MEMBRÁNOVÝ TRANSPORT

Kompartmentace – membrána jako dělicí element - struktura buněk, významný regulační princip
Komunikace – přenos materiálu a signálů (viz regulace)

Klasifikační hlediska
Způsoby transportu 

Transport látek přes membránu – volný x zprostředkovaný

Volný – difuse přes membránovou strukturu – malé nepolární molekuly (plyny)
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Zprostředkovaný – usnadněná difuse nebo aktivní transport

- speciální transportní systém - membránová bílkovina (komplex)

Typy:

· mobilní přenašeč  - změna konformace otevírá vazná místa střídavě na jednu a druhou stranu

· kanál (iontový) – oboustranně buď uzavřen nebo otevřen – řízeno chemicky (vazba ligandů) nebo potenciálově 

Příklady transportu látek přes membránu jeho podle způsobu
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SCHEMA PROSTÉ A USNADNĚNÉ DIFUSE – kanálek a mobilní přenašeč

Mobilní přenašeče
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SCHEMA MOBILNÍHO PŘENAŠEČE v pasivním transportu
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USNADNĚNÁ DIFUSE GLUKOSY zprostředkovaná mobilním přenašečem

Iontové kanálky
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Potenciálem řízené iontové kanálky - otevírání a uzavírání
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Chemicky řízené iontové kanálky - otevírání a uzavírání je dáno vazbou ligandu

Kinetika transportu – obdoba kinetiky enzymů u zprostředkovaného transportu
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Mechanismus působení přenašečů (usnadňovačů, facilitátorů)
- analogie s aktivační energií u chemických reakcí a jejím snížením působením enzymů
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compartments and surround cells. To pass through a lipid bilayer, a polar or
charged solute must first give up its interactions with the water molecules
in its hydration shell, then diffuse about 3 nm (30 A) through a solvent
(lipid) in which it is poorly soluble (Fig. 12-23). The energy used to strip
away the hydration shell and to move the polar compound from water into
and through lipid is regained as the compound leaves the membrane on the
other side and is rehydrated. However, the intermediate stage of transmem-
brane passage is a high-energy state comparable to the transition state in an
enzyme-catalyzed chemical reaction. In both cases, an activation barrier must
be overcome to reach the intermediate stage (Fig. 12—-23; compare with Fig.
8-3). The energy of activation (AG¥) for translocation of a polar solute across
the bilayer is so large that pure lipid bilayers are virtually impermeable to po-
lar and charged species over periods of time relevant to cells.

A few biologically important gases can cross membranes by simple dif-
fusion: molecular oxygen, nitrogen, and methane, all of which are relatively
nonpolar. Despite its polarity, water crosses some biological membranes
slowly by simple diffusion, presumably as a result of its very high concen-
tration (about 55 M). However, for tissues in which rapid transmembrane
water movement is essential (in the kidney, for example), water diffuses
through channels formed by specific integral proteins, the aquaporins, de-
scribed below.

Transmembrane passage of polar compounds and ions is made possible
by membrane proteins that lower the activation energy for transport by pro-
viding an alternative path for specific solutes through the lipid bilayer. Pro-
teins that bring about this facilitated diffusion or passive transport are
not enzymes in the usual sense; their “substrates” are moved from one com-
partment to another, but are not chemically altered. Membrane proteins
that speed the movement of a solute across a membrane by facilitating dif-
fusion are called transporters or permeases.

The kind of detailed structural information obtained for many soluble
proteins by x-ray crystallography is not yet available for most membrane
transporters; as a group, these integral membrane proteins are both difficult
to purify and difficult to crystallize. However, from studies of the specificity
and kinetics of transporters we have learned that their action is closely
analogous to that of enzymes. Like enzymes, transporters bind their sub-
strates with stereochemical specificity through many weak, noncovalent in-
teractions. The negative free-energy change associated with these weak in-
teractions, AGypqmg, counterbalances the positive free-energy change that
accompanies loss of the water of hydration from the substrate, AGqayarations
thereby lowering AG* for transmembrane passage (Fig. 12-23). Trans-
porters span the lipid bilayer at least once, and usually several times, form-
ing a transmembrane channel lined with hydrophilic amino acid side chains.
The channel provides an alternative path for a specific substrate to move
across the lipid bilayer without its having to dissolve in the bilayer, further
lowering AG* for transmembrane diffusion. The result is an increase of or-
ders of magnitude in the rate of transmembrane passage of the substrate.

