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Membrany

Membrany hraji v bunice velmi dulezitou roli. Na povrchu
bunky najdeme cytoplazmatickou membranu, ktera
oddéluju bunku od vneéjsiho prostredi, a zaroven
umoznuje komunikaci a vymeénu latek s timto
prostredim. Membrany, podobné té na povrchu bunky, se
nachazeji i na povrchu vetsiny organel a oddéluji tak jejich
obsah od cytoplazmy (hovorime o tzv. kompartmentaci).

Obecné se membrany skladaji z:

o a) proteinti (mohou se nachazet na povrchu lipidové
dvojvrstvy nebo ji prostupovat)

o b) fosfolipidu (tvofi lipidovou dvojvrstvu)

o ¢) cholesterolu

o d) sacharidova slozka
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Membrana biologicka. [online]. [cit. 2014-08-16]. Dostupné z:
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002_vl/hesla/membrana_biologicka.html
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Proteiny maji roli:

receptoru Membrana Obsah % (w/w)
enzymu proteiny lipidy [sacharidy
transportéru .
_ ] ] myelinova vrstva 18 79 3
iontovych kanalul
jaterni bunka 46 54 3
7 fosfolipidul jsou cervené krvinky 49 43 8
nejCastéji zastoupeny: mitochondrie (vné;jsi) 52 48 2.4
fosfatidylcholin (PC) mitochondrie (vnitfni) 76 24 1.2

fosfatidylserin (PS)
fosfatidylethanolamin (PE)

V mensim mnozstvi mohou byt v membrané zastoupeny dalsSi fosfolipidy, napfr.
fosfatidylinositol (Pl), kardiolipin (CL), sfingolipidy (sfingomyelin a glykolipidy) a
dalsi.

Dalsi dulezitou slozkou membran je cholesterol.

Vzajemny pomeér zastoupeni lipidl a proteinl je rdzny v rdznych typech membran,
napr:

v myelinové membrané je obsazeno 80 % lipidu
ve vnitini mitochondrialni membrané jen kolem 25 %
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Biochemie:Lipidy-Moje chemie. [online]. [cit. 2014-08-16]. Dostupné z:
http://mww.mojechemie.cz/Biochemie:Lipidy
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MEMBRANOVE BILKOVINY

periferni a integralni, lipoproteiny (hydrofobni zbytky na povrchu)
nesymetricke ulozeni: vng¢jsi ¢ast glvkosvlovana

funkce: transportni systemy (specificky)
membranove enzymy:

- specificke funkce

- nespecificke (slaba interakce mnoha

enzymu s membranou)
mechanicke funkce:

- zachovani tvaru (membranovy skelet)

- pohyb (bic¢iky)

- klathrin (zajiSténi endocvtosy)
receptory (membranove bilk. schopne specificky vazat
informacni latky a v dusledku toho zménit konformaci a

funkci)
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‘ Fluidne-mozaikovym modelem

Struktura biomembran je popisovana fluidné-mozaikovym modelem. Tento model
predstavuje membranu jako dvojvrstvu fosfolipidl, v niz jsou zabudovany
membranové proteiny, pficemz:

= polarni ,hlavy" fosfolipidli jsou vystaveny na obou povrsich membrany

= nepolarni zbytky mastnych kyselin jsou orientovany do vnitini €éasti membrany

Copyrighl © Thes MoGraw-Hill Companivs, b, Peron ssio s recuired (G reprodudtion or display.
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Fluidita membrany

Fluidita membrany zavisi na slozeni membrany a teploté. Rigidni struktura lipidové
dvojvrstvy je udrzovana predevsim interakcemi mezi hydrofobnimi retézci mastnych
kyselin. Pfi nizké teploté jsou lipidy v membrané ve struktufe podobné gelu, jejich mobilita
je omezena. Pri zvySeni teploty dochazi k pfechodu fetézcl z uspofadaného stavu, ve
kterém k sobé tésné pfiléhaji, do neusporadaného, fluidniho, stavu. Teplota, pfi které k
této zméné dochazi, se nazyva prechodova teplota Tm.

Sila interakce zavisi na délce fetézce mastné kyseliny. Nenasycené mastné kyseliny s
cis-konfiguraci zvysuji fluiditu membrany tim, ze snizuji kompaktnost interakci.

