Pred. €. 1: Télni tekutiny, membrany, transporty FZ-1

Témata:

1. télnivoda

2. osmolarita, kovove ionty a membranovy potencial
3. slozeni télnich tekutin Clovéka

4. pH a acidobazicka rovnovaha

5. Dbiologické membrany

6. transportni systémy

casti uvedené v Sedivém poli
jsou doplnkové informace ...




Pied. . 1: Télni tekutiny, membrany, transporty FZ-1
Télni voda

» voda je zakladni slozkou v8ech Zivych organism
* voda je univerzalnim rozpoustédlem vSech latek
» voda je prostfedim, ve kterém probihaji chemické reakce, latkova preména (metabolismus)

« kapalna voda je primarni podminkou pro aktivni zivot (metabolismus)

* ALE, organismus nemusi nutné zemfit, jestlize dojde ke ztraté kapalné vody
* muze pretrvavat v neaktivnim (kryptobiotickém, a-metabolickém) stavu i po ztraté vétSiny kapalné vody
* - odpafenim (— anhydrobi6za)
* -zmrznutim (— kryobiéza)
» schopnost pfetrvavat v kryptobioze je vlastni spiSe malym a jednoduchym organismdm
a je Casto omezena pouze na jejich urcita vyvojova stadia jako jsou spory bakterii, fas, hub,
semena rostlin, vajicka nebo ¢asna embrya nékterych bezobratlych Zivocichd ...
* uzivoCichu je kryptobiéza v jinych nez embryonalnich stadiich spiSe vyjimecna (vifnici,
pudni hlistice, nékolik malo druhd hmyzu ...)
* U vySSich zivo€ichu (obratlovcu) se kryptobidéza nevyskytuje vibec

« voda obvykle tvori (objemové a vahoveé) vétsSinu zivocisného téla

« vétsina zivo€ichu je velmi citliva ke ztratam télni vody
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Voda tvori vétsinu zivoc¢isného téla
» podil vody je u riiznych zivocicht rizny

* voda se vyskytuje v nékolika kompartmentech
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« relativni podil susiny a vody
v télech rdznych zivocich(

« voda je pfitomna v nékolika zakladnich
,kompartmentech*

* bunky (intracelularni roztoky)
« intersticium (tkafiovy mok, lymfa)
* krev (krevni plazma)

* podil vody v jednotlivych kompartmentech
je u ruznych zivo€ichl rlzny



Voda v lidském télé

travici trakt: 10% (7 L)

* typicky ¢lovék: hmotnost 70 kg
Stomach *lnltestines —_—
7—\+/+ B —— Skin lazma: 5% (3,5 L)
PR T L Blood plasma:__ &A1 | 2. p 1970 (o,
- relativni obsah vody se uvadi LuRgs| = 5% body weight ~=> |~ IdneyS
v rozmezi 60% - 70% hmotnostnich Extra- L
cellular
fuid: < Interstitial fluid: - ..
Y 20% body S . )
- obsah zavisi na mnoha faktorech weight 1%ty el intersticium: 15% (10,5 1)
* pohlavi
« stafi - 1
* oObsah tuku
* zdravotni stav voda 65 %
« momentalni stav
nejv.lge VOdvy S.e naChaZI, s Intraceliular fluid: bUﬁky 35% (24,5 L)
uvniti bunék (intracelularni roztoky) 40% body weight
* obsah vody uvnitf bunék je prisné
a presné kontrolovan a udrzovan na stalé
optimalni hladiné

»  Clovék, jako vétSina jinych savcu,
je velmi citlivy ke ztratam vody

* primérné denni ztraty ~ 2.5 L
musi byt pribézné nahrazovany pfijmem vody sudina: 35% (24,5 kg)
e ztrata > 4 L — poruchy védomi, halucinace

eztrata>8L — smrt




Obsah vody v téle je prisné homeostaticky regulovan FZ-1

 cilem homeostazy vnitrniho prostredi je: optimalizace a vzajemna integrace funkci bunék

« vnitfnim prostfedim se mysli to prostredi, ve kterém se nachazeji bunky
* = intersticium, potazmo krev (krevni plazma)

* homeostaza = udrzovani stalého vnitiniho prostredi
pocCinaje obsahem vody, pfes osmolaritu (salinitu), iontové slozeni, pH, metabolomické slozeni
az po teplotu

vydej / ztraty

plazma I
* prfijem: s potravou, travicim traktem l I

metabolicka produkce vody
* vydej: moci, exkrementy, dechem, potem, ...
* vymeény: podstatné je udrzet hydrataci bunék lt
| za cenu dilCich ztrat vody z krve a vymény
intersticia ... mezi

* homeostaza vody je udrzovana regulacemi: prijem
* pHjmu a vydeje e > travici trakt
* vymén mezi kompartmenty l

11

intersticium

ompartmenty l I

« uvadi se celkem ca. 230 raznych bunéénych druhl, bunky
které navzajem tésné kooperuji

« lidské télo je odhadem tvoreno 10 biliony bunék (1013)

« funkce bunék musi byt navzajem perfektné sladény
_s buiiky vyzaduji stalé, optimalni prostiedi I

« &im slozitéj$i organismus, tim vy$s$i pozadavky metabolismus
jsou kladeny na stalost vnitiniho prostiedi ...




Obsah vody v téle je prisné homeostaticky regulovan FZ-1

 homeostazu vody (a osmolarity) zajisSt'uji hormony

Vazopresin
(antidiureticky hormon, ADH)

Aldosteron
(mineralokortikoid)

Atrialni natriureticky peptid
(atriopeptin, ANP)



http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Arginine_vasopressin3d.png
http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Aldosterone.svg

V télni vodé jsou rozpustény anorganické ionty a organické molekuly FZ-1

» pfiblizné slozeni bakterialni buriky: (konzervativni odhad) ... a srovnani s Clovékem

vahoveé procento pocet ruznych druhd
voda 70 1
anorganickeé ionty 1 20
metabolity:
cukry 3 250
lipidy 2 200
aminokyseliny 0,4 6 150 méneé nez
nukleotidy 0,4 100 1000 druhu
jiné metabolity 0,2 100
makromolekuly 23 5000
proteiny
nukleové kyseliny
polysacharidy

podily vody a iontu jsou velmi podobné

lidské télo obsahuje ca. 15% tukl (lipid()
predevsim v tukové tkani

u Glovéka zname asi 2 500 metabolitt

u Clovéka je diverzita makromolekul
mnohem vyS$Si, jenom genu (= zakladni
pocet proteina )

ma Clovék minimalné 25 000 ...

. principialné jsou si sloZeni vSech prokaryotickych a eukaryotickych bunék,
a celych eukaryotickych tél véetné ¢lovéka, navzajem velmi podobna ...

* |ze zapsat i stechiometricky "vzorec lidského téla"

H 375 000 000 o 132 000 000 C 85 700 000 N 6 430 000

Ca 1 500 000 P 1 020 000 S 206 000 Na 183 000 K 177 000 Cl 127 000 Mg 40 000 S| 38 600

Fe 5680 ZN 5150 CU 761 4, Mn 13 F 3 Cr;, Se , Mo ;Co

Hill, Wyse, Anderson (2008): Animal Physiology. Sinauer, Sunderland, MA, (p. 117)




Osmolarita,
kovove ionty
a
membranovy

potencial




Osmolarita — vyjadfuje sumarni koncentraci VSECH solutt v roztoku FZ-1

- osmolarita = koncentrace vSech solutu

nezavisle na jejich druhu, naboji, ¢i velikosti /mmx\
makromolekula
boli @
* heboli: .
vSechny Castice shodné pfispivaji 1L metabolit
k celkové osmolarité roztoku o
pouze na zakladé jejich poctu ion
* neboli:
* jedna makromolekula ma stejny osmoticky 1 mol = 6,022 . 10 2 gastic  (Avogadrova konstanta)
prispévek jako jedna molekula metabolitu
nebo jako jeden jediny ion ... 1 Osmol = 1 mol jakychkoli &astic rozpustény v 1 L vody
* neboli:

* morska voda o typické osmolarité
1,15 Osmolu obsahuje v jednom litru

700 000 000 000 000 000 000 000 rozpusténych castic

700 triliard Castic (pfevazné iontt Na+ a ClI-)

700 miliard ¢astic v 1 pikoL morské vody (krychle o hrané 10um)

* ¢ista voda ma "koncentraci" 55,5 mol.l 1 (ovSem termin koncentrace vody se nepouziva, naopak se
uvazuje koncentrace latek ve vodé rozpusténych = osmolarita)




Osmolarita roztoku vyjadruje sumarni koncentraci rozpustenych latek FZ-1

 osmolaRita: celkové mnozstvi ¢astic rozpusténych v 1 L roztoku (navazit a doplnit na 1L vody)

« osmolalLita: celkové mnozstvi ¢astic rozpusténych v 1 kg rozpoustédla (navazit a pridat 1kg vody)

jednotky: osmol.L? neboosmol.kg ! zkracené: Osm

« latky bez disociace, jako glukéza: 1 molekula = 1 ¢astice (1 mol = 1 osmol)

» latky, jez disociuji, jako NaCl —- Na+ + CI-: 1 molekula = 2 ¢astice po disociaci (1 mol = 2 osmoly)




Osmoticky tlak

- tlak, ktery odpovida sile,

jiz je potfeba vyvinout, abychom zabranili pohybu vody po jejim ,koncentracnim gradientu”

(neboli pohybu z mista o nizSi osmolarité do mista o vysSi osmolarité)

10 mOsm hypo-osmotickeé
prostiedi

* vlozme zivo€iSnou bunku
jejiz osmolarita je 300 mOsm,
a jejiz membrana propousti vodu,
ale nepropousti soluty

do vody o osmolarité 10 mOsm
(to je béZna hodnota sladké vody)

* existuje strmy gradient mezi koncentracemi
solutldl uvnitf a vné burky

* soluty nemohou ven z buriky

* voda tedy vnika dovnitf bunky,
aby se koncentrace vyrovnaly

* objem bunky se tudiz zvétsuje,

* po pfekonani meze elastiCnosti
membrany burka praska ...