figure 12-23

Energy changes accompanying passage of a hydrophilic
solute through the lipid bilayer of a biological membrane.
(@) In simple diffusion, removal of the hydration shell is
highly endergonic, and the energy of activation (AG*) for
diffusion through the bilayer is very high. (b) A transporter
protein reduces the AG* for transmembrane diffusion of
the solute. It does this by forming noncovalent interac-
tions with the dehydrated solute to replace the hydrogen
bonding with water, and by providing a hydrophilic trans-
membrane passageway,
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Umělé kanálky a mobilní přenašeče (ionofory), modely transpotních systémů
Přenos iontů je zprostředkován sloučeninami schopnými jejich vazby a transportu v membráně – typ mobilního přenašeče
2,4-dinitrofenol – přenos H+, působí jako rozpojovač (viz oxidační fosforylace)
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Depsipeptid (smíšený ester-amid) valinomycin – přenos K+
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Struktury valinomycinu (K+), nonactinu (NH4+), monensin (Na+) a gramicidinu A (viz dále)
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VALINOMYCIN 
-   komplex s K+ a molekula bez něj
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VALINOMYCIN – K+ , vnitřní kavita molekuly valinomycinu odpovídá iontovému poloměru K+
Podobnými vlastnostmi se vyznačují i tzv. „crown-etery“, kde velikost dutiny lze měnit počtem stavebních jednotek, cyklodextriny aj.

Gramicidin – peptid – kanál přes membránu























[image: image14.jpg]



















Struktury gramicidinu. 
Netvoří α-helix (obsahuje D- i L-aminokyseliny) – sekvence je uvedena výše.
Helix o 6,3 AK zbytcích, připomíná β-skládaný list, označovaný jako β-helix

Podobné kanálky v membráně tvoří bílkovina mellitin obsažená ve včelím jedu.























Energetika transportu

Pasivní transport - proti gradientu - energie vlastního potenciálu látky – difuse (Fick)

Aktivní transport - po gradientu - energie dodávána zvenčí

· primární - spřaženou chemickou reakcí (ATPasa, oxidoredukce) 

· sekundární - spřaženým exergonickým transportem jiné látky

Chemický potenciál 

( = RT.ln c + (0
((  = RT . ln (c2/c1) pro přenos 1 molu

Elektrický potenciál – ionty



(( = (RT/nF) . ln (c2/c1)
- pro daný ion

Elektrochemický potenciál



(G = RT . ln (c2/c1) + nF.(( - pro všechny ionty
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AKTIVNÍ TRANSPORT - PRIMÁRNÍ A SEKUNDÁRNÍ

Na+,K+-ATPáza a přenašeč glukozy symportem s Na+
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AG = RT2.303 log (C2/C1) + nFy

= 5.7(KJ/mol) log (C2/C1) + ng6.5(KJ/molpy

= 1.36(Kcal/mol) log (C2/C1) + n23.1(Kcal/mol)y

1. To pump Na* out, both forces
work against.

AG = 5.7 log(140/10) + 1x 96.5 X
(0.07V) = 6.5+ 6.8 = 13.3 Ki/mol

2. To pump K* in, concentration
gradient opposes, but electrostatic
field favors import

K"'=5mM
Na* =140 mM

¥ =70 mV
+

AG = 5.7 log(100/5) + 1x96.5 X (-0.07 V) = 7.4 — 6.8 = 0.6 KJ/mol

3. To pump 3 Na* out and 2 K*in:

3 x 13.3 KJ/mol + 2 x 0.6 KJ/mol = 42 KJ/mol = 10 Kcal/mol

4. ATP hydrolysis: standard state give -31 KJ/mol = —7.5 Kcal/mol

However, steady state conditions (ie ATP ~ 8 mM, ADP =~ 1 mM, and

Pi =~ 8 mM) gives

-49 Kd/mol =-11.7 Kcal/mol

more than enough to carmry out the pumping.





Příklad energetických poměrů na membráně při transportu Na+ a K+ poháněného ATP. Výpočte lze zjistit vztah mezi velikostí membránového potenciálu a potřebnou energií pro transport. 
ZPŮSOBY transportu
UNIPORT – jen u pasivního nebo primárního

KOTRANSPORT –  současný transport - vždy u sekundárního, může být i u primárního
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Neelektrogenní a elektrogenní transport

FÚZE MEMBRÁN
Splynutí bimolekulárních fosfolipidových vrstev – překážka – odpor hydratace, náboje apod.
Fúzogenní faktory 


– Ca+, bílkoviny – kaskády reakcí – nakonec fúze

· umělé – polyetylenglykol (odnímání vody)

· model – fúze ok tuku na hladině
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