Fluidita membrany je téZ modifikovana cholesterolem:

Mpfi teplotach nizSich nez Tm, cholesterol interferuje s interakcemi hydrofobnich fetézcu
a zvysuje tak fluiditu membrany

Hpfi teplotach vyssich nez Tm je fluidita membrany cholesterolem snizovana, protoze
cholesterol je rigidnéjsi strukturou

Fluidita membrany je pro buriku dulezita z mnoha divodd, napf. umoziuje membranovym
proteinum rychle difundovat v roviné membrany a navzajem interagovat (napfiklad pfi
bunécéné signalizaci).
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Pohyby fosfolipidu

Fosfolipidy se v membrané bez omezeni pohybuji lateralné a otaceji se
kolem své osy.

Kazda z vrstev ma jiné lipidové slozeni.

Plazmatické membrany vykazuji vétsi asymetrii ve fosfolipidovém slozeni nez
membrany ER. Ve vnéjsi membranoveé vrstvé prevazuje PC a sfingomyelin,
zatimco ve vnitrni vrstvé se nachazi hlavné PS a PE.

Fosfolipidy maji tendenci vyrovnavat asymetrickou distribuci mezi vrstvami
(angl. scrambling). Obecné je tento proces velmi pomaly a zalezi na typu
lipidu, na struktufe a polarité hlavi¢ek, hydrofobicité acylovych fetézcu a
seskladanilipidu ve dvojvrstvé. V zivych bunkach je vsak ,scrambling"
akcelerovan fuzovanim a odstépovanim vesiklu. Proto musi byt asymetricka
distribuce aktivné udrzovana pomoci proteint, které lipidy translokuiji.

Dosud byly identifikovany tfi systémy kontrolujici distribuci lipidi obou vrstvach,
jedna se o:

flipasy (téz nazyvané aminofosfolipidtranslokasy) specifické pro translokaci PS
a PE z vngjSi do vnitfni vrstvy

flopasy zodpovédné za translokaci lipidu z vnitfni vrstvy a

skramblasy translokujici fosfolipidy nespecificky v obou smérech
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Flipasy a flopasy jsou ATP zavislé, zatimco skramblasy jsou na
ATP nezavislé, avSak vyzaduji pfitomnost Ca?*. V apoptickych
bunkach je skramblasa aktivovana jinou drahou.

Flopasy patfi do rodiny proteint oznacovanych jako ABC
transportéry (ATP-binding cassette transporters). Puvodné byly
charakterizovany jako latky zodpovedné za mnohocetnou Iékovou
rezistenci (MDR, multidrug resistance) v nadorovych bunkach,
posléze byla popsana rfada fyziologicky vyznamnych funkci téchto
proteinu (viz kapitola membranovy transport).

Flipasy patfi do rodiny tzv. ATPaz P-typu a radi se do podrodiny
4 (viz kapitola membranovy transport). Od klasickych ATPaz
(které jsou pumpami pro ionty) se lisi tim, ze translokuji lipidy.

Skramblasy jsou nespecifické vuci druhu lipidu a transportuji
lipidy v obou smérech. Jsou stimulovany intracelularni hladinou
vapniku.

Biochemie-5-Membrany 10



Membranové proteiny

konec integralniho proteinu povrchové proteiny

N

O

Cytoplazmaticka membran:

1
MK

konec integralniho proteinu Alfa-helix (»nepolarni) fetézec

Membranové proteiny. [online]. [cit. 2014-08-16]. Dostupné z: http://pravou-
predni.blog.cz/1403/membranove-proteiny
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Membranoveé proteiny

Membranové proteiny mohou byt v membrané umistény riznym zplsobem.

Integralni membranové proteiny jsou zabudovany do membrany, nemohou
podléhat flip-flop pfeskupeni. Nékteré maji karboxylovy i amino-konec na jedné
strané membrany, jiné maji kazdy konec molekuly na jiné strané membrany,
Castéji karboxylovy konec na cytoplazmatické strané. Nékteré
membranové proteiny obsahuiji jediny transmembranovy usek, tvoreny alfa-
helixem s hydrofobnimi aminokyselinami, jiné membranoveé proteiny maji vice
transmembranovych useku, které nékolikrat prostoupi membranou.

Periferni mebranové proteiny jsou vazany pouze na povrchu membrany a
mohou byt snadno odstranény bez poruseni lipidoveé dvojvrstvy. Mnoho
perifernich proteinl je k membrané vazano lipidovymi kotvami.

V souvislosti s nize zminénymi rafty lze proteiny rozliSit na ty, které jsou
soucasti rafti, a ty, které lezi mimo né a dale proteiny, které se pohybuji
vné i uvnitr raftu.

Mikrodomény

V lipidovych membranach se nachazi specializované struktury obecné
oznacovaneé jako mikrodomény, které maiji rizné fyziologickeé funkce.

