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Obecny metabolismus
Membranové kandly a pumpy (12).
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Membranové kandly a pumpy.

Struktura biologickych membran.

Membranové proteiny vyuzivajici hydrolyzu ATP jako pohon pump
pPenosu iontl pres membrdnu.

Ca?* ATPasa sarkoplasmatického retikula svalovych bunék.
Analogicky mechanismus u Na*- K*ATPasy.

Inhibice Na*- K*ATPasy digitalis.

Sekunddrni transportéry.

Specifické kandly pres membrany (napr aquaporiny).



Struktura biologickych membran

Biologické membrany jsou lipidové dvojvrstvy neprostupné pro
ionty a polarni molekuly.

Permeabilita je realizovdna dvéma typy proteinovych molekul:
pumpami a kandly.

Pro Cinnost pump je nutnd energie ATP. Jednd se o aktivni
transport.

Kandly, naopak, umozfiuji volny tok iontu. Ilustruji pasivni
transport nebo tzv. podporovanou (usnadnénou) difizi.
Integrdlni proteiny prochdzeji membradnou a jejich funkci je
mimo jiné, prenos informace z vnéjsi prostredi do buriky.



Bunéénd membrana.
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Endoplasmatické retikulum a dalSi membranové
bunécné struktury.
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Endoplazmatické retikulum (ER).

Endoplazmatické retikulum (ER) je soustava vzdjemné propojenych
miniaturnich membrdnovych cisteren a kandlkd, kterou mizeme najit

v cytoplasmé drtivé vétsiny eukaryotnich bunék. Napojuje se na bunééné
jadro a obvykle i na Golgiho aparat.

Endoplazmatické retikulum zvétsuje vnitrni povrch buriky, coz ma velky
vyznam pro metabolické procesy procesy.

Rozlisujeme ER, na jehoZ vnéjsim povrchu jsou prisedlé ribosomy (drsné
endoplazmatické retikulum), a ER bez ribosomu (hladké endoplazmatické
retikulum). Drsna ¢ast endoplazmatického retikula se specializuje na
syntézu nékterych proteinl a procesy s tim souvisejici, jako

je sklddani téchto proteint a jejich oligomerizace ¢i havésovani jistych
cukernych zbytkl na tyto bilkoviny. V drsném ER také probihd rozklad
Spatné sbalenych ¢i poskozenych bilkovin - mechanismus za to
zodpovédny se oznacuje jako ER-asociovand degradace. Proteind.

V hladkém endoplazmatickém retikulu se odehrdvaji zcela odlisné
procesy - odstrafiovani toxickych Idtek, nékteré ¢asti metabolismu
lipidl a metabolismu hemu. Ddle se mohou z hladkého ER regulované
uvoliovat vdpenaté ionty.



Sarkoplasmatické retikulum

 Velice dulezitd organela svalové
burky.

« Velmi bohaté hladké
endoplazmatické retikulum,
jehoz hlavni funkci je skladovat
vdpenaté ionty, nezbytné pro
¢innost svalu.

« Vyznaceny hydratované
vdpenaté ionty.




Membrdnové proteiny vyuzivajici hydrolyzu ATP
jako pohon pump prenosu iontl pres membranu.
Sarkoplasmatickda Ca?*ATPasa.

Sar'koplasma’rickci Ca?*ATPasa, zkratka SR Ca?* ATPasa .

Enzym tvofi az 80% membranovych pro’relnu SR a hraje
vyznamnou roli pri svalovém stahu, ktery je vyvoldn zvysenou
koncentraci Ca?* v cytosolu.

Uvolnéni svalu je zplsobeno rychlym presunem Ca?* z cytosolu
do SR.

Pumpa udrzuje koncentraéni rozdil Ca?* mezi cytosolem a SR.
Normdlné je koncentrace Ca?* v cytosolu O, 1 uM, v SR 1, 5 mM.

SR Ca*" ATPasa je monomerni 110 kD polypeptid s
transmembrdnovou doménou Citajici 10 o helixd.

Dalsi ¢ast, zhruba polovina molekulove hmothosti, je v cytosolu a
sklddd se ze tFi domén s riaznymi funkcemi: N doména vdze ATP,
P doménu |ze fosforylovat na misté Asp a treti doména
oznacovanad A slouZi jako ovlada¢ (reguldtor) pro doménu N.



Struktura SRCa?* ATPasy.
Kalciova pumpa SR je sestavend z 10 membrdnovych o—helixi
a cytoplasmovou hlavi¢ kou sestdvajici ze trech domén (N, P a A).
Ca?* ionty se vdzi na helixy v membradné.

