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Лекция

ТРАНСПОРТ ВЕЩЕСТВ ЧЕРЕЗ МЕМБРАНЫ

Одна из наиболее существенных функций биологических мембран – обеспечение избирательной проницаемости для веществ, транспортируемых в процессе жизнедеятельности как из клетки в среду, так и из среды во внутреннее пространство клетки. Отдельные части живой системы, разделенные мембраной, будь то разные клетки или отдельные компартменты внутриклеточной среды, функционируют как открытые системы. С помощью транспортных систем осуществляется регуляция объема клеток, величины рН и ионного состава цитоплазмы.

Кмногообразным явлениям, протекающим в клетке, и прямо или косвенно связанным

странсмембранным переносом веществ, относят:

пассивный и активный транспорт веществ, осмос, фильтрацию, биоэлектрогенез.

Благодаря транспортным системам клетки накапливают метаболиты, необходимые для обеспечения энергетического цикла и метаболических процессов, выводят в окружающую среду токсические вещества, а также создают разность электрических потенциалов на мембране. Все эти явления, так или иначе, определяются барьерными свойствами клеточных мембран.

Рис. 1. Виды трансмембранного транспорта веществ

Способ проникновения через мембрану в значительной степени определяется свойствами вещества. Низкомолекулярные нейтральные вещества, такие как газы, вода, аммиак, глицерин и мочевина, свободно диффундируют через биомембраны. Однако с увеличением размера молекулы теряют эту способность. В частности, клеточные мембраны непроницаемы для глюкозы и других сахаров. Проницаемость биомембран зависит также от полярности веществ. Неполярные вещества, такие как бензол, этанол,
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диэтиловый эфир и многие наркотики, способны проникать в клетку в результате диффузии. Напротив, для гидрофильных, особенно заряженных, веществ мембрана непроницаема. Однако во многих случаях именно такие вещества необходимы для функционирования клетки, поэтому в живых системах эволюционно сформировались специализированные транспортные системы для переноса таких веществ через мембрану.

Выделяют следующие разновидности мембранного транспорта (рис 1):

пассивная (простая) диффузия,

облегченная диффузия,

первично-активный транспорт,

вторично-активный транспорт,

механизм, сопряженный с изменением структурной целостности мембран. Пассивный и активный транспорт обеспечивают специальные мембранные

структуры, в число которых входят каналы, переносчики и ферменты, осуществляющие перемещение ионов (веществ) против их концентрационного градиента. Как пассивный, так и активный транспорт, в общем виде подчиняется кинетике насыщения, что свидетельствует о наличии конечного числа участков переноса.

Если транспорт сопровождается уменьшением свободной энергии, он протекает самопроизвольно и называется пассивным. Пассивный транспорт (пассивная или облегченная диффузия) происходит по направлению градиентов химического или электрохимического потенциала, результатом чего является уменьшение градиентов концентраций, если нет других процессов, которые обеспечивают их поддержание на постоянном уровне.

Пассивный транспорт

Диффузия через биологические мембраны является неспецифической, если осуществляется благодаря физико-химическим свойствам липидного бислоя, а не константным структурам мембраны. Механизм неспецифической диффузии малых молекул, таких как диметилформамид, вода или гидрофобные молекулы основан на динамических свойствах бислоя. Вследствие теплового движения хвостов молекул фосфолипидов кинки, возникающие в области дефектных зон, могут перемещаться поперек мембраны и переносить попавшие в них мелкие молекулы, в первую очередь молекулы воды. Такие короткоживущие мигрирующие образования нельзя считать порами, поскольку они не требуют специальных белковых образований.

Облегченная диффузия требует для своего протекания наличия белков – порообразователей или переносчиков. Белки порины образуют поры для воды в наружной клеточной мембране (аквапорины) или в мембранах митохондрий (через них могут проникать даже низкомолекулярные белки). Переносчиками служат, например, антибиотики-каналоформеры. Они различаются по специфичности: валиномицин высоко

специфичен для калия, иономицин – для кальция.
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Рис. 2. Кинетика канального и переносчикового типа транспорта

Канальный и переносчиковый типы транспорта легко различить по концентрационной зависимости скорости транспортного процесса: канальный тип имеет линейную зависимость, а переносчиковый тип характеризуется кинетикой насыщения (рис 2.).