Mikrodomény jsou dvojiho typu: rafty, kaveoly
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Lipidové rafty se nachazi v cytoplazmatické membrané. Jsou to dynamicka uskupeni
cholesterolu a sfingolipidl chovaji se jako ,plovouci plosiny" v membrané.

Lipidova dvojvrstva raftu je asymetricka:
vnéjSi vrstva membrany je bohata na sfingolipidy a glykosfingolipidy
vrstva pfivracena do cytoplazmy obsahuje pfevahu glycerofosfolipid

Mezi lipidy je interkalovan cholesterol, u které se predpoklada, Zze udrzuje komponenty raftd
pohromadé. Soucasti raftu jsou i proteiny, ¢asto glykosylované, acylované nebo prenylované.
Rafty maiji pradmér kolem 50 nm, cozZ odpovida poctu pfiblizné 3500 molekul sfingolipidd. Po
specifickych fyziologickych stimulech mohou rafty asociovat do vétsi celku. Distribuce rafta v
membrané zavisi na typu bunky. Pfedpoklada se, ze rafty pokryvaji vice nez polovinu membran.
Lipidové rafty hraji centralni roli v mnoha bunéénych procesech:

tridéni a smérovani protein(

polarizace bunék

procesu signalni transdukce ad.

Nékteré viry vyuzivaji rafty ke vstupu do hostitelskych bunék (ebola virus, HIV, Marburg virus).
Rafty hraji rovnéz roli v tzv. prionovych onemocnénich a vzniku Alzheimerovy choroby.

Kaveoly jsou malé invaginace na povrchu cytoplazmatickych membran pozorovatelné
elektronovym mikroskopem. Nékteré bunky, napf. adipocyty, endotelové buriky a bunky
hladkého svalu jich maji zna¢ny pocet.

VétSina z nich obsahuje protein kaveolin, ktery se pravdépodobné ucastni jejich premény z raftu.
Podobné jako rafty, jsou i kaveoly dynamické struktury. Proteiny obsazené v kaveolech jsou
Casto slozky signalnich bunéénych drah (napf. inzulinovy receptor a nékteré G-proteiny ad.)
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—e 2§

i

©® ©

Schéma lipidového raftu A Intracelularni prostor (cytosol) B Extracelularni
prostor nebo lumen vesiklu/Golgi aparatu 1. Bézna lipidova dvojvrstva
(neraftova membrana) 2. Lipidovy membranovy raft 3. Transmembranovy
protein asociovany s lipidovym raftem 4. Neraftovy membranovy protein 5.
Glykosylacni modifikace (na glykoproteinech a glykolipidech) 6. GPI-
zakotveny protein 7. Cholesterol 8. Glykolipid
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Struktura myelinu

Myelin je zvlastni vicevrstva membranova
struktura tvorfena lipidy a proteiny.
Myelinové pochvy

vznikaji z vychlipek:
= oligodendroglie (v CNS)
= Schwannovych bunék (v periferii)

Tyto vychlipky v mnoha vrstvach obtaceji usek
axonu. Sbaleni vrstev je tak tésné, ze
puvodni extra- a intracelularni prostory jsou
stézi rozeznatelné. Myelinové membrany
obsahuji cca 80% lipidt, kolem 16% z nich
tvofi cerebrosidy, z nichz hlavni je
galaktosylcerebrosid. Naopak sfingomyelin
je zde obsazen priblizné ve stejné
koncentraci jako v jinych membranach (7%).
Cholesterolu je kolem 30 %.

Wikipedie: Myelin. [online]. [cit. 2014-08-16]. Dostupné z: http://cs.wikipedia.org/wiki/Myelin
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Mozek syntetizuje velmi dlouhé mastné
kyseliny (vice nez 20 uhlikt), mezi
jejichz fetezci vznikaji velmi tésné
hydrofobni vazby, které udrzuji tésné
sbaleni myelinové vrstvy. Vrstvy
myelinu jsou poutany interakcemi lipid-
protein a protein-protein. Jejich
preruseni vede k poruse myelinove
VIstvy.

Hlavnimi proteiny v CNS jsou
proteolipidovy protein (PLP) a bazicky
protein myelinu (MBP encefalitogen).
PLP je velmi hydrofobni protein, ktery
tvori velké agregaty a je velmi resistentni
vuci proteolyze.

MBP je rodina proteind, na rozdil od PLP
jsou dobre rozpustné ve vode a snadno
extrahovatelné

z membrany. MBP se nachazi na
cytoplazmaticke strané myelinové
membrany.

Nejznameéjsi choroba spojena s
demyelinizaci nervovych viaken je
sklerosa multiplex.