Mechanismus plsobeni ATPasy P-typu

kP, protoze tvori kli¢ovy fosforylovany
meziprodukt).
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Mechanismus plsobeni ATPasy P-typu.

e




Popis mechanismu pusobeni ATPasy P-typu.

1. Vazba ATP a dvou Ca?* iontt = E, stav.

2. Enzym stépi ATP a prendsi P na Asp. Ca?* musi byt vdzany, aby
doslo k fosforylaci. Fosforylace posune konformaci enzymu do
stavu E,.

3. Prechod od E; k E, zplsobuje, Ze dochdzi k inverzi enzymu,
coz vede k uvolnéni iontl na lumindlni stranu membrany SR.

4. Ve stavu E, -P mad fosforylovany enzym nizkou afinitu k Ca?*.

5. Po odstépeni Ca?* je fosforylovany Asp enzymu hydrolyzovan
a fosfat uvolnén.

6. Enzym bez kovalentné vdzaného fosfatu je nestabilni a forma
E, vraci se zpét do formy E; a tim se cyklus zavrsi.



Podobny mechanismus je uplatiiovan
u Na*- K*ATPasy.

Ve stavu E, jsou vazdny tri Na* a transportovdny pres membradnu
ven z buriky jako disledek fosforylace proteinu ve stavu E,.

Na mista uvolnénych tri Na* iontl jsou z extraceluldrniho
prostoru prendseny dva K.
Oba K* ionty jsou preneseny pres membrdnu do burky. Inverze je

zplsobena hydrolyzou fosforylovaného Asp. Fosfat je uvolnén do
cytosolu.

Koncentrace Na* vné buriky je 143 mM a uvnitr 14 mM.
U K* je koncentrace vné 4 mM a v burice 157 mM.

Energie nutnd pro udrZovani téchto koncentraénich rozdild je asi
42 kJ/mol. Ziskd se hydrolyzou ATP - 50 kJ/mol !ll



Podobné ATPasy mohou transportovat lipidy. Enzymy se
nazyvaji flipasy. Flipasy udrzuji membrdnovou asymetrii tim,
Ze prendseji fosfolipidy z cytoplasmové strany membrany
na stranu vnitrni.

FLIPASA(obraci)

ATP + H,0 ADP + Pi
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Glykosidy z ndprstniku (Digitalis purpurea) inhibuji
Na* - K* pumpu
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Glykosidy z ndprstniku (Digitalis purpurea) inhibuji
Na* - K* pumpu

Rostlinné steroidy jsou silnymi inhibitory Na* -K* pumpy.
Inhibuji v koncentracich 10 nM/L Il

Digitoxigenin a ouabain = kardiotonické steroidy blokuji
defosforylaci formy E, - P ATPasy.

Dogitalis je smés kardiotonickych steroidl ziskanych z
ndprstniku Cerveného (Digitalis purpurea)

Digitalis zrychluje srdeéni stahy - koncentrace Na* se uvnitr
bunky zvysuje. SniZzena hladina Na* vné buriky vede ke zvyseni
vstupu Ca?* sodno-vdpenatym transportérem (vyménikem).
Zvysenad hladina Ca?* vede zvysené kontrakci srdeénich svalu .



(Digitalis purpurea).

Cerveny
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Sekunddrni transportéry vyuzivajici jeden
koncentracni gradient ke tvorbé druhého.

V téchto pripadech jsou termodynamicky nevyhodné (endergonni)

transporty placeny soucasnymi fermodynamicky exergonnimi

prenosy.

Nazyvaji se sekunddrni transportéry nebo kotransportéry.

Jsou klasifikovdany ve dvou skupindch:

A) Antiportéry - transportované latky jdou proti sobé.

B) Symportéry - transportované latky jdou jednim smérem.
Sodno-vdpenaty transportér plasmové membrany zivocisnych bunék

jce 2an’ri ortir - vyuzivajici elektrochemicky gradient Na* k pumpovani
a<" Z bunek.

TFi ionty sodiku jsou transportovany do bufiky na dkor jednoho iontu
Ca®*, ktery je transportovan ven. Energie jde na vrub sodno-draselné
ATPasy (tvori Na* gradient).

Transportér md nizsi afinitu k Ca®* nez Ca®* ATPasovd pumpa, ale
kapacita transportovat Ca?* ven je vétsi.
Transportér mize transportovat 2 000 vdpenatych iontl pres

membranu. Ve srovnadni se 30 Ca?* ionty, které transportuje Ca®*
ATPasova pumpa (za sekundu).



