniho
CO2 do plic

- CO2 uvolneny z bunek do kapilar difunduje pfes membranu erythrocytu
Plynny CO2 je spatne rozpustny ve vodném prostredi; carbonic
anhydrasa (CA) ho konvertuje na dobfe rozpustny bikarbonate (HCO3-)

Uvolneni O2 z hemoglobinu-
indukuje konformacni zmenu
In systemic capillaries globinu - His postranni retezec

High CO, pressure 576 proton produkovany CA
Low O, pressure
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arbonic N\
anhydrase cI- H
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Erythrocyte AE1 protein
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Vymena aniontu - cca 50 milisekund - 5 x 109 HCO3- iontu exportovano
z bunék



Plice In pulmonary capillaries
Low CO, pressure
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- snizena koncentrace CO2 v cytosolu -
zpetna reakce carbonic anhydrasy

- O2 se vaze na hemoglobin - H+ se
uvolni z hemoglobinu

- snizena koncentrace HCO3- uvnitr erythrocytu vyvola vstup HCO3-
vymenou za ClI-
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Regulace cytosolického pH ko-transportery

- udrzovani cytoplasmatického pH, odstranovani H+ vznikajiciho béhem
metabolismu
- Na+HCO3- / CI- cotransporter = import 1 Na+ po smeru koncentracniho
gradientu spolu s 1 HCO3-; vymenou za 1 ClI-
importovany HCO3- + H+ = vznika CO2, ktery difunduje z bunek
- Na+/H+ antiporter = 1 Na+
dovnitr / 1 H+ ven
- Na+ nezavisly CI-/HCO3-
antiporter (podobny AE1) =
export HCO3 = snizeni
cytosolického pH (HCO3-
= OH- + CO2)
- aktivita téchto antiporteru
zavisla na pH = kontrola | | |

cytosolického pH Intracelularni pH 6.8 7.2 7.6

100 —

CI"/HCO,4
antiporter

50 — Na'/H*
antiporter

Percent maximal rate

Na*HCO5;/Cl
cotransporter




Osmosa, vodni kanaly a regulace objemu bunky

- Osmosa = pohyb vody z oblasti nizsi koncentrace rozpustenych
latek do oblasti s vySSi koncentraci

- fosfolipidova dvojvrstva - castecne permeabilni pro vodu - vodni
kanaly

- kontrola bunecného objemu: nekteré bunky (napr erythrocyty)
dostanou-li se do hypotonického prostredi - osmoticka lyse x
hypertonické prostredi

- isotonické prostredi - nutné pro udrzeni savcich bunek

- bunky majici bunecnou stenu - umisteni do hypotonického prostredi-
nezvysi se objem, ale vnitrobunecny tlak (turgor)

Vodni kanaly

- urychluji pruchod vody
- ne ve vSech bunkach (napr zabi oocyty jsou odolné proti osmotické lysi)
- AQUAPORIN = tetramer identickych 28 kDal podjednotek

0.5 min 1.5 min 2.5 min 3.5 min
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