Biochemie-5-Membrany
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What is myelin?: Sumit Punnakari. [online]. [cit. 2014-08-16].
Dostupné z: http://spunnakari.wordpress.com/2013/02/14/what-

is-myelin/
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Membranovy transport

Povaha lipidoveé dvojvrstvy vyznamne omezuje transport molekul
pres membrany.

Anorganickeé ionty nebo polarni organické molekuly
nemohou membranou prochazet, protoze jsou obklopeny
hydratacnim obalem a jsou odpuzovany hydrofobnim
charakterem vnitrni ¢asti membrany.

Makromolekuly jako napf. bilkoviny nebo nukleové kyseliny
nemohou membranami prochazet vzhledem ke své velikosti a
naboji. Pro vetSinu latek proto existuji specialni transportni
systémy, které umozni jejich transport pres membranu.
Molekuly a ionty se mohou spontanné membranou pohybovat
ve sméru koncentraéniho spadu procesem difuze nebo
usnadnéné difuze. Pro transport v opachém sméru je tfeba
dodat energii a proces se pak oznacuje jako aktivni transport.

Biochemie-5-Membrany 18



Nespecificka permeace (prosta difuze)

Lipidova dvojvrstva je volné prostupna pouze pro vodu a malé nenabité molekuly

jako 02, CO2, NO, CO, N2. Pfes membranu snadno prochazi také mensi
hydrofobni molekuly, které nereaguji s vodou, napf. steroidni hormony.

V nékterych membranach, napriklad ve vnéjSi mitochondrialni membrané, jsou
obsazeny péry tvorené bilkovinami a t€mi mohou prochazet malé polarni
molekuly. Pro vétSinu membran je vSak pasivni difuze limitovana jen na malé

hydrofobni molekuly.
@ ® @ Extracellular space

s R R

Intracellular space

TIMEEEE

Wikipedie: Difuze. [online]. [cit. 2014-08-16]. Dostupné z: http://cs.wikipedia.org/wiki/Difuze
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Usnadnena difuze

= Prenasecovy transport

= po koncentraCnim spadu, energie z gradientu,

= rychlejSi nez prosta difuze, specificka pro prenasenou molekulu
= Km, Tm, saturaéni kinetika

= 3 typy: iontové kanaly, uniportovy systém, kotransportery

=]

Vmax

2V,

1 — prosta difuze
2 — usnadnéna difuze

UVOD: PASSIVE TRANSPORT. [online]. [cit. 2014-08-16]. Dostupné z:
http://xarguon.jcu.cz/edu/uvod/O6transport/062passive/transport_passive_rate.htm
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Prenasecovy transport

Pro usnadnéni transportu hydrofilnich latek pfres membranu jsou vyuzivany dva typy
proteinovych systéemu:

a) kanaly

b) transportni molekuly

Tabulka 1 - Klasifikace kanalu

Trida Priklad

Kanaly regulované napétim Na* kanal

Kanaly regulované ligandy acetylcholinovy receptor

Kanaly regulované cAMP Cl~ kanal

Dalsi kanaly kanaly regulované zvukem, teplem, tlakem...

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 62.

Transportéry by bylo mozné rozdélit:
a) transportéry pro pasivni transport (usnadnénou difuzi)

b) transportéry pro aktivni transport

a. transportéry pro primarni aktivni transport (pfenos spfazen s redoxni reakci)
b. primarni ATP-asy

c. ABC transportéry (rovnéz jedna ze skupin primarniho aktivniho transportu)
d. transportéry pro sekunardni aktivni transport
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lontové kanaly

Integralni proteiny v membranach mohou vytvaret kanaly a pory
usnadnuji translokaci molekul nebo iontu pfes membranu. Latky se
pohybuji kanalkem ve smeéru koncentracniho spadu. Kanalové
proteiny na sebe nevazou ani nevy€lenuji molekuly nebo ionty, které
prenasi. Jejich specifita je omezena na velikost a naboj latek.

Pratok kanalem muze byt inhibovan a muZze byt regulovan radou
mechanismu.

Kanaly otvirané zménou napéti

V excitabilnich burnkach, jako jsou nervové a svalové buriky, jsou
kanaly, které se otviraji na zakladée zmény membranového potencialu.

© ©
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Obrazek (kanal otvirany zménou napéti): Po té, co nastane zména akéniho potencialu, dojde
k otevrieni kanalu a k prachodu napfr. ionti do nebo z buriky.

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 64.
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Ligandem otvirané kanaly

= Kanal se otevira po navazani malé signalni molekuly (ligandu).
Nékteré kanaly jsou otevirany extracelularnimi ligandy, jiné
intracelularnimi ligandy.