Symporter a antiporter.
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Bakteridlni laktosa permeasa.

Zhruba 160 ze 4 000 celkovych proteint kédovanych v E. coli
genomu jsou sekunddrni transportéry |l

Prikladem je laktosa permeasa.

Je to symportér vyuzivajici protonovy gradient pres membrdnu
E. coli vytvoreny oxidaci energeticky bohatych molekul.
Transportuje sacharidy proti koncentra¢nimu spadu.

Laktosa permeasa md dvé vazebna mista. Jedno pro protony a
druhé pro laktosu.

Po vazbé obou dochdzi k prevrdceni (eversion) a do bakterie se
uvoliiuje nejdrive proton a posléze laktosa.

Transport laktosy proti koncentraénimu spddu je vyvazen
transportem protont koncentracnim spddem |



Laktosa permeasa. Transportér pumpuje laktosu do
bakteridlnich bunék pohdnény proton-motivni silou.

Symport.
Vné mVazba [ kiocY Vazba
H* H* Laktosa
Uvnitr MObr‘aT Obrat“ Vné
Laktosa H* Laktosa

\_/ Uvolnéni

Laktosa

u Uvolnéni  Uvnitr
H+




Prenos energie membranovymi proteiny

Na* - K* ATPasa prevddi volnou energii prenosu fosfatu na volhou
energii gradientu sodnych iontl, Vznikly gradient mize byt
vyuzit pro pumpovdni materidlt do bunék prostrednictvim
sekunddrnich transportérd jako je napr. Na* -glukosovy
symporter. . Na’

ymp Na Ne Na

o Glukosa 3Na® Na*
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Na" - glukosovy sympor"rer .
2 K ADP + Pi
Glukosa
Glukosdyqr  Na' Na* - K* ATPasa

Glukosa




Zalude&ni H*, K* ~ATPasa, podobnd Na*, K*-ATPase
plasmové membrany a SR Ca?* - ATPase SR.

Produkce protoni je zdkladni aktivitou bunééného

metabolismu.

V Zaludku je pH 0,8 az 1,0. Naproti tomu pH Zaludecni

sliznice je 7,4. Pres membranu sliznice je pH gradient 6,6

jednotky pH. To je nevyssi gradient znamy v eukaryotnich
unkach.

Gradient je udrzovan H*, K*-ATPasou. Energie hydrol}'/zy

ATP se vyuziva k pumpovani protonu ze sliznice do Zaludku.

Pri tom se vyménuji K* ionty.

Transport je elektricky neutrdlni. Draselné ionty

transportované do bunék sliznice jsou ihned
transportovany zpét z bunek spolu s chloridovymi anionty.

Timto zplsobem je do Zaludku transportovana HCI.
Je treba pouze malé mnozstvi K* - recyklace.



Specifické kandly pres membrdny

Iontové kandly jsou dalsimi membrdnovymi proteiny s pasivnim
’rr'arﬁpp_r"rmm systémem schopné transportovat ionty az tisickrat
rychleji.

Lontové kandly jsou vysoce sofistikované molekuldrni stroje
schopné se chemicky a fyzikalné ménit a vytvaret tak potrebné
konformacni zmény.

Charakteristické vlastnosti iontovych kanalu:

A) Jsou vysoce selektivni pro ionty. Pr.: prendsi jen Na* a ne K*
lonty.

B) Existuji v otevireném a uzavreném stavu.

C) Zména stavu mezi otevireno a uzavrreno je prisné requlovana.

Rozdéluji se do dvou trid: 1. Kandly Fizené ligandy. 2. Kandly
rizené napetim (Volty).

D) Stav otevreno pokracuje obvykle spontanné do inaktivovaného
stavu.



Relativni permeability vybranych iontovych kandlk.

Na* kandlek K Acetylcholinovy  Cl- kandlek

receptor

Li* 1,00 < 0,01 0,87 < 0,01

Na* 1,00 < 0,01 1,00 < 0,01

K* 0,09 1,00 1,11 < 0,01

Rb*  <0,01 0,91

Cst <001 < 0,08 1,42

NH,+ 0,16 0,13 1,79

Cl- < 0,01 <0,01 <0,01 1,00



Struktura iontovych kandlkd

Jako priklad uvedu tri iontové kandlky podilejici se na prenosu
nervového vzruchu:

A) Ligandem rizeny kandlek

B) Kandlek acetylcholinového receptoru

C) Napétim rizené Na* a K* kandlky vedouci nervové impulzy
Z axonu a neuronu.