Движущими силами пассивного транспорта веществ через биологическую мембрану могут служить следующие градиенты:

-концентрационный – для нейтральных молекул,

-электрохимический – для ионов,

-градиент гидростатического давления и осмотический градиент – для воды. Для облегченной диффузии характерны следующие отличия:

1.перенос ионов с участием переносчика происходит значительно быстрее по сравнению со свободной диффузией;

2.облегченная диффузия обладает свойством насыщения – при увеличении концентрации с одной стороны мембраны плотность потока вещества возрастает лишь до некоторого предела, когда все молекулы переносчика уже заняты;

3.при облегченной диффузии наблюдается конкуренция переносимых веществ в тех случаях, когда одним переносчиком переносятся разные вещества; при этом одни вещества переносятся лучше, чем другие, и добавление одних веществ затрудняет транспорт других;

4. вещества, которые образуют прочный комплекс с молекулами переносчика, препятствуя дальнейшему переносу, блокируют облегченную диффузию.

Унипорт, симпорт, антипорт

Существует классификация способов, которые обеспечивают транспорт веществ через клеточную мембрану (рис. 3).
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Рис.3. Принцип унипорта, симпорта и антипорта

Транспорт может идти по механизму унипорта (облегченной диффузии), согласно которому только одно вещество переносится через биомембрану в одном направлении с помощью канальных или транспортных белков (например, транспорт глюкозы в клетках печени, а также транспорт ионов кальция через внутреннюю мембрану митохондрий).

Транспортный процесс, который требует сопряженного переноса двух или более ионов (веществ) в одном направлении, называют симпортом. как, например, активный транспорт аминокислот или глюкозы вместе с ионами натрия в эпителиальных клетках кишечника протекает по механизму симпорта.

Транспорт ионов (веществ), сопряженный с переносом других ионов (веществ) в противоположном направлении, называют антипортом как, например, обмен ионов НСО-3 на Сl- в мембране эритроцитов. Примером такого транспорта может также служить Nа+/Н+ -антипорт во внутренней мембране митохондрий и К+/H+-антипорт, катализируемый ионофором нигерицином в бислоях. Трансмембранный обмен (антипорт) или однонаправленный транспорт (симпорт) рассматриваемых ионов осуществляют специфические переносчики.

Таким образом, при симпорте и антипорте белки функционируют в режиме, при котором перенос одного растворенного вещества зависит от одновременного или последовательного переноса другого вещества.

Каналы

Ионные каналы представляют собой сложные гликопротеиновые комплексы, осуществляющие быстрый пассивный транспорт ионов через биологические мембраны (рис 4). Известно несколько сотен разновидностей каналов. Все каналы, имеющиеся в живых тканях, можно разделить на два типа. Первый тип – каналы покоя, которые спонтанно открываются и закрываются без всяких внешних воздействий. Он важны для генерации мембранного потенциала покоя. Второй тип – gate-каналы, или воротные каналы (от слова «ворота»). В покое эти каналы закрыты и открываются только под действием тех или воздействий. Ионные каналы классифицируются по проницаемости, селективности к различным ионам, принципу открывания (закрывания) воротного механизма.

4










Они способны избирательно взаимодействовать с определенными ионами (K+, Na+, Ca2+, Cl-) при изменении мембранного потенциала, гормональных, механических и осмотических воздействиях, которые через сенсор внешнего стимула влияют на работу воротного механизма канала.

Рис. 4. Схема расположения каналов в мембране

Наиболее важные свойства ионных каналов:

селективность,

способность к инактивации,

величина проводимости,

фармакологическая характеристика.

Указанные свойства в совокупности определяют кинетические свойства конкретного ионного канала. Зная проницаемость одиночного канала и суммарную проницаемость мембраны, можно рассчитать плотность ионных каналов. Например, плотность К+- каналов на плазмалемме достигает 5×1011 каналов/м2, при этом они занимают 0,01 % общей площади мембраны.

Ионный канал имеет два состояния «открыто» и «закрыто». Переход из закрытого состояния в открытое и обратно происходит практически мгновенно. Канал не может быть постоянно открытым, он обязательно закроется. Однако открывается только на определенное время. Время открытого состояния канала меняется случайным образом при каждом открытии, но среднее время открытого состояния – характерна величина для данного вида каналов, все вариации происходят вокруг этого среднего показателя. Обычно ионный канал открывается на 1 мс.