= Ligand neni kanalem transportovan. Prikladem je acetylcholinovy
receptor nikotinového typu. Po navazani acetylcholinu se otevira kanal
pro sodne ionty.
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cytosol

Obrazek (acetylcholinovy receptor nikotinového typu): Po navazani
ligandu, dojde k otevreni kanalu.

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 64.
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Akvaporiny

Akvaporiny jsou membranové kanaly pro vodu, které jsou rozhodujici pro
obsah vody v burnkach. Jsou to malé hydrofobni integralni membranové
proteiny. Jsou nepropustné pro nabité molekuly, v€etné protonu. Nepropousti
tedy ani ionty H30+. V membranach jsou usporadany do tetrametru, kazdy z
monomeru je kanalem pro molekuly vody. Kazdy monomer se sklada ze Sesti
membranovych a-helikalnich domén, obsahujicich por pro vodu.
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Obrazek (prurez akvaporinového kanalu)

Kanal ma tvar presypacich hodin, v misté ziuzeni ma pramér kolem 2,8 A,
coz limituje velikost molekul, které mohou prochazet. Molekuly vody prochazi
kanalem jednotlive.

Specificnost kanalu k vodé je dale ovlivnéna kladné nabitymi zbytky
argininovych molekul v misté ziGzeni, které vytvari bariéru pro pruchod
kationtu.

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 64,65.
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a) lonofory (transportni antibiotika)

lonofory jsou latky, které usnadnuji transport anorganickych
ionth pres membrany. Jsou produkty bakterii a jsou to latky s
relativné nizkou molekulovou hmotnosti.

Déli se do dvou zakladnich typu:

a) lonofory typu gramicidinu
Gramicidin je peptid tvoreny 15 aminokyselinovymi zbytky. V
membranach tvofi B-helix, ktery muze dimerizovat a vytvorit
kanal s primérem kolem 5A. Polarni zbytky sméfuji do nitra
kanalu, nepolarni zbytky jsou v kontaktu s membranou. Kanalem
muze prochazet voda a jednomocné kationty, avSak ne
anionty.

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 65.
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b) lonofory typu valinomycinu

Valinomycin je cyklicky peptid, ktery ve svém

stfredu vaze K+. Po navazani ion kovu ztraci

molekuly vody, které jej hydratovaly, a snadno
prostupuje membranou.
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Obrazek (Valinomycinovy ionofor): K* se navaze na valinomycin, ztrati molekulu vody a
Je prenesen na druhou stranu membrany. Po té se valinomycin vraci zpeét.

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 66.
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Mezeroveé spoje (gap junctions)

Gap junctions (nexusy) se nachazi v cytoplazmatickych membranach
zivocisnych bunék. Jsou tvofeny transmembranovymi kanaly — konexony,
které vytvari kanal mezi dvéma burnkami. Konexon v plazmatické membrané
jedné burniky navazuje na konexon v membrané sousedici bunky.

Konexon je tvofen je tvofen hexamernim proteinem konexinem. Pramér
otevieného péru je kolem 1,2-2 nm. Kanaly prochazi voda spolu s dalSimi
latkami, jako jsou ionty nebo malé molekuly, ne vSak makromolekuly. Gap
junctilgns tvorené riznymi konexiny mohou vykazovat riznou specifitu pro
roztoky

Kanaly jsou normalné oteviené. Uzaviraji se pri zvyseni hladiny Ca2+ v
cytoplazme, zméné metabolismu, zméné membranového potencialu nebo
zméneé pH.

Nékteré gap junctions mohou byt kontrolovany fosforylaci konexinu.

konexon konexon - pFicny Fez konexon — pFiény Fez

konexin

otevieni kanalu@®) uzavieni kanalu @ B3

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 66.
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Membranoveé transportni proteiny

Transportni proteiny katalyzuji pfenos molekul nebo iontu pfes membranu
navazanim a fyzikalnim transportem pres membranu. Rychlost transportu je
vyssi nez pri prosté difuzi. Na rozdil od proste difuze, transport vykazuje
saturacni kinetiku. Pro transportér mize byt stanovena Vmax i Km. Vétsina
transportéril ma vysoky stupen strukturni specifity k substratu.

Proces transportu je charakterizovan Ctyfmi fazemi:
a. rozpoznani solutu transportérem

b. translokace solutu pfes membranu

c. uvolnéni solutu transportérem

d. navrat transportéru do puvodniho stavu

Pfi rozpoznani solutu transportérem se uplatriuji obdobné interakce jako pfi
rozpoznani substratu enzymem. Na transporteéru je specifické vazebné misto
pro solut. Translokace vyzaduje konforma€ni zménu transportéru po
navazani solutu. Zménou konformace transportéru je transportovana molekula

posouvana pfes membranu.