Nervové impulzy jsou vedeny pres synapse malymi molekulami
schopnymi difundovat - neurotransmitery.

Acetylcholin je cholinergni neurotransmiter (odvozeny od
cholinu).



Schéma synapse (synaptic cleft - synaptickd mezera,
50 nm). Konec presynaptického axonu je vyplnén
synaptickymi vacky - kazdy obsahuje 10* molekul
acetylcholinu
ervovéhe
impulsu

Presynaptickd
~— membrdna
Synaptické

vac ky Synaptickd
$térbina O H3C
K - HaC |{|+
H,C™ ~0~ 7 “CH,
ACETYLCHOLIN
Postsynaptickd

membrana



Prichod nervového impulzu zapricini, Ze se z 300 vackd
uvolni acetylcholin do mezery.
Koncentrace v mezere se zvedne z 10 nM na 500 uM
v ¢ase milisekund.

Depolarizovana
Polarizovana postsynaptickd
postsynapticka membrdna (0 mV)
membradna (- 75 mV) Na*

;yso ka I[K]
Nizkd | Na’

Acetylcholin

Smér akcniho
potencidlu




Acetylcholin funguje jako ligand

Vazba acetylcholinu na postsynaptickou membrdnu vyrazné zméni
prichodnost pro ionty. Dojde k depolarizaci - béhem 0,1 ms.

Prevaha sodnych iontl depolarizuje postsynaptickou membranu
a vytvari akéni potencidl.

Acetylcholin otevira kationtovy kandlek. Zména v propustnosti
pro ionty je zprostredkovdna acetylcholinovym receptorem.
Acetylcholinovy receptor je ligandem rizeny kandlek.



Membranové kandlky rizené napétim (Volt).

* Nervovy impulz je elektricky signdl produkovany
tokem iontl pres plasmovou membrdnu neuronu.

* VnitPni ¢ast neuronu ma vysokou koncentraci K a
hizkou Na". Tento iontovy gradient je tvoren pumpou
pohdanénou ATP.

* Pri odpocinku je membrdnovy potencidl - 60mV. AkEni
potencidl (nervovy impulz) se vytvori, kdyz je
membranovy potencidl depolarizovan pod kritickou
hranici (z - 60 na - 40 mV). Membranovy potencidl
ziska kladny ndboj béhem milisekundy = + 30 mV.



Membranovy potencidl. Depolarizaci membrany axonu se
vytvori akéni po’rencual Casovd krivka tvorby membrdnového
potencidlu (A); zména ve vodivosti (propustnosti) Na” a K" (B).
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Zmena
-20 vodivosti
-40 Odpoci n.k,ovy'/ K*
6o ﬁ potencidl
-80 — 1 2 3 4
&/W rovhovazny %
potencidl Cas (ms)

v

Cas




Navrt do odpocinkové faze.
Tetrodotoxin jako prostredek studia sodikového
kandlku.

Sodné kandlky se spontdnné zaviraji a draselné se postupné
otviraji.
Draselné ionty putuji ven a tak se membradnovy potenciadl ziskava
zpét negativni hodnotu.
Sodikovy kandlek byl izolovdn z elektrinu tvoricich ¢dsti téla
elektrického Uhore a purifikovdn za pomoci specifického
neurotoxinu - tetrodotoxin. Sodikovy kandlek je protein, jeden
retézec 260 kD.

]

Tetrodotoxin je organickad latka izolovand z ryby fugu vdzici se
na sodikovy kandl s afinitou rovnou K; #1 nM.

Letdlni davka pro dospélého je 10 ng.



), lat.

/’

ni prase

, fugu (ric

Ctverzubec

v

HO

HO

L
O

Tetrodotoxin



Dalsi toxin blokujici sodikové kandlky (saxitoxin).

H,N_ _O
T Y +
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d )—NH,
HN” N7 \U'N



Tetrodotoxin a saxitoxin.
Oba blokuji Na* kandlky. Vazi se jako ligandy na vstup guanidylovou skupinou.
Regulace funkce kandlku ligandem.

Tetrodotoxin

Jed je vytvdren bakteriemi
Pseudomonas a také
bakteriemi Vibrio fisheri
které kolonizuji travici
soustavu ryby. Ryba obsahuje
fléw,rfelnou davku pro cca 30
idi.

Z nezndmé_priciny je genom
¢tverzubcu vysoce kompaktni
bez vmezerenych useku a
diky tomu byl u nékolika
druhu jiz zmapovan.

Saxitoxin

je hlavni soucasti rodiny
chemickych neurotoxinu.

