Cytoplasmaticka membrana a membranovy
transport



Plasmodesmata. PM- plasmaticka membrana, ER endopl. retikulum



Slozeni cytoplazmatické membrany

vyssi procento glykosylovanych a
esterifikovanych sterolu

chybi sfingomyeliny

Kys. palmitovou,linolovou a linolenovou
 ZivoCisné bunky

Kys. palmitovou, olejovou, stearovou a

arachidonovou



Cholesterol Camposterol Sitosterol Stigmasterol
OH OH OH OH Hydrophilic
Hydrophobic
/
zivocCisny

Rostlinné steroly



Qutside cell

Fatty acid-anchored proteins Yl | II "Pren§p1d—anchored protein |

s aAnNs N

Myristi.c
acid Il

' Geranylgeranyl Il WV )V E/e
C20 .'I (. i | \ | A/ [

0000 0000000004

| | Cytosol
CH,

Arn_lde,
bond




Membranovy transport

generovani turgoru

zajiStovany vysokym osmotickym potencial akumulaci soli, zejména
KCI

cerpani zivin, jako je amoniak, nitraty, fosfaty a sirany, v€etné
stopovych prvku

distribuce metabolitu: sacharosa-a‘aminokyseliny vytvarené v
autotrofnich Castech rostliny jsou*distribuovany floémem
kompartmentizace metabalitt

v mitochondriich na rozdil.od cytosolu je vysoka hladina ADP/ATP a
NADH/NAD* — specificky transportni systém provadgjici export ATP
a NAD* z mitochondrii

pfemény energie probihaji v membrané mitochondrii a chloroplastu

prenos signalu: od membrany do cytosolu a jadra bunky
zprostredkovany latkami typu druhého posla
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Role H*ATPas

generuje protonmotivni silu vyuzivanou-dalSimi mechanismy
sekundarniho transportu

reguluje acidobazickou rovnovahu eytosolu, ktera se pohybuje v
oblastipH 7.3-7.5

pH optimum ATPasy = 6.6 — pokud pH v cytosolu poklesne k 6.6
zvysSena aktivita enzymu =«intenzivnejsi alkalizace cytosolu

Aktivita H*-ATPasy je regulovana auxinem a elicitory vyvolavajicimi
obrannou reakci rostlin

Arabidopsis - multigenni rodina (AHA1 — 10) = 10 isoenzym ATPasy
exprese jednotlivych isoforem je pletivové specificka

ATPasy se lisi velikosti, Km, rozdilnou citlivosti k vanadatu, apod.



Struktura H-ATPasy typu P (na cytoplazmatické membrané)

Outside

ATPasy typu P - Na+/K+ ATPasa, Ca2+-ATPasa, H+/K+ ATPasa
H+-ATPasy monomer cca.100 kDa.

Energie hydrolyzy ATP je vyuzivana k transportu H*

z jedné strany membrany na druhou.



Mechanismus funkce H*-ATPasy
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H*ATPasa typu P vytvari na rozdil od typu F makroergicky intermediat
(acyl-fosfat)
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ATPasy typu P jsou inhibovany vanadatem, ktery blokuje vazbu fosfatu na enzym
Karboxylovy konec proteinu obsahuje autoinhibicni doménu po jejim odstranéni se
znacne zvysuje aktivitu enzymu.

aktivita enzymu se dale zvySuje pfidavkem fusicoccinu (Fusicoccum amygdali).
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* udrzuje velmi nizké pH vakuoly = 5.5
« H*ATPasa V-typu, je podobnéjsi typu F
(mitochondrialni) pouze smér hydrolyzy ATP

« Stechiometrie pfenosu je 2 H*/ ATP

* V1 jednotku - vazebné misto pro ATP

* Vo zajistujici transport H* pfes membranu

» homologie mezi F1 a V1 pripadne Vo a Fo
OCH; CH;  CH,

CH, CHy CH; OCH, CH,

Bafilomycifi"'A

produkovan Streptomyces
interaguje se doménou Vo.

H-ATPasa vakuoly (V-typ)



H*-difosfatasa

*(H*-PPasu) hydrolyzy difosfatu,

¢ (PP) v cytosolu je cca. mikromolarni
* homdimer (2x80 kDa)

* 16 transmembranovych domeén

* silné inhibovan Ca?*

* neznama funkce

» H*-PPasa se uplatriuje zejména v nezralych pletivech
zatimco H*-ATPasa ve zralych Castech rostliny



Ca4*-ATPasa

hladina Ca?* cca. 0.1 uM

PM zivoCichu - 130 kDa (calm. doména na C konci)

ER -110 kDa (nema calm. domenuw)

Vakuolarni podobny PM typu (calm. doména na N konci
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Ca?* kanaly

» plasmaticka membrana, vakuola,
endoplasmatické retikulumyjjadro,
chloroplasty

 selektivita je vetsinou dosti Siroka,
propousteji dalsi:ionty, jako je draslik,
sodik, H* napr: selektivita K* se pohybuje
v rozsahu 2:1 az 20:1.



(A) The guard cell vacuolar (B) During plasma membrane-based

membrane during ABA- signal transduction
induced stomatal closure
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K* kanaly
c drasliku v cytosolu 80 az 200 mM
symport H*-K* stechiometrie 1:1
"inward-rectifying” - hyperpolarizace membrany
— prunik K* dovnitf
"outward-rectifying” -'depolarizace membrany —
transport K* z bunky-ven
zvyseni (obnoveni) membranoveho potencialu
snizovani osmotickeho potencialu bunky
iInhibovany tetraethylamoniem
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Struktura inward rectifying K+-kanalu a jeho regulace potencialem

tetramer, oblast poru je lokalizovana mezi paty a Sesty helix kazdé z podjednotek
S4, obsahuje velké mnozstvi kladnych naboju (Lys , Arg).



EF hand

EF hand

Struktura outward rectifying K+-kanalu a jeho regulace, EF — domény vazajici vapnik
dvouporovy kanal - kazda jednotka obsahuje dvé P-oblasti
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Casein kinase 11
Protein kinase C phosphorylation site

phosphorylationsite
Cytoplasm

C v pudé je <1 uM x cytosolu cca. 1 mM

transportuje ve formé H2PO#* a to proti sméru elektrického
potencialu, ktery je negativni oproti extracelularnimu prostoru.

kotransportem s protony H*- H2PO*



Transport amoniaku a nitratu

Km pro NH,*v rozsahu 10 az 7Q\uM

Nitrat — nizkoafinitni (Km > 0.5mM) a
vysokoafinitni (Km 10 - 100<uM)
skladovacimi organelami jsou vakuoly
protonovym gradientem pres PM 2H* /INO?

dveé komponenty: konstitutivni existuje v bunce i
za nepritomnosti nitratu v pudé a inducibilni
komponenta se exprimuje po pridani nitratu



Nitrate influx (umol g™! FW h™)
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Cl- kanaly.
* regulace turgoru.
« 2 druhy téchto - rychlé a pomalé (R-typ a S-typ)
* regulovany membranovym potencialem a koncentraci vapenatych ionta.

«depolarizaci membranového potencialu -\aktivaci "outward rectifying”
draselnych kanall = ztrata KCI = pokles osmotického potencialu bunky.

«depolarizace membrany = aktivacidalSich komponent signalizaCni kaskady.



Akvaporin

Periplasm

Cytoplasm

6 helixt , konzerovana Asn-Pro-Ala doména
PM a vakuola
regulovany fosforylaci a Ca?*.
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