Pfi transportu je prenasena:
a) jedna latka v daném sméru (uniport) b) dvé latky ve stejném smeéru
(symport)
c) dvé latky v opaném sméru (antiport)
V nékterych pripadech probiha transport i proti koncentranimu spadu, v
takovém pfipadé vyzaduje energii.
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Energetika transportu

Smér membranového transportu z ,vné (o) dovnitr (i): AG = Gi — GO

Pro elektroneutralni molekuly: AG = RTIn ci/c0
Pro ionty: AG = RTIn ci/c0 + zFAy, kde Ay = wi- w0

Pasivni transport probiha, pokud AG ma zapornou hodnotu,

transportovana latka se prenasi bez dodani energie.

Je-li AG positivni, prubéh transportu vyzaduje dodani energie a
proces se oznacuje aktivni transport (pumpa). Energii pro aktivni
transport mohou poskytnout ruzné reakce. U zivoCichu se nejCastéji
jedna o stépeni ATP nebo vyuziti elektrochemického gradientu.
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Regulace &innosti enzymu. [online]. [cit. 2014-08-16]. Dostupné z: http://orion.chemi.muni.cz/e_learning/=Texty/29-
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‘ Pasivni transport (usnadnena difuze)

= Prikladem jednosmérného pasivniho transportu je translokace glukosy pomoci
glukosovych transportérﬁ typu GLUT.
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Obrazek ( Transpon‘er typu GLUT)

= Prikladem pasivniho antiportu je transportér pro vyménu Cl- a HCO3-v
membrané erytrocytu. Znacny pocet transportérd, které prenaseji latky symportem
nebo antiportem ve sméru koncentracniho spadu se nachazi v mitochondrialni

membrané.
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NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 67.
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Aktivni transport

Pri aktivnim transportu je transportovana latka prenasena proti
koncentra€nimu gradientu, pricemz vznika jeji chemicky nebo
elektrochemicky gradient. Obdobnée jako pasivni transportéry, jsou i
aktivni transportery charakterizované saturacni kinetikou, specifitou
vlcéi prenasené latce a moznosti inhibice.

Pfi primarnim aktivnim transportu je potrebny zdroj energie. U
zivoCisnych bunék je to nejcasteéji ATP. Transportéry jsou pak také
nazyvany ATPasy, vzhledem k tomu, ze ATP je béhem translokace
hydrolyzovano. Transportni protein je do¢asneé fosforylovan, ¢imz
dochazi ke zméneé jeho konformace, ktera umozni translokaci latek.

Pri nepfimeém aktivnim transportu je vytvoren koncentracni gradient
iontu aktivnim transportem a jiny transportér vyuziva energii tohoto
gradientu k prenosu dalsi latky.
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Primarni aktivni transport

Jsou znamy tfi rodiny primarnich aktivnich ATPas, které jsou
klasifikovany jako P-, V- a F- typ.

Transportéry P-typu jsou fosforylovany a defosforylovany béhem
transportu Na+,K+, Ca2+ apod. Je znamo kolem 300 ¢lenu této rodiny.

Transportéry V-typu (v-vakuolarni) jsou protonové pumpy,
zodpovédné za acidifikaci vnitrniho prostredi lysosomu, endosomii,
Golgiho a sekretornich vesikulu.

F-typy transportéru jsou pfitomny v mitochondriich, chloroplastech a
bakteriich. Translokuji protony na ukor hydrolyzy ATP, avSak
syntetizuji ATP pri fungovani v opacném smeru, tj. pfi transportu
protond po koncentracnim gradientu.

ABC transportéry jsou zvlastni superrodina ATP-zavislych
transportéru.

Biochemie-5-Membrany
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Tabulka 2 - Prehled typt ATPas

Typ ATPasy Priklad Lokalizace Funkce
F L . }
L H*-ATPasa mitochondrialni membrana syntéza ATP
(faktor sprazeni)
Vv . ) transport H*, acidifikace
L H*-ATPasa lysozomalni membrana L
(vakulorani) prostredi
- Ca?*-ATPasa plazmaticka membrana transport Ca?
) ; o , tvroba elektrochemického
(aktivované Na*/K*-ATPasa plazmaticka membrana _
) gradientu Na* a K*
fosforylaci) _ , e =
H*/K*-ATPasa plazmaticka membrana acidifikace lumen zaludku
export hydrofobnich
P-glykoprotein plazmaticka membrana xenobiotik/Iékd ven
z bunnky
ABC t rt cholesterol
, , ransport cholesterolu
(ATP-binding ABCA1l plazmaticka membrana P .
- - z bunek do HDL
cassette)

CFTR plazmaticka membrana transport Cl-
transport antigenu

TAP endoplazmatické retikulum
z cytoplazmy do ER

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 68.
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Ca2+ ATPasy.