V prirodé jsou prevdzné
produkovany morskymi
obrnénkami, ale byly
identifikgvany i u takovych
organismu, jako je
modrozelend rasa, muriky a
modroprstencova chobotnice.

U lidi dochdzi k intoxikaci

EF‘evginé pozitim Ustric, ve
terych se nahromadily

obrnénky béhem krmeni.



Talir s platky ryby fugu.




Struktura a funkce draselného kanalku.

 Draselnym kandlkem prostupuje jen K*.

« Ostatni kationty I. skupiny periodické tabulky na zdkladé rozdilu
v desolvatacni (hydratacni) energii kandlkem neprochazi (atom K
je dokonce vétsi nez atom Na).

Draselny kandlek je sloZzen ze ¢tyr identickych alfa-helikalnich
podjednotek, konického tvaru s rozsirenim dovnitr buriky.



Polomér a volnd energie hydratace iontu alkalickych

kovdl.
Tont Radius iontu (A) Volnd energie hydratace
(kJ/mol)
Li* 0, 60 - 410
Na* 0, 95 -301
K* 1,33 -230
Rb* 1,48 -213

Cs* 1,69 -197



Energeticky dlvod selektivity iontd.
Energeticka cena desolvatace K' iontu je kompenzovdna
prednostni interakci se selekénim filtrem.

DRASLIK -
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K(OH,), -L K* v K' misté kandlku




Sodny iont je prili§ maly, aby mohl reagovat se selekénim
filtrem. Volnd energie desolvatace nemize byt
kompenzovdna a Na™ neprochazi kandlkem.

//\\

Na’ uvnitr
K* kanalku



Cesta iontl kandlkem (od spodu).
K* putuje 22 A solvatovén (obalen) vodou (modrd). Poté se musi
vody zbavit(volna energie hydratace Il)

a zbylych 12 A putuje kandlkem poutdn karbonyly aminokyselin.




Selekcéni filtr draslikového kanalku.
K* se vdze na karbonyly aminokyselin TVGYC - cozZ je
sekvence selekéniho filtru tvorend v 3 A mezere
kandlku.




Aquaporiny jsou integrdlni membrdnové proteiny

vytvdrejici pory v membradné biologickych bunék.

Za objev aquaporind, jejich
struktury a funkce obdrzel

v roce 2003 Peter Agre
Nobelovu cenu za chemii.
Soucasné s Roderick
MacKinnonem, ktery se zaslouzil
0 objasnéni struktury a funkce
draslikového kandlku.

Peter Agre (* 30. leden 1949) je
americky biolog a chemik

Struktura aquaporinu 1.
Aquaporin je tvoren Sesti
a-helixy. U savcil je zndmo 13
typl aquaporinl. Sest z nich je
v ledvindch.




Schematicky ndkres prichodu molekul vody aquaporinem

Extraceluldrni prostor
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Popis mechanismu prichodu vody aquaporinem.

V dutiné aquaporinu je ar/R (aromatic/arginine) selektivni filtr,
coZ je seskupeni aminokyselin, které zachycuji molekuly vody a
odpuzuji jine molekuly. Timto mechanismem aquaporin selektivné
vdze molekuly vody.

Filtr ar/R tvofi tetrada aminokyselin. Hlavni roli zde hraje
arginin, ktery zeslabuje vodikové vazby mezi molekulami vody
umoZfiujici vodé reagovat s pozitivné nabitym Arg, ktery pusobi
také jako protonovy filtr.



Laktosapermeasa - sekunddrni transportér vyuzivajici
koncentracni gradient k prenosu laktosy.

Laktosapermeasa je sloZzena ze dvou ¢dsti (podjednotek). Kazda
¢dst obsahuje Sest integrdlni a-helixt. Sacharid se ukldda do
kapsy uprostred proteinu dostupné z intraceluldrniho prostoru.
Mechanismem prenosu je symport (laktosa + protony).

Mechanismus je v mnohém podobny ATP-asam P-typu.

Cyklus startuje s obéma polovinami otevirenymi ven z buriky. Prvni
je vazan proton z vnéjsku, uvolni se prostor pro vazbu laktosy.

Laktosu vaze protonizovand forma laktosypermeasy.
Struktura se prekldpi smérem do buniky.

Permeasa uvolfiuje prvni laktosu, ndsledné oddisociuje proton a
cyklus se uzavira preklopenim smérem do extraceluldrniho
prostredi.



Mechanismus laktosapermeasy (symport - H* a laktosa).
VNE Lak'l'osa.
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