Каналы покоя открываются достаточно часто даже, если мембрана (клетка) находится в покое. Поэтому вероятность нахождения таких каналов в открытом состоянии в неактивированной клетке относительно высока. Воротные ионные каналы при этом закрыты, т.е. вероятность нахождения их в открытом состоянии очень мала. Активация же таких каналов адекватным стимулом резко увеличивает вероятность открытия.

Открывание и закрывание ионных каналов регулируется:

мембранным потенциалом,

ионным окружением (особенно ионами Са2+ и рН),
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фосфорилированием протеинкиназ.

Рис. 5. Схема измерения токов через ионные каналы с помощью локальной фиксации потенциала

За поведением мембранных ионных каналов легко наблюдать, поскольку ток, возникающий при движении ионов, можно измерить – даже для одиночного канала. С этой целью применяют метод регистрации токов в микроучастках мембраны диаметром около 1 мкм. Метод позволяет идентифицировать молекулярные реакции одиночных каналов на основе зависимостей ионных токов от потенциала и времени. Метод называется «локальная фиксация потенциала» («patch clamp») (рис 5, 6).

Рис. 6. Одиночный изолированный ионный канал

Стеклянная микропипетка, диаметр кончика которой меньше 1 мкм, подводится к клетке вплоть до контакта с мембраной. Затем в пипетке создается отрицательное давление (т.е. ниже атмосферного), вследствие чего пипетка закупоривается участком мембраны. Электрическое сопротивление между пипеткой и внеклеточным раствором становится очень большим – возрастает скачком более чем до 1 ГОм (109 Ом). В итоге микроучасток мембраны электрически изолируется от остальной мембраны. Канал пипетки соединен с усилителем обратной связи, который обеспечивает регулирующую
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цепь для поддержания потенциала пипетки на заданном уровне. Ток, необходимы для стабилизации потенциала – «ток фиксации» – точно соответствует току, протекающему в каждый момент через микроучасток мембраны. Установлено, что каналы спонтанно и с высокой частотой меняют свое состояние от открытого к закрытому. Для калиевого канала характерны импульсы тока амплитудой около 2 nA (2×10-12 А) и длительностью в несколько миллисекунд (рис 7). За это время через него проходят десятки тысяч ионов. Переход канальных белков из одной конформации в другую обеспечивает продвижение иона через пору канала. Его изучают с помощью рентгеновской дифракции, мессбауэровской спектроскопии и ЯМР. Белки каналов – очень динамические подвижные структуры. Пора канала – это лабиринт быстро двигающихся молекулярных групп и зарядов, а не просто трубка, заполненная водой.

Рис. 7. Запись суммарных токов через мембрану и токов через одиночные каналы. Фиксация потенциала – верхняя черная линия – на уровне -40 мВ.

Движение иона через пору канала сопряжено с преодолением энергетического барьера, величина которого зависит от диаметра, энергии гидратации иона, величины рН, ионной силы и других условий, способных изменять энергию активации при прохождении селективного фильтра (рис 8).

7












Рис. 8. Схема энергетического профиля калиевого канала

В зависимости от способа управления воротным механизмом канала со стороны сенсора внешнего сигнала каналы делятся на две группы. Первую группу составляют такие, у которых сенсор внешнего стимула непосредственно входит в состав молекулы канала. Эта группа включает в себя потенциал- и лиганд-зависимые каналы. Потенциалзависимые ионные каналы реагируют на изменение мембранного потенциала, лигандзависимые – открываются и закрываются при связывании с рецептором специфических агонистов, участвующих, например, в процессе быстрой передачи сигналов (рис 9).

Рис. 9. Типы активации ионных каналов

У каналов второй группы сенсор внешнего стимула пространственно отделен от канала. В этом случае сигнал от сенсора передается на канал через систему внутриклеточных посредников. Эта группа включает в себя рецептор-зависимые каналы и каналы, управляемые G-белками.
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Ионные каналы делятся на потенциал-зависимые и индифферентные. Все потенциалзависимые каналы устроены, по-видимому, одинаково. Потенциал-зависимые каналы устроены таким образом, что интегральный белок канальной структуры образует пору в мембране (рис 10).

Рис. 10. Схема натриевого канала