Ca2+ je vyznamnym druhym poslem v burikach. Zmény jeho koncentrace
reguluji fadu vyznamnych intracelularnich déja.

Klidova koncentrace Ca2+ v bunce je kolem 0,1 pmol/l, zatimco koncentrace
extracelularniho Ca2+ je 104-krat vétsSi. Koncentrace Ca2+ v cytoplasmé se
zvysSuje uvoliiovanim Ca2+ z endoplazmatického (sarkoplazmatického)
retikula nebo doCasnym otevienim Ca2+ kanalu v plazmatické membranég,
kterymi do bunky proudi vapenaté ionty. Aby byla znovu ustavena nizka
koncentrace vapenatych iontu v cytoplazmé, je vapnik aktivné transportovan
dvéma rliznymi ATPasami:

jedna prenasi Ca2+ zpét do lumen endoplazmatického retikula
druha pfenasi Ca2+ ven z cytoplazmy pres plazmatickou membranu.

tenss e R bomen
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NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 69.
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Obé Ca2+-ATPasy jsou transportéry P-typu — jsou fosforylovany
ATP na aspartatovém zbytku.

V kosternim svalu je Ca2+-ATPasa sarkoplazmatického retikula
(SERCA) zapojena do cyklu kontrakce a relaxace a tvofi 1/3
povrchu membrany. Je tvorena jedinym proteinem, ktery obsahuje
10 transmembranovych helixt. Po navazani vapniku se na
transportér vaze ATP,

Svalova Ca2+-ATPasa hraje téz roli pfi produkci tepla. Ca2+ se
vaze na ATPasu, nasleduje hydrolyza ATP, avsak tim, ze nedojde k
translokaci katlontu se energie hydrolyzy ATP uvolni formou tepla.
Produkci tepla zvyéuje maly peptid sarcolipin
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Na+/K+-ATPasa.

= Cytosol zivoCiSnych bunék obsahuje K+ ionty v koncentracich asi 20-krat
vyssich nez extracelularni tekutina. Naproti tomu extracelularni tekutina
gbgih uje Na+ ionty v koncentracich asi 10-krat vyssich nez uvnitr
unky.
= Tento koncentracni gradient je udrzovan ucCinkem Na+/K+-ATPasy.
Transportér vyuziva energii St€peni ATP a transportuje 3 Na+ ionty ven z
buniky a 2 K+ ionty do bunky.

2K*

EXTRACELLULAR

+Pi . . . .
ATP ADP +Pi Biological Membranes and Membrane Transport Mechanisms. [online]. [cit. 2014-08-16].
Dostupné z: http://themedicalbiochemistrypage.org/membranes.php
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= V parietalnich bunkach Zaludku se nachazi H+/K+-ATPasa.

= Tento transportér prenasi H+ ionty z cytoplasmy parietalnich bunek,

kde je jejich koncentrace kolem 4.10-8 mol/l do lumen zaludku, kde
je koncentrace H+ kolem 0,15 mol/l.

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 69.
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ABC-transportéry (ATP binding cassettes)

= Jedna se o nadrodinu transmembranovych proteinu, které maji
doménu pro vazbu urcitého substratu a doménu vazici ATP.
Vazebné misto pro ligand je obvykle limitovano pro jednotlive typy
molekul.

= Latky mohou do kanalu vstupovat z nitra buniky a také z membran.
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Biochemie-5-Membrany 38



Je znamo obrovské mnozstvi ABC transportéru. Lidsky genom
obsahuje nejméné 49 genu pro ABC transportéry.

ABC kasety u savcu mohou byt jak v plazmatickych, tak v
intracelularnich membranach a umoznuji pfenos rtiiznych typu lipidt
(fosfolipidu, dlouhych mastnych kyselin, Zlu¢ovych kyselin,
cholesterolu), peptidu, raznych toxickych organickych molekul a
chemoterapeutik. U bakterii jsou ABC kasety vsestranngjsi,
prenasiiionty, tezké kovy, sacharidy, aminokyseliny, peptidy,
proteiny, vitaminy a dalsi. ABC pumpy jsou vétSinou
jednosmeérné.
VSechny ABC transportéry obsahuji nejméneé ¢Etyri
charakteristické strukturni domény:

_I dvé domény vazici ATP, ktera se také oznacuje jako NBD
(nucleotide binding domains)

| dvé transmembranové domeény TMD (transmembrane domains)
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Eukaryontni ABC transportéry jsou exprimovany bud jako dimery
nebo jako jednotlivé polypeptidy obsahujici vSechny ¢étyri
domény. Strukturni rozdily mezi jednotlivymi podskupinami ABC
transportérl jsou dany predevsim v oblasti TMD a pravdépodobné
reflektuji velkou diverzitu v substratové specifiteé.