10 mOsm hypo-osmotické
prostredi

* vlozme rybu
jejiz osmolarita je 300 mOsm,

do vody o osmolarité 10 mOsm

existuje strmy gradient mezi koncentracemi

solutl uvnitf a vné téla ryby

ALE, télni slupka je relativné nepropustna pro vodu

vnitini prostredi bunék je tvofeno krvi, jez ma
osmolaritu stejnou jako burnky (300 mOsm)

— na bunky ryby zadny osmoticky tlak nepuasobi

ryba ve vodé nepraska ...



Télni tekutiny jsou navzajem iso-osmotické (iso-tonické) FZ-1

* zivoCisSné bunky musi byt iso-osmotické se svym prostiredim
anebo nepropustné pro vodu ....(tfeba jako buriky tvofici vnéjsi epitely - kiZzi)
+ ale, protoze ZivoCisné bunky jsou vesmés silné propustné pro vodu

a protoze nemaji dostatecné rigidni konstrukci,
— nejsou schopné odolavat rozdilim osmolarity ( = osmotickému tlaku)

« proto musi byt osmolarita krve, tkariového moku, lymfy a cytosolu bunék navzajem shodné
* napriklad u Clovéka je tato hodnota homeostaticky udrzovana na stalé hodnoté:

-1 | meze referencni
I 290 mOsmol . L hodnoty: 275 — 295 mOsm.L?

* problém se da snadno demonstrovat na chovani ¢ervenych krvinek po jejich umisténi do roztoku
0 ruzné osmolarité:

crenated normal swollen lysed

RED BLOOD CELL

ion
concentration in
extracellular space ¢

P r—

HYPERTONIC ISOTONIC HYPOTONIC VERY
> 295 mOsm.LY 290 mOsm.L1 < 275 mOsm. -1 HYPOTONIC

* v hyper-osmotickém prostredi (vlevo) voda putuje smérem z bunék ven,
coz vede k zahusténi cytosolu (vytvoreni SpiCatych bunék) az k denaturaci proteint = ke smrti bunky

* v hypo-osmotickém prostredi (vpravo) voda putuje smérem do bunék,
coz vede ke zfedéni cytosolu az k prasknuti bufiky = ke smrti bunky



Osmolarita lidskych tekutin je stala - 290 mOsm FZ-1

* neboli:
* télni tekutiny o typické osmolarité
290 mOsmol obsahuji v jednom litru

180 000 000 000 000 000 000 000 castic

180 triliard ¢astic (velmi riznych)
180 miliard ¢astic v 1 pikoL (ca. v jediné bunce)

* cytoplasma zivocisné buriky je ve skuteénosti
velmi hustym a silné organizovanym, strukturovanym roztokem,
je velkou ,tlacenici“ makromolekularnich komplexu:

« ribozomy (zelené)
proteiny (Cerveng)
tRNA a mRNA (modre)

* mezi nimi se nachazi stovky druht riiznych metabolitd,
« tisice az miliardy kust od kazdého druhu ... (hezobrazeno)

« molekuly vody spolu se vSemi ionty a metabolity
maiji k dispozici pouze maly (Sedy) zbyvajici prostor ...




Osmoticky problém zivoéisnych bunék FZ-1

* ZivoCiSné bunky tedy obsahuji velké mnozstvi proteini a metaboliti ...

* proteiny i metabolity nesou Cetné elektrické naboje (sumarné nesou zaporny naboj) a jsou velké

* proto neprochazeji volné (difuzi) pfes membranu

* navic, proteiny a metabolity zadrzZuji v burice ionty, které kompenzuji jejich naboj (Zluté vyznacené ionty)
» sumarni osmoticky pfispévek vSech téchto ¢astic je znacny (zabiraji znacny “osmoticky prostor®)

* pfedpokladejme, Ze ostatni ionty mohou prochazet volné pfes membranu ...

v ¢em by byl problém ? volné prichozi ionty:
se budou pohybovat po gradientech,
az dosahnou vlastni elektrochemické rovnovahy ...
(zelenych iontd uvnitf je stejné jako modrych vné)

@ ‘ potom je ovéem “koncentrace“ vody uvniti buriky
niZSi nez vné bunky a voda tedy tece dovnitf ...
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proteiny a metabolity uvnitf buriky
jsou tak stale ¢asticemi ,,NAVIC“
a nuti bunku stale osmoticky pfisavat vodu ...

.. posléze dalsi volné ionty
vstoupi do burky

a situace
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Osmoticky problém zivoéisnych bunék FZ-1

 evolu€ni reSeni zivoc€isnych bunéek

* feSenim je ucCinit membranu relativné
nepropustnou pro hojny extracelularni solut
a zaroven neustale pumpovat tento solut ven

* v mofi jsou v zasadé k dispozici Na+ a Cl-
* Cl- je odpuzovan zapornymi naboiji uvnitf buriky
— evolucni volba padla logicky na Na+

» sodikova pumpa - neustale pracuje
* sodikové kanaly — jsou vétSinou zaviené

" A

* spole¢nou €innosti vytvareji Na-pumpa a kanaly
,osmoticky prostor” pro proteiny a metabolity
 primarné tedy requluji objem buriky

dalsi bonusy evoluéniho reseni
osmotického problému ziv. bunky:

* bunky oSetfené ouabainem (specifickym inhibitorem * gelrleljuje se membranovy pOte,nCiéI .
Na*K*-ATPazy) praskaji i ve slabé hypotonickém prostiedi ... * snizuje se koncentrace kovovych iontu



Jina reseni osmotického problému

FZ-1

Reseni rostlinnych bunék:
(také vétSiny baktérii, fas, hub ...)

* bunécna sténa = relativné pevna schranka, ktera
brani roztrhani bunky
v hypoosmotickém prostredi

* v hyperosmotickém prostfedi se bunka smrstuje

Reseni sladkovodnich protozoi:

postup:

1) aktivni pfesun iontd do kontraktilni vakuoly:
energizace V-ATPazou, vyména H+ za K+,
pasivni pfesun Cl- pomoci ramének (kanalku)

2) osmoticky pohyb vody do centralni ¢asti vakuoly

3) odpojeni ramének

4) reabsorbce osmolytl z centralni ¢asti
velka neznama celého procesu (JAK ?)

5) exocytdza (otevieni) centralni ¢asti vakuoly
a vyliti vody do prostfedi

» trepka (Paramecium) s plnou (vlevo) a kontrahovanou (vpravo)
kontraktilni vakuolou

« morsti protozoa jsou izo-osmotiéti s morem,
ale rovnéz aktivné eliminuji Na+
a naopak akumuluji K+
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Membranovy potencial FZ-1

* je disledkem evolu€niho reseni osmotického problému L i
* uvnitf je 120 mOsm proteind a metabolitu

- je vlastni kazdé zivocisné bunce (neboli organickych aniontti, A’
kazdy s prdmérnym zapornym nabojem: —1
* vné je ,slana voda“ (krev, tkariovy mok) s vysokym
« uvazujme modelovy pfiklad velmi zjednodusené buriky: obsahem Na+ a Cl- a s nizkym obsahem K+

B ~ * proteiny, metabolity a sodik
‘ . absolutné viibec neprochazi pfes membranu

@ 120 mM Na \\\ « draslik a chlor mohou volné prochazet

-CTT T T -~ e draslik bude zadrzovan v burice pro kompenzaci
@ 5 mivt K \ zapornych naboj proteinti a metabolitd
chlor bude vypuzovan vné buriky

* koncentrace drasliku a chléru se ustavi

@ 125/Im|\/| Cl ., na Donnanové rovnovaze:
7 [KH[CF], = [K+][CI];

\
1
1
I
1

1

1

/

AT o * zaroven je ustavena elektroneutralita intra-
Donnanova JPtad a takeé extra-celularnich prostredi
rovnovaha ==~~~ * zaroven je splnéna podminka osmotické

Eektroneutralita rovnovahy

* za téchto podminek (dle Nernstovy rovnice) jsou
______ Osmoticka rovnovaha . rovnpvazne men’1brarllovve potenmaly
________________ drasliku (nebo chléru), jez mohou volné
T~ putovat pfes membranu:

_______ celkem: 250 mOsm.~ " AE, =58mV . log (C,/C))
""""""""""""""""""" AE¢ = -58mV . log (C,/C)

« tato jednoducha hypoteticka bunka je tedy v rovhovazném stavu
nemusi vydavat zadnou energii a jeji membranovy potencial je pfesto = — 81 mV



Membranovy potencial FZ-1

* Nernstova rovnice R univerzalni plynova konstanta
8314,47 Jmol 1 K -1
umoziiuje vypocitat rovnovazny potencial
kazdeého iontu zvlast, zname-li jeho koncentrace vné (o) a uvnitf (i) bunky T absolutni teplota
0°C =273,15°K

AE = (RT/zF) . In (C,/C) AE =58 . log (C,/C))

z naboj (+1, +2, -1)

F Faradayova konstanta

{i:}o i 14:3 mk/l/l — AE, =58. log (3/140) =-96,8 mV 96485,3415 C mol -1
=

* Goldman — Hodgkin — Katzova rovnice

Py propustnost membrany pro ion X

umozriuje vypocitat celkovy membranovy potencial ms 1

zname-li koncentrace iontt vné (0) a uvnitf (i)
a zname-li propustnost membrany pro jednotlivé ionty

» konvencné vyjadfujeme potencial
[K]o-Px + [Na],.Pya + [Cl)i.Pg + [Ca), Y2 P, uvnitf relativné k vnéjsku
AE = (RT/F) . In (vnéj:?‘,( koncentrace jsou tedy v Citateli) _
[K]..P« + [Na].Pyg + [Clly-Pq + [Ca]il/2 Peca * naboj je E)revesjen'dq prvniho zlomku a je
konstatné uvazovan jako +1

— divalentni kationty (Ca) umocriujeme na 2
— anionty uvadime opacné (vnitfni konc. v Citateli)

Hodnota membranového potencialu prakticky nameérena elektrodami
se Casto blizi hodnotam vypocitanym pomoci jednoduché Nernstovy rovnice pro draslik, protoze:

* vapenatych iontl je relativné malo a membrany jsou pro né relativné nepropustné

* chloridoveé anionty se rozmistuji vice-méné pasivné (membrana je pro né relativné propustna)

* propustnost membrany pro sodné ionty je mnohem nizSi nez propustnost pro draselné ionty

— celkovy potencial membrany mizeme €asto (ne vzdy) odhadnout pouze na zakladé koncentraci K*



Uloha sodikové pumpy pfi generovani membranového potencialu FZ-1

* primy vliv:

sodikova
+ pumpa
= N
-_—
S g +
K+ T+

Na+

* neprimy vliv:

TG ,

§'C *

@ f

¢,

-70 mvV

intersticium

1) pumpa ma jisty primy vliv
= tzv. elektrogenni prispevek (ca. 10 %)
(jelikoz pumpuje vice kationtd ven nez dovnitF)

2) hlavni je vSak jeji nepfimy vliv
danny regulovanou propustnosti iontovych kanalu
(ca. 90 %)

* diky stalému pumpovani sodiku ven a zaroven
nizké propustnosti membrany pro sodik
se membrana chova tak, jako by byla pro sodik
zcela nepropustna

« draslik se naopak pohybuje relativné volné:

- dovnitf je vtahovan ke kompenzaci naboje

proteint a metabolitl (zaporny elektricky potencial)

- ven je tlaéen po svém koncentraénim spadu
(kladny koncentraéni potencial)

* kdyz se sily pUsobici na draslik vyrovnaiji,
je dosazeno dynamicky rovnovazného stavu,
kdy mizeme naméfit klidovy

« transmembranovy potencial ca. - 70 mV




Zména membranového potencialu — akcni potencial FZ-1

Neuron

‘
+40 | Achn
| INa+
> YTde-polarizace
£ |+
;:D re-polarizace
5 prahovy
.55 potencial
Jogl2 T __ klidovy potencial

dvé nasledné
podprahové
zmény

zmeéna, ktera dosahla
prahového potencialu

I 2 3 4

ime (ms)

- v klidovém stavu je membrana viech bunék polarizovana
— ja na ni klidovy potencial ca. -70 mV

* jakakoli zména iontového slozZeni, vné Ci uvnitf,
vede ke zméné velikosti tohoto potencialu

* specializované buriky (nervové, svalove, Zlaznaté, ...)
specificky reaguji na zménu potencialu

» pfiklad: vznik akéniho potencialu
na membrané nervoveé bunky:

* po axonech pfichazeji na synapse
nervoveé signaly od jinych neuront (zelené)

* po pfenosu pies synapse vyvolavaji
tzv. post-synaptické zmény potencialu

« tyto se integruji a jejich soucet vyvola zménu
potencialu na axonalnim hrbolku

* zména je bud podprahova, a pak se nic nedéje

* a nebo dosahne prahové hodnoty (zde -55 mV)
a pak spousti akéni potencial

* po dosazeni prahového potencialu se oteviou
napétové ovladané Na+ kanaly a sodik rychle
proudi dovnitf bufky (dochazi az k pfepolarizo-
vani membrany do kladnych hodnot)

* kladné hodnoty potencialu jednak inaktivuji
Na+ kanal a jednak oteviraji K+ kanal,
draslik poté rychle proudi ven z bunky

* protoze K+ kanal zustava otevieny jesté chvili
po dosazeni klidového potencialu, dochazi az
k repolarizaci pod normalni hodnoty

* teprve po uzavieni K+ kanalu se zpét ustavi
klidovy potencial
* a akéni potencial (vzruch) putuje po axonu ...



FZ-1

Membrane potential (mV)

Zména membranového potencialu — akéni potencial

Absolute  Relative
refractory refractory
period pe;ioo
=
460
+40
@ Repolarizing
i \ phase
O .
@ Depolarizing
phase
T e e e L bt Lt bttty
Resting
state ©)
60 | e
@ Hyperpolarizing
kg i A el phase ==---=*
i o0 2B A s &Y s
Time (msec)

{a) Changes in ion channels and membrane potential

Na* influx

Conductance
(measure of permeability)

Time (msec)

(b) Change in membrane conductance

Threshold
potential

Resting

~ potential

Potassium
channel
Extracellular
fluid 5 N
Plasma
| membrane

Cytosol

@ Resting state: All gated Na™ and K’
channels closed

\ -

S L~

)
&

@ Depolarizing phase: Na* channels open

@ Repolarizing phase: Na' channels
inactivated and K* channels open

@ Hyperpolarizing phase (undershoot)
K* channels remain open and Na*
channels inactivatec

Changes in lon Channels and Currents
in the Membrane of a Squid Axon During
an Action Potential.

(a) The change in membrane potential
caused by movement of Na+ and K+
through their voltage-gated

channels, which are shown at each step
of the fraction potential at right. The
absolute refractory period is caused by
sodium channel inactivation. Notice that,
at the peak of the action potential, the
membrane potential approaches the
ENa (sodium equilibrium potential) value
of about +55 mV: similarly, the potential
undershoots nearly to the Ek (potassium
equilibrium potential) value of

about -75 mV.

(b) The change in membrane conductance
(permeabiliry of the membrane to specific
ions). The depolarized membrane initially
becomes very permeable to sodium ions,
facilitating a large inward rush of sodium.
Thereafter, as permeability to sodium
declines, the permeability of the membrane
to potassium increases transiently,

causing the membrane potential to
hyperpolarize.




Pozitivni vliv kovovych iontl na proteiny

» konformace proteint > funkce proteinu (napf. aktivita enzymu)

saw

subunit C

« priklad prostorove struktury
V-ATPazy

» prostorova struktura protein(
je do znacné miry urCovana
vzajemnymi nevazebnymi interakcemi
jejich hydrofébnich domén a také

%

optimum [K+]

+ MgCl

- MgCl

g 59 100 54

Koncentrace KCI [mM]

hydrofilnich skupin s vodou a ionty » aktivita enzymu je vétSinou silné zavisla

« struktura zavisi na koncentracich iontu (a pH)

- na koncentraci iontl

« priklad aktivity V-ATPazy ve streveé liSaje tabakoveho
Manduca sexta
pod vlivem riznych koncentrace iontd K+ a Mg++

- na pfitomnosti speficickych iontd - kofaktoru



Negativni vliv kovovych ionti na proteiny FZ-1

« kovové ionty maji ve vyssSich koncentracich nepriznivy vliv na strukturu proteinu

Km (M)

— snizuji aktivitu enzyma
— zvySuji Km pro jejich substraty
— mohou zpuUsobit az denaturaci

Lys

240 —

« aminokyseliny lysin, arginin
maji podobny chaotropni ucinek )
jako anorganické ionty e | * proto nemohou byt

200

vyuzity pro
osmoregulaci
160
120 -
« aminokyseliny glycin, alanin, serin, prolin
80 maji naopak pozitivni kosmotropni ucinek
- Ser e
| | Glycine— % b ok
40 - %" : ® « podobné jako
?' e - Taurine Ala Betaine * TMAO ° dusikaté latky typu
—e - 2. ' TMAO a betainu
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 * protojsou
casto vyuzivany pro
Solute added (M) osmoregulaci

(nékdy v kombinaci

s mocovinou ...)
« vliv koncentraci riznych iontd a aminokyselin na Kmpp pyruvat kinazy

« zvySeni Km znamena nizSi afinitu enzymu k substratu a tedy nizSi aktivitu za jeho danné koncentrace



Osmolarita a iontové slozeni télnich tekutin zivoc¢ichu

* vyjdéme ze zakladnich evolu€nich podminek prvnich mofskych Zivocichu ...

* more je slana voda s osmolaritou kolem 1.15 Osm
Iso-ionicti zivo€ichové:

bezobratli Cnidaria
Annelida
tato oznaceni se vztahuji Crustacea
k poméru mezi vnéjSim a A
vnitfnim prostredim Chelicerata

(zde napf. mezi mofem Echinodermata
a célémem, hemolymfou, &i krvi)
Mollusca

obratlovci  Myxini (sliznatky)




* izo-osmoticti zivoCichové nemaji osmoticky problém a proto mohou mohou Setfit
energii, ktera by jinak byla potfebna pro pohon specialnich transportnich systému

Iso-osmoticti zivoc¢ichové:

obratlovci

Chondrichthyes

Zraloci, rejnoci, chiméry
Crossopterygii

latimérie

Rana cancrivora
skokan krabozravy)



Osmolarita a iontové slozeni télnich tekutin zivoc¢ichu FZ -1

 hypo-osmoticti zivoCichové maji neustaly osmoticky problém a proto musi vynakladat
energii pro pohon specialnich transportnich systému

hypo-osmoticti zivo€ichové:

obratlovci Cyclostomata
kruhousti
Teleostei
kostnaté ryby
Tetrapoda
plazi, ptaci, savci

musi se neustale zbavovat prebyte¢nych Na+ a Cl- ionta
musi neustale branit uniku vody z téla

o <TH =T
extra-celularni:

Na+ 180
Cl- 160

340 K+ 6
mOsm. L1 Ca++t 3

m




Osmolarita a iontové slozeni télnich tekutin zivocichu

» sladka voda ma velmi nizkou osmolaritu (nizky obsah rozpusténych latek)
* hyper-osmoticti Zivo€ichové maji neustaly osmoticky problém a proto musi vynakladat
energii pro pohon specialnich transportnich systému

sladka voda: 10 — 30 mosmol. L1 hyper-osmoticti zivocichové:

Nat 02 -6 Sichni bezobratli

vSichni : ezobratli
Cl- 0 -10 obratlovci
Ca++ 0,2 - 5

plus nutrienty (nitraty, fosfaty) ve znecisténé vodé

ionty

musi neustale doplnovat unikajici Na+ a Cl- ionty

—

extra-celularni:

300
mOsm. L1

Na+
Cl-
K+
Ca++

140
110
3
2

: musi se neustale zbavovat prebyteéné vody
voda

____________________________________

intra-celularni:

Na+ 10 )
Cl- 5
K+ 140 > 300
Cat++ t mOsm. L1
proteiny -
120 J

metabolity -

e —

N e e e, e, e e e, e e e .. .- - —m—————————— ===




Osmolarita a iontové slozeni télnich tekutin zivocichu

* vzduch je zcela prost osmolarity

* na vzduchu neexistuje osmoticky problém, ale hrozi ztraty vpdy evaporaci ...

vzduch: bez osmolarity

vSichni zivocichové: bezobratli

obratlovci

musi neustale doplfovat evaporujici vodu
musi neustale prisné regulovat iontové slozeni

Na+ 140

Cl- 110

300 3 ks 3
mOsm. L1 Ca++ 2

~

e —

____________________________________

intra-celularni:

Na+ 10 )

Cl- 5

K+ 140 > 300

Cat++ t mOsm. L1
proteiny -

metabolity - 120

N e e e e, e, e e, e, e e, e ... .- —m——————————— ==




Slozeni
telnich tekutin
cloveka




Slozeni télnich tekutin ¢lovéka — krev

* v lidském téle je ca 5,5 L krve

v objemovém (vahovém) poméru tvofri
ca. 45% krve bunky a ca. 55% je plazma

« krevni plazmy je tedy ca. 3.5 L S
* v plazmeé je ca. 8% pevnych latek ...
//,
Voda ,'l
47 % ,/l
Plazma /,
55 % Latky K
obsazené S
v plazme b
8 TN 4

Bilé krvinky —
a desticky 1 %

Cermvene
krvinky 44 %

* hematokrit:
(objem Cervenych krvinek)

muzi ~ 46%
zeny ~ 42%
zavisi na veku, kondici, nadmorské vySce, Iécich ...

[T MAGNESIUM (5)

DRASLIK (6)
VAPNIK (7)
| SODIK (740)

CHLORIDY (700)

\
|
|

|

| BIKARBONAT (25)

| FOSFAT (4)
L SULFAT (3)

ALBUMINY (4—5)

GLOBULINY (2—5)

LIPIDY (0—5)

FIBRINOGEN (0—3)

GLUKOZA (0—2)

AMINOKYSELINY (0—1)

OSTATNI SLOZKY (g/100 ml)

7\ pevné latky v plazmé:

Na+
g
anorganické
e ionty
Cl-
2

PN

* objemove tvori vétsSinu
pevnych latek proteiny
a dale ionty Na+ a CI-

> proteiny

i% metabolity



Referenéni hodnoty latek v lidské krvi (nahofe objemové, dole molamé/osmoticky) ~ FZ - 1

. y J T L 1111 1
Reference ranges for blood tests “000gimol {
sorted by mass (upper) and prcryis el
molarity (lower diagram) " contast,sbtances wih o s beow 1000 gimol 6.3, ecyis and
T ettt are o e o s 1 19 a5 sl

o)

i } frued
3 o

0 R ) P T 3 o TETP 7T vt 8 7 8010 TS g 810 A0 10 E T N B 3 P Y7 AL 2573
05 06 7 8 Lo TR T b T T T e b 5a 7 20N E L N L TR T EI Y B B B, e % weww

|11 e
Hamocysiene (12-19 yesrs)

o uricac) agresr o
I ........
W s, 0 W w W1 5 2 153 4§

silné zveétsit pro rozliSeni detailu ....




Slozeni télnich tekutin élovéka — krevni plazma FZ-1

 porovnani objemovych a osmotickych poméru

- . : » osmolarita lidské krve
objemove osmoticky (krevni plazmy) je 290 mOsm.L1
Na+
Na+
lonty
Cl- * 95 % osmolarity krve tvori:
K+
: Na+ 140 mmol . L1
. Cl- 110
HCO,- 25
: Cl-
proteiny- \
K+ o
: * proteiny jsou sice objemove velke,
b . ale pocet jejich ¢astic je maly
___________ > proteiny- P e : y
metabolity- metabolity-  osmoticky prispevek proteind
je proto relativhe maly




Slozeni télnich tekutin ¢lovéka — krev / intersticium

* krev a tkannovy mok jsou si podobné

krevni plazma

Na+

Cl-

K+

e——

proteiny-

... aZ na proteiny ...

* pomérna velikost
riznych ¢astic krevni plazmy
(1A =0.1 nm)

Scale Na+

—_— . I ionty

J0nm  N& O Glucose ‘ a metabolity
« ionty a metabolity jsou relativné malé prochazeji

a proto sténou krevni kapilary prochazeji

Albumin Hemoglobin -

69,000 64,450
- .- ClI-

3; Globulin
90,000

v Globulin
156,000

8 8

Fibrinogen
340,000

* hojné krevni proteiny jsou vétsinou

velké a proto sténou krevni kapilary neprochazeji

molekulova hmotnost je uvedena v Daltonech

e =1/12 hmoty 2C atomu

tkanovy mok

K+

N

sténa krevni
kapilary je propustna, "dérava"




Hlavni (nejhojnéjsi) krevni proteiny FZ-1
Fibrinogen

is a soluble, 340 kDa plasma glycoprotein, that is converted by thrombin into fibrin during blood clot formation.
Fibrinogen is synthesized in the liver by the hepatocytes. The concentration of fibrinogen in the blood plasma is 200—-400 mg/dL

Globulins

Globulins can be divided into three fractions based on their electrophoretic mobility.
Most of the a and B globulins are synthesized by the liver, whereas y globulins are produced by lymphocytes and plasma
cells in lymphoid tissue.

* a globulins: consist of a-1 and a-2 globulins.

a-1 globulins include a-1 antitrypsin, a-1 antichymotrypsin, orosomucoid (acid glycoprotein), serum amyloid A,
and a-1 lipoprotein (HDL).
a-2 globulins include a-2 macroglobulin (protease inhibitor), haptoglobin (binds free hemoglobin), protein C
(inhibitor of activated coagulation factors FVIII and FV), ceruloplasmin (carrier of copper) and a-2 lipoprotein (VLDL).

* B globulins: consist of B-1 and -2 globulins.

B-1 globulins include transferrin (binds iron) and hemopexin.
B-2 globulins include complement factors 3 and 4, C-reactive protein, plasminogen, -2 lipoprotein (LDL), hemopexin,
B-2 microglobulin and some proportion of IgA (especially) and IgM. Fibrinogen also migrates in this region.

* y globulins: consists of the immunoglobulins: IgM, IgA, IgG, although IgA and IgM also migrate in the late 3 region.
i
Albumin is a globular protein with a MW of 69,000 daltons. ]‘
It is synthesized in the liver and catabolized by all metabolically active tissues. i
Albumin makes a large contribution to plasma colloid osmotic pressure due to its { %
small size and abundance (35-50% of total plasma proteins by weight). , *\
It also serves as a carrier protein for many insoluble organic substances _“/.f N\ TAT":/ '\\
| abumin [alfe2|p]| ¥ |

Albumin

(e.g., unconjugated bilirubin).



Slozeni télnich tekutin €élovéka — krev / intersticium / cytosol

* krev a tkannovy mok jsou diametralné odliSné od cytosolu bunék

krevni plazma tkanovy mok Na+ cytosol
—
| .-
|-
Na+ I Na+
I Na+
I sodikova pump? K+
I proteiny-
Cl-
Cl-
I fosfaty-
K+ a
A I Kt metabolity-
prOtEiny- A

sténa krevni kapilary bunécna membrana



lontoveé slozeni télnich tekutin cloveka

* situace typické savcéi bunky:

extra-celularni

intra-celularni

Ca++ je uvnitf

Koncentrace volnych iontu tekutiny | (cytosol)
v .mmol . L1 (mM) (mili-molarni) (krev, lymfa) |
|
. 1 £
Kationty Na+ 140 | 2 5-15
A Celkové intracelularni
K+ 5 I [ 140 koncentrace Mg a Ca
| £ jsou vyssi:
Mg++ 1-2 : 0.5 20
Ca++ 1-2 | 0.0004 1-2
! Vétsina Mg++ je
| vazana na proteiny
Anionty Cl- 110 I 5-15
|

V tabulce nejsou uvedeny vSechny osmoticky aktivni Castice.

endoplasm. ret.

Pfedevsim bunky (intracelularni tekutiny) obsahuji mnoho dalsich, prevazné zaporné nabitych ¢astic:

anorganicky fosfor (HPO,)?; (H,PO,) (ca. 90 mM); bikarbonat (HCO;-) (8 mM); sirany (SO,)? (15 mM);
proteiny (55 mM); nukleové kyseliny; metabolity s fosfatovou nebo karboxylovou skupinou ...



Inorganic phosphates major proton-buffering system

In dilute aqueous solution, phosphate exists in four forms. In strongly-basic conditions, the phosphate ion (PO43-)
predominates, whereas in weakly-basic conditions, the hydrogen phosphate ion (HPO42-) is prevalent. In weakly-acid
conditions, the dihydrogen phosphate ion (H2PO4-) is most common. In strongly-acid conditions, aqueous phosphoric

acid (H3PO4) is the main form.

Considering the three equilibrium reactions:

HPO,2- = H+ + PO,

the corresponding constants at 25°C (in mol/L) are:

pKal 2.12
pKa2 7.21
pKa3 12.67

I
R—0—P—OH
OH

This is the structural formula of the phosphoric acid
functional group as found in a weakly acidic agueous
solution. In more basic aqueous solutions, the group
donates the two hydrogen atoms and ionizes as

a phosphate group with a negative charge of 2.

For a neutral pH (for example, if the cytosol pH = 7.0) only H,PO,- and HPO,?" ions are in significant

amounts (62% H,PO,-, 38% HPO,%").

Note that in the extracellular fluid (pH=7.4), this proportion is inverted (39% : 61%).



http://en.wikipedia.org/wiki/Structural_formula
http://en.wikipedia.org/wiki/Structural_formula
http://en.wikipedia.org/wiki/Structural_formula
http://en.wikipedia.org/wiki/Functional_group
http://en.wikipedia.org/wiki/Functional_group
http://en.wikipedia.org/wiki/Functional_group
http://en.wikipedia.org/wiki/Acidic
http://en.wikipedia.org/wiki/Aqueous_solution
http://en.wikipedia.org/wiki/Aqueous_solution
http://en.wikipedia.org/wiki/Aqueous_solution
http://en.wikipedia.org/wiki/Aqueous_solution
http://en.wikipedia.org/wiki/Basic_(chemistry)
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Atom
http://en.wikipedia.org/wiki/Ion
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pH (acidobazicka rovnovaha) télnich tekutin ¢lovéka

* situace typické savci bunky:

Koncentrace extra-celularni intra-celularni
protondi [H+] | fekutiny tekutiny

I
pH 7.4 : 2 72

.S

£
nmol . Lt (nM) 40 l 70

I \_ Y,
mol . L* (M) 4.10° 7 105
logaritmus 10 -74 10 72

neutralni pH = 7.0 (pfi 25°C) znamena Ze:
[H+] = [OH-] = 100 nmol . L !

pokles pH o 1 stupen znamena 10 x vysSi [H+]

Fyziologicky relevantni
hodnoty pH a [H+]

pH nmol . L1
6.0 1000
6.8 160
7.0 100
7.2 70
7.4 40
7.7 20
8.0 10




Dva hlavni zdroje proton( FZ-1

* metabolismus:

* rozpousténi CO.;:

 cela rada oxidoredukcénich reakci intermediarniho
metabolismu produkuje protony
NAD(P)H —» NAD(P)* + H*

* rozklad ATP za vzniku energie produkuje protony
ATP + H,0 —» ADP + Pi + energie +  H*

- aktivni metabolismus je VZDY spojen s nadprodukci
protonu

COZ + Hzo —) H2C03 H2C03 —) H+ + HCO3'

reakce katalyzovana
karbonat dehydratazou

hydrogenuhli¢itan (HCO,-) (bikarbonat)
je dominantni formou (95%) vyskytu CO,
v télnich tekutinach:

20000 : 1000 : 1




Acidobazicka rovnovaha

* [idska plazma:

Arterial plasma [HCO-3] (mmol/L)

limity u savcu:

pH < 7.35 = acidéza
pH > 7.45 = alkaléza

6.8-7.8

Arterial blood [H+] (nmol/L)

* pri¢iny acidéz nebo alkal6z jsou
v zasade trojiho druhu:

5400 90 80 70 60 50 40 . 30 20 . 1) metabolické
1'2011'010(', 90' 80' 72, éo 50' 40' laktatova acidéza pfi anaerobii
56 L L L L AL i e . /4 e v r
7 ‘ ketoacidoza pfi hladoveéni
52 /// / r// ' 1/ // v
48 . /// 4 ////7 // //}/ // /;35 ? r:osrﬁgla'tg;niod CO
/ Yy Vi
,// /| / >< /| Metabolic/ / /| : .
44 VA lalosts . TR T blokace dodavky O,
(/ Chronic / aikaposis Y / /
40 4 respiratory / d _ A
// ¥ ocicosis )\/ /// // L/ / ) 3) poruchy, selhani, nemoci, léky
36 /’/ 7 ><//’ aZ /’/’ s selhani ledvin, jater,
o /////// < / /v/ // y / // diabetes
B ////// Acute >< ‘ //////// /20/ mutace genu
respiratory 4
24 // acidosis _ Normal // /
- // / — j
/ ; e = Acute 15
20 ,/// ///%/ >/ respiratory >
~. alkalosis
16 ;,//,////z//' Chronic "<\
W il 8 o AR o T
L—1_ - '
. il e Metabolic »Z L1 LT oz fmmig)
— acidosis B —
7.0 7.1 7.2 7.3 7.4 7.5 7.6 7.7 7.8

Arterial blood nH



hodnoty pH FZ-1

=k
Compartment pH battery acid E .
Gastric acid 0.7 1 _— gastric fluid
. carbonated
Lysosomes 4.5 lemon juice - nEvecEe.
~ 3 vinegar
Granules of chromaffin cells 5.5 pure rain (H,0 in E 4 t::nge juice
er
_ equilibrium with ' B coffee
Urine 6.0 atmospheric CO,) E _ 099 yolks
‘_
o ilk
Neutral H,O at 37 °C 6.81 freshly distilled water E » :;od
t g
Cytosol 7.2 - e
baking soda — 9 —
Cerebrospinal fluid (CSF) 7.3 (flaticila sention) = 10
? =8 milk of magnesia
household 11— (Mg(OH),) solution
Blood 7.34 —7.45 ammonia (NHz) | e
Mitochondrial matrix 7.5 freesgobol E 1o
Pancreas secretions 8.1 et Sl s



http://en.wikipedia.org/wiki/Gastric_acid
http://en.wikipedia.org/wiki/Lysosomes
http://en.wikipedia.org/wiki/Chromaffin_cell
http://en.wikipedia.org/wiki/Urine
http://en.wikipedia.org/wiki/Cytosol
http://en.wikipedia.org/wiki/Cerebrospinal_fluid
http://en.wikipedia.org/wiki/Blood
http://en.wikipedia.org/wiki/Mitochondrial_matrix
http://en.wikipedia.org/wiki/Pancreas

Fyziologicky vyznam pH

- prostorova konformace
a tedy aktivita protein( i
je pfisné zavisla na pH:

Enzyme
activity

Salivary
amylase

L

1 2 3 4 5
. . . Acidic
» disociace metabolitu

pH

Arginase
& ':' 8 9 10 tIF 12
Basic

» za fyziologickych hodnot pH je mnoho metabolitll udrzovanych v disociované a tedy nabité formé,
tim padem jsou zadrzovany v bunce (nabité latky neprochazeji membranou):

OH  H,0
H H
I
*HyN-C-COOH (_&'é’ +HN-C-COO™
CH, \ CHs
| M I
pK1 = 2.3

Alanine in neutral solution
(pH approximately 6)

Alanine in acid solution
(pH less than 2)

Net charge =0
(isoelectric form)

Net charge = +1

karboxylové skupiny jsou
protonovany (a tedy bez naboje)
pouze za relativné nizkych pH

OH H,0

L

P I——

H
H,N-C-CO0™
CH,

m

Alanine in basic solution
(pH greater than 10)

Net charge = -1

amino skupiny jsou
de-protonovany (a tedy bez naboje)
pouze za relativné vysokych pH



Biologicke
membrany



Télni tekutiny jsou navzajem oddéleny biologickymi membranami FZ-1

* biologické membrany jsou jak bariérou tak i mistem regulovaného transportu

~ Oligosaccharide
; chains of
glycoprotein

* lipidicka dvojvrstva
* integrované proteiny

Glycolipid Q QU
e AR VIR (]

B DO S AR SALS AR ¥ SR R e e ¢ tw :
j(:; ~pr:?\ *%Qgﬁ& SRR AT ¥ (B (V)  hydrofobni stfed membrany
A X Y (A I X AT LA LK ISR v , r v 4w s
_"—.;q-;,,, B el R T oo e 2 tvoreny acylovymi retézci
S O TP AR\ X : ‘ | , .
Nonpolar |17 N S .  tlwd - mastnych kyselin
o fod ) E i "~ « hydrofilni vn&jsi vrstvy tvorené
isials = 1 prevazné hlavovymi ¢astmi
polar heads fosfoli pld U
Peripheral
protein * dveé zakladni funkce:
Integral protein Peripheral protein : T=
(single trans- covalently linked ,l::::ﬁ:a Lpg‘):‘z} 1) barlera
membrane helix) to lipid P

membrane helices) 2) regulovany transport

'.kti..' 54 <\ * ATESINA T " 1
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* slozeni biologickych membran je silné lokalné-specifické

lumen of intestine

* rlizné slozeni membran muzeme ocekavat
v riznych: tkanich, organech, typech bunék

subbunéénych organelach

regionech (ostrovech, vorech) membrany




Slozeni membran je silné KOMPLEXNI FZ-1

* bunééné membrany jsou tvofeny nékolika sty az 1 tisicem
riznych molekularnich druhu lipidt

Alcohol

cholin
etanolamin @ £
serin s 2
. . =] o
inositol =4 2
= |
glycerol E =
E

18

1A

fosfolipidy sfingolipidy glykolipidy cholesterol



Struktury odvozené od sfingosinu

Sphingosine backbone

Fatty acid
residue

Sphingosine A Ceramide

Phosphocholine
group

A Sphingomyelin

o
Bt
§P
/ o
(o]
NH— H
O:< +OH H N
R R ——
Phosphoethanolamine
group
A Sphingomyelin

Single sugar residue

HO\ ‘:OH
e :o —\OH
4

< OH

A Cerebroside

Oligosaccharide residue

~nOH - ~
)\ OH
\ OH

o ) —mOH
< ‘)IOH

o
' OH
5 .
ou
OH

OH

A Ganglioside




Membranové rafty - vory FZ-1

* struktura membrany je plosné heterogenni

)O‘OOE'OQ‘C..
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33333335

* vytvari se mozaika mikrodomen:

* rafty (vory) jsou bohaté na sphingomyeliny a také na cholesterol

» maji relativné rigidni strukturu (nizkou fluiditu)

* raftové mikrodomény se formuji v Golgiho komplexu

* v nativnim stavu jsou rafty pomérné malé (15 — 50 nm), izolované a nestalé

» mohou se spojovat a stabilizovat do vétSich celku — coz je zakladem jejich funk&nosti, spojenim dojde
k pfiblizeni a vzajemné interakci funkénich domén integrovanych proteinu

« rafty maji specifické ulohy (transport, signalizace, endo a exocytdza, imunitni reakce)

 jamky (pits, caveoles) jsou dalSi specifickou doménou,
obvykle obsahuji funkCné sprazené proteiny (transportni systémy, signalizac¢ni kaskady, ...)



Slozeni membran se liSi u jednotlivych organel

/4

 struktura membrany je silné heterogenni na sub-bunééné urovni

D Phosphatidylcholine

49

D Phosphatidylethanolamine

D Sphingolipids 17 |3 5E7 17

Phosphatidylinositol

4 17 E 34 38
I:] Phosphatidylserine
I:I Cardiolipin > : E = >
[ Minor lipids |
[ Cholesterol 2 5 :E e =
100

Outer leaflet

Ehinte bbb
(=)

Inner leaflet
100
SM PC ®B®S PE Pl PIP PIPy PA
2 29 13 o7 - 3

Nuclear
membrane

Golgi
apparatus

Mitochondria

Lysosomes

* vahové podily
jednotlivych lipidickych tfid
v riznych organelach
krysich hepatocytu

Plasma
membrane

» zastoupeni raznych lipidickych tfid byva
nestejnomérné ve vnéjsi a vnitfni vrstvé membrany

« priklad: lidské erytrocyty



Difuzni propustnost membran pro ruzné latky je ruzna FZ-1

» hydrofobni stred lipidické dvojvrstvy je difizné volné prichodny
pouze pro latky rozpustné v tucich

Velmi pomalu prochazeji Velmi rychle prochazeji Nejrychleji prochazeji
nabité molekuly malé nenabité, slabé nenabité nepolarni
polarni molekuly malé molekuly
. . 02
lonty Steroid hormones
CO,
K* Tryptophan Indole NO
NH;
H,S
Na® Cr- Glucose Ldrea H,O Benzen
Glyceral
lipidicka
dvojvrstva
Y L L A 4 Y L d Y v
| | | | | 1 ] | i | | |
1078 1076 1074 107 1 100

Permeability coefficient (um s™')

L.

Koeficient propustnosti (um/sec): >
nasobenim koncentra¢niho rozdilu latky ,l'ncreasfng permeabfﬁ[‘y VO d a
(v mol/um?3) na obou stranach membrany

timto koeficientem ziskame rychlost priichodu latky v molech za sec na um? membrany.

« difuzni propustnost membrany pro vodu
je zhruba o 10 fadd vySsi nez propustnost pro ionty ...
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Pruchod vody pfes membranu je urychlen pritomnosti specifickych kanali FZ -1

« akvaporin — vodni kanal

\ \
| L
N
K

*  molekula vody je slabym
elektrickym dipolem

s prevahou zaporného naboje |.,
na kysliku a pfevahou kladného
naboje u obou vodiku

* konstrikéni misto
se specifickou
sekvenci ... NPA ...
(asparagin, prolin, alanin)

 asparaginy 76 a 192
orientuji molekuly vody,
takZe pravé jen tyto se

. _ " o ) mohou ,prosmyknout®
* homo-tetramer proteinu AQP (akvaporinu) tvofi selektivni kanal pro vodu kanalem

* je nepropustny pro ionty a pro protony

protony se nevyskytuji v roztoku ve fromé H+ nybrz ve formé hydroniovych kationt(
hydronium : H;0+, ve skute€nosti byva jeden proton "rozpustén" nékolika, v praméru 6-ti molekulami vody

* presto, ze je difuzni propustnost membrany pro vodu relativhé vysoka, je ve specifickych
membranach (burnikach) propustnost pro vodu jesté zesilovana pomoci akvaporinu

» voda tedy prochazi vice zptisoby: prostou difazi
akvaporinovymi kanaly
dérovymi spoji
spolu s vesikularnim transportem
jako soucast fagocytézy



Pruchod kovovych iontl pres membranu zajist'uji kanaly FZ-1

* iontové kanaly « iontové kanaly jsou vétsinou iontové selektivni
(specificita je zajisténa jednak velikosti iontu a jeho
hydratacniho obalu a také elektrostatickymi silami)

« umoznuji prachod az 1 000 000 ¢astic za sec.

* prichod je pasivni (po gradientu)

* bylo popsano jiz nékolik set typl kanalu

» kazda bunka typicky nese nékolik (desitek) typu

iontovych kanald, jejichz €innost je pfisné
() a presné regulovana

Selectivity

filter \ ®

Qutside

* realna propustnost membrany pro ionty
je stale o 5 — 8 fadu nizsi nezli je
realna propustnost membrany pro vodu

— vzdy plati, Ze voda se pohybuje smérem
do mista s vysSi koncentraci iontd
(obecné do mista o vysSi osmolarité)

(cytosol)

© — pravidlo: voda jde vzdy za ionty ...

* bakterialni draslikovy kanal



Stav iontového kanalu (otevieno / zavieno) je vétSinou regulovan FZ-1

« zakladni typy regulace otevieni "vratkovaného™ kanalu (permeability membrany):

(A) voltage- (B) ligand-gated  (C) ligand-gated (D) mechanically
gated (extracellular (intracellular gated
ligand) ligand)

btk

» vétSina iontovych kanalu osciluje mezi dvéma konformacnimi stavy: ofevieno | zavieno
+ vétSina iontovych kanalu je regulovana: vétSinou je doba stavu otevieno prodluZzovana po pfijeti
specifického signalu:
nadprahoveho napéti
chemického ligandu

 nékteré typy kanall jsou ovSem "stéale oteviené" mechanicke sily

- oteviené draslikové kanaly (leak channels) “Leak” K* channels
» Two-Pore-Domain Potassium Channels (KCNK1 — 18)

je rodina 15 druhd kanald, které jsou vétsinou oteviené

a propousti draslik obéma sméry
» mohou byt regulovany tenzi kysliku, pH, mechanicky a G-Proteiny
» strukturné odpovidaji dimeru KIR kanalu « pravé tyto kanaly zpusobuiji, ze:
* KIR = Potassium Inward Rectifier — membrana je relativné propustna pro K+

je draslikovy kanal, ktery ochotné&ji propousti K+ dovnitf nez ven =~ — membrana je relativné nepropustna pro Na+
(ca. 30 x propustné&jsi pro K+ nez pro Na+)




Prehled regulatora iontovych kanalt

1 \
Membrane potential -

Acetylcholine
(nicotinergic)

2
External ligands

GABA

-——
T~
T

5
Membrane
stretch

”
-~
-

2 3 Intracellular
4 : & cr

]
|
]
]
messenger
Intracellular ! substances
metabolites




Draslikovy kanal bakterii — ancestralni kanal ?

* bakterialni draslikovy kanal je patrné pavodnim typem iontového kanalu, od jehoz
struktury byla postupné v evoluci odvozena vétSina

(b) Ion selectivity filter

dalSich kanalu ...

(¢) Model of ion permeation

(" Within the channel, K* ions
occupy alternate sites and
repel each other; movement
of an ion to the innermost site
of the selectivity filter

Extracellular A displaces each ion by one site.
fluid l —
Cell ( @
membrane\ ‘ ~
‘o
{ o Selectivity
95} filter sites
Unhydrated K*

An ion enters the
channel from the
inner end...

Cytoplasm

...displacing

another ion at the

K cavity site in the
inner chamber.

* prfed vstupem do kanalu je draslikovy ion
zbaven svého hydratacniho obalu



Evoluce napét'ové rizenych kanalu

(1) Bacterial K* channel (2TM) (4) Depolarization-activated,
inactivating K* channel

Extracellular fluid

Cell
membrane \

NH, COOH

Cytoplasm

l (5) Depolarization- and Ca2?*-
activated K* channel
(2) Depolarization-activated,
noninactivating K* channel (6TM)

NH,

Ca?* binding site /

(6) Cyclic nucleotide—activated
cation channel

v
(3) Ca2* or Na* channels (4 x 6TM) )

15

Hypothetical sequence in the evolution of voltage-gated
channels (After Kandel et al. 2000.)



Sodikovy napét'ové regulovany kanal

* sodikove kanaly jsou patrné slozené ze &ty plvodnich draslikovych kanal ...
= Topology of voltage-gated Na* channels Segment 4 of each domain is
thought to be the voltage sensor.

=xtracellular
“uid I I 111 vV

NH, COOH
This cytoplasmic loop is
Cytoplasm The P-loops mediate thought to inactivate the
i ion selectivity. channel by blocking the
opening from the cyto-
plasmic side.
%) Surface view of a Na™ channel (¢c) Voltage-dependent conformational change

COOH

Voltage
sensor

Gate closed o Gate open

Na*

* pfed vstupem do kanalu je sodikovy ion
zbaven svého hydratacniho obalu



Transportni
systemy



Membranové transportni systémy

FZ-1

» rozdéleni podle potreby a typu energie nutné pro provoz (aktivitu)

* proti koncentraénimu spadu

* po koncentraénim gradientu
* Vyuziva energie gradientu

— » vyzaduje vazebnou energii (ATP) — * sprazeni s kontransportem
primarnt | . yytvafi gradient sekundarni jiné latky proti gradientu
transpﬂrtad mulat:ulu co-transported ion
194 L
Ef.',l ! E?."l!’ Ef”!' | l!?j af.-’l!'

I,|'|r

iiiiiiiiiii

ATP

ENERGIZACE

h‘ﬁ

ihiii

ADP + P, Uniport

EYTY

¥

Symport

Antiport |

usnadnéna
difuze

ko-transport

|
-transport
o0




Primarni transportni systémy zivoc€ichu FZ-1

- spotfrebovavaji chemickou energii ve formé ATP
a namisto toho vytvareji jinou formu energie, a to:

» strmy koncentracni gradient ionti pres membrany

TFi zakladni tfidy (rodiny):

ATP - ATPazy typu P
o P
2 Cat* S ADP 2 K g o Na*/K* -ATPaza (sodikova pumpa)
2 H* .
AT’\A(DP Ca 2+ -ATPaza (vapnikova pumpa)
P R\ \
Ht.___.,.' K+ H*/K* -ATPaza (gastricka pumpa)
ATP Vacuole
ADP
of ATPaza typu V
H* [H+ -ATPéza (protonova pumpa)]
4 Vv ( ADP
H* oo ATP
,\* \_ \/ nadrodina ABC transportéru
Apical } — ADP T —~_Basolateral ’ — :
membrang,_ 3y, membrane | ATPazy, mnoho ruznych sub-typu
lumen epitel intersticium e L o
(stfevo, nefrén ...) transportuji ruzné latky, nejen ionty

* typické umisténi primarnich transportnich sytému



Primarni transportni systémy zivocichu

 porovnani struktury tfi rodin

Exterior

N
dhede g

Cytosol

ATP-binding
region ATP-binding
region

P-class pump F- and V-class pump ABC superfamily



Sodikova pumpa (Na+K+ ATPaza) FZ-1

 vyskytuje se témér ve vSech zivo€iSnych bunkach

 primarné reguluje osmolaritu (objem bunky)

+ P
3Na . sekundarné se
podili se na generovani membranového potencialu

c -_ | — » spotfebovavé ca. 20 — 30 % veskeré
D> ~ dostupné chemické energie (ATP)

B : ' * v nervovych bunkach jsou to az 2/3 energie (!!)

- vazebna mista pro Na+ a ATP na cytosolické strané
- vazebna mista pro K+ pfistupné z vnéjsi strany

ATP ’ A D P - inhibitor oubain kompetuje o K+ vazebné misto

2 K+ * pomocny glykoprotein B
- jedenkrat prochazi membranou
- je nutny pro transport katalytické
podjednotky do membrany

: = >, » katalyticka podjednotka a (ca. 1000 aminokyselin)
@ - = - vicenasobny priichod membranou

* mala hydrofobni podjednotka y



Sodikova pumpa (Na+K+ ATPaza) FZ-1

- jeden enzymaticky cyklus sodikové pumpy:

high [ K ] f

1. Three sodiumions 2. ATP phosphorylates the 3. Two potassium ions 4. The now-
Nat) enter the enzyme enzyme, causing it to pump (K*) enter the enzyme unphosphorylated
m within the cell. 3 Na* out of the cell. outside the cell. ﬁ'l - tgumpﬁ the 2
nto the cell.

* pfi kazdém enzymatickém cyklu precerpa: 3 Na* ven z bunky
2 K*  dovnitf buiky

pfi souCasné spotiebé (hydrolyze)
jedné molekuly ATP



Vapnikové pumpy FZ-1

» bézna koncentrace iontil Ca++ v cytosolu je velmi nizka
e<1uM

- * vyskytuje se v retikulu svalovych bunék
* SERCA (sarcoplasmic/endoplasmic reticulum
Ca++ ATPase)

cytosolic.  * Zajistuje rychly

dotran re-uptake Ca++ zpét do retikula
po inicaci svalového stahu
.
mmetrnhrate * jiny typ se vyskytuje v plazmatické membrané
dotra f témeér vSech zivocisnych burnék

* PMCA (plasmatic membrane Ca++ ATPase

* reguluje nizkou cytosolickou [Ca++]
Muscle SEECA tim, Zze neustale transportuje Ca++ veb z bunky

* nizka cytosolicka [Ca++] je dale udrZzovana
antiportem Ca++ proti Na+



SERCA

FZ-1

1
Na-Ca and exchanger and Ca?* pump in the
® plasma membrane both extrude Ca?* from the cell.

Q Extracellular Na'e V

r. (6) ER/SRlumen shase
{. Ez Muscle =

. cytosol Ca2*
.. Ca2+ PUMP Ca Ca®** pump sequesters

@ CYCLE Ca®* within the

®

@&
=S

sarcoplasmic reticulum.

Ca?* is bound in the
sarcoplasmic reticulum by
calreticulin and calsequestrin.

\\ C a2+

Calreticulin

Sarcoplasmic

reticulum Calsequestrin/

Membrane ;/‘ g Headgroups

Norimatsu et al

. (2017) Nature 545, 193-198 —

* transmembranové domény vapnikovych pump
interaguiji s fosfolipidy a tato interakce se béhem
enzymatického cyklu méni, takze cely komplex
se jakoby "houpe" v membrané, méni konformaci
... a pfitom transportuje 2 ionty vapniku ...




Gastricka pumpa (H+,K+ ATPaza)
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Protonova pumpa (H+ ATPaza)

» ma celou fadu specifickych ukoll v organismu

ATP—4 .‘ * vyskytuje se organelach (lysozémy, endosomy)
| ‘ « acidifikuje obsah organel
V1
* vyskytuje se také ve specializovanych epitelech
H * reguluje pH (v ledvinach)
cytoplasm » energizuje transporty jinych iontu

bl

Vv | h e
0 wﬁ fnnaanns i

{mpetif

ECS / lumen

» 3D-model struktury V-ATPazy

* doména V,
- zodpovédna za hydrolyzu ATP

rotace €asti domény V1

» doména V,
y pii kazdém enzymatickém cyklu

- zodpovédna za transport protonu

Baumann, Walz (2012): J. Insect Physiol. 58, 450-458



Protonova pumpa (H+ ATPaza)

*reg ulace aktIVIty Baumann, Walz (2012): J. Insect Physiol. 58, 450-458

-~ i Y

i
kel

ATP  ADP + P;

v

rozpad Casti V, a V,; a de-lokalizace Casti V, do cytosolu (coz vede ke ztraté aktivity)
il Y

* rozpad je iniciovan fosforylaci podjednotky C
pomoci PKA, jez je stimulovana serotoninem
(situace ve slinnych Zlazach masarky — obr. vpravo)

* u obratlovcu je také mozno:
- fosforylovat podjednotku A a tak zvysit aktivitu,
- stahnout cely komplex do intracelularniho
vesiklu endocytozou,
- vytvaret disulfidicky mustek uvnitf pod;. A,

lumen H,O CI

_Caz*

H,0 CI
hemolymph

i l‘ PLC'. AC(“_”_)_

lnsPa

5- HTz—R 5-HT7 R K*




ABC transportéry FZ-1

 velka a funkéné rozmanita nad-rodina (vice nez 50 typ)

* ATP Binding Casette proteins

* T — dvé transmembranové domeény s mensi Ci vétsi
specificitou pro substrat
A — dvé ATP-vazajici domény

* evolucné velmi stara (silné rozvinuta jiz u archaei a bakterii)

« hlavni funkce: import zivin do bunky
export toxickych latek z buriky
imunita

* spektrum transportovanych latek je velmi Siroké

ionty (Fe++, dalSi kovy)
cukry, aminokyseliny
lipidy, cholesterol, zluCové kyseliny, vitaminy, hem
hydrofébni cizi molekuly (I1é€Civa)
(MRP = Multidrug Resistance Proteins)

ATP'bmdmg nukleotidy a nukleosidy
region qukgronovane latky, organické anionty
peptidy

proteiny



Chloridova pumpa FZ-1

v zasadé neexistuje zadna cisté chloridova pumpa ...
i kdyZ je nékdy uvadéna ve vyctu primarnich systém( -« jde o oznaceni, pouzivané v literatufe
pro rizné sekundarni transportni systémy,
jejichz Cistym produktem muze byt
transport chloridovych iontd PROTI
= + jejich koncentraCnimu gradientu

» zadny primarni systém

Seawater ale nebyl dosud popsan
(or gland Koo = = B i
lumen) « ABC-C7 (CFTR) transportni protein
K+ am velmi pravdépodobne
Na*/K+ ATPase funguje jako ATP-sensitivni chloridovy
' Nat kanal v plazmatické membrané epitelu.
ATP hydrolyza je nutna k jeho otevieni.
Na* (Jeho mutace zpusobuje cystickou fibrozu)
(] i e e ~e— 2CI~
< K* » ko-trasportni sekundarni systémy:
(aktivni transport chloru)
Na*
Apical Basolateral antiport s anionFem (HCO3)-
rembraRe ~ membrane symport se sodikem

symport s draslikem
symport se sodikem a draslikem

schéma mechanismu odstranovani pfebytku soli u riznych morskych symport s protonem
hypo-osmotickych organismu

(tento systém se nékdy oznacuje jako ,chloridova pumpa®) « chloridové kanaly

(pasivni transport chléru)



Sekundarni transportni systémy zivoc€ichu

* priklad:
transport glukézy z lumenu streva

* princip sprazeni primarnich a sekundarnich
do intersticia (a dale do krevni kapilary)

tranasportu:
» cely proces je energizovan Na/K-ATPazami

—lumen of gut
na bazalnich a lateralnich membranach

(primarni aktivni transport)

\ N -

;

_ - microvillus in
| apical domain e ty vytvari nizkou [Na*] uvnitr epitelialnich

Na*-driven - i ' tight bunék

glucose symport e junction
* sodné ionty vstupuji do bunék
S na apikalni membrané (opatfené mikrovlasky)
po svém koncentracnim spadu
a zaroven je symportovana glukéza

lateral | {glucose) 1l i
domain \ epithelium
g | B (sekundarni symport)

* vysoka koncentrace glukozy uvnitf bunék
umoznujé transport jejich molekul do intersticia

carrier protein
pomoci pfenasecoveého proteinu (permeazy)

mediating facilitated

diffusion of glucose
(usnadnéna difuze)
* na podobném principu "sprazeni” nékolika
riznych systému funguje rada transportt

®|!
e

extracellular
fluid

— J =

Na*-K*

{(glucose) @ ATPase

domain



Porovnani sekundarnich transportnich systému zivocichu a rostlin FZ-1

Na'-driven H -driven

symport symport
Nk B Na Na“ solute AT? H' H™ solute
ATPase i

plasma
membrane

hese 0l
ATPase

-

nucleus

cell wall

(A) ANIMAL CELL (B) PLANT CELL

* rostliny nemaji NaK-ATPazu
 energizujicim transportérem je H*-ATPaza




Volny prichod mensich molekul pres dérové spoje

e gap junctions

Gap junction
e 3 subunits
3
Cytoplasmic
—— membrane -
surface
2o e i #am
Lipid
\/ bilayer
Extracellular Hydrophilic Integral
space channels membrane protein
* hexamerni transmembranovy protein * volné prochazi: ionty (tedy naboj!)
tvofi vodny kanal ca. 5 nm Siroky cukry

aminokyseliny
* uzaviraji se po zvySeni koncentrace nukleotidy

vapenatych iontu nebo protona _
* neprochazi: proteiny

RNA



Volny prichod mensich molekul pres dérové spoje

— C. Gap junction

coo- " i . enudgh ;' Channel
gt e O (1.2-15nm)_-

NH; ‘\ "; Cytmd' /\\

1 & P

J’t /

\\\ Gytosal 2
lons,ATP, CAMP,
amino aclds, etc.

; i
)t/ B | 3 .
2\ \J S%s N | -yk
Connexin \
(27kDa) §~ 1
9 | —
8% ' W —

Channel open Channel closed




Volny priichod mensich molekul pires nuklearni pory
* nuklearni pory

fibril
W ey T S o e s outer nuclear
A : . membrane

\
\
\,

annular
subunit \
CYTOSOL
Iunt;nna?: nuclear
SHURULH envelope
column NUCLEUS

st nuclear
lamina inner nuclear
ring subunit membrane
) nuclear “cage | ;
50 nm
(A)
« tvofi kanal Siroky ca. 50 nm * volné prochazi: RNA i menSi proteiny

« asistovany prichod: vétsi proteiny

pomoci Saperon(
(hsp70, hsp90)
za spotieby ATP