Geny pro ABC transportéry jsou v genomu velmi rozsireny a jsou
mezidruhove vysoce konzervovany, coz indikuje, ze existovaly jiz na
poCatku evoluce eukaryontu. Geny jsou déleny do podrodin na
zakladé podobnosti ve strukture genu a homologie v NBD a
TMD. U savcu je rozliSovano sedm genovych podrodin (ABCA,
ABCB, ABCC, ABCD, ABCE, ABCF, ABCG), z nichz pét bylo
nalezeno | u Sacharomyces cerevisiae.

Jednou skupinou proteinu podrodiny ABC transportéru u Cloveka
Jjsou P-glykoproteiny. Jsou znamy tim, ze odstranuji z bunéek
celou fadu xenobiotik. Pfi jejich zvySené expresi u nadorovych
bunek, dochazi ke zvysene rezistenci na leCbu chemoterapeutiky.
Jsou kodovany skupinou genu, které se oznacuji jako MDR geny
(multidrug resistance genes). Glykoproteiny, ktere jsou produktem
téchto gendu, jsou také oznacCovany jako MRP proteiny (multidrug
resistance proteins).
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Jako prvni P-glykoprotein zodpovédny za mnohocCetnou resistenci
vuci lekim (multidrug resistance) byl popsan ABCB1 transportér
(MRP1), postupné vsak bylo zjisténo, ze za resistenci vici lekim
odpovidaji i dalsi ABC transportéry (MRP3,MRP4 ad.).

Jiné P-glykoproteiny zodpovidaji za transport fosfolipid,
cholesterolu a zlu€ovych kyselin pres kanalikularni plasmatickou
membranu hepatocytl. DalSi MRP proteiny zajistuji eflux latek
konjugovanych s glutathionem, sirovou kyselinou a
glukuronaty. Jiny z P-glykoproteint odpovida za transport
glukuronidu bilirubinu z jaterni buniky do Zluce.
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Sekundarni aktivni transport
Kotransport

= VelmirozSifeny je kotransport latek se sodnymi ionty. Elektrochemicky
gradient Na+ iontu je zde zdrojem energie pro transport aminokyselin, cukru,
iontl a dalSich malych molekul.

= Prikladem je transportér Na+/glukosa (SGLT).
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Obrazek (Transportér Na+/glukosa)

lonty Na+ se vazi na transportni bilkovinu soucasne s glukosou. Po
zmeéné konformace bilkoviny jsou glukosa i sodné ionty prenaseny
pres membranu. Na+ ionty se pohybuji po koncentracnim spadu,
glukosa je prenasena proti koncentracnimu spadu.

Gradient iontu Na+ se obnovuje ucinkem Na+/K+-ATPasy, ktera
sodne ionty transportuje ven z bunky vymenou za K+. Tento typ
transportéru se nachazi napf. v membrane bunék stfevniho
endotelu nebo v ledvinnych tubulech. Obdobnym zpusobem jsou
transportovany také aminokyseliny z lumen tenkého streva nebo
ledvinnych tubult nebo jodidové ionty do bunék §titné Zlazy.

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 71.
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Antiport

U pump spojenych s antiportem difunduje ridici ion
do bunky v jednom smeru a poskytuje energii pro
transport molekul nebo iontu v opacném sméru.
Prikladem je antiport Ca2+/Na+ sprazeny s Na+/K+-
ATPasou v membrane myocytu.

1= n ..... U uwn

Obrazek (Antiport Ca2+/Na+ sprazeny s Na+/K+-ATPasou)

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 72.
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= Chlorido-bikarbonatovy transporter

Figure 10-20 Chlorido-bikarbonatovy
transportér erytrocytarni membrany
dovoluje vstoupit a vystoupit HCOj
beze zmény transmembranoveho
elektrického potencialu. Roli tohoto
Clunkového systému je zvySeni
kapacity pfenosu CO, v krvi.

Chapter 10: Biological Membranes and Transport. [online]. [cit. 2014-08-18]. Dostupné z:
http://www.bioinfo.org.cn/book/biochemistry/chapt10/bio3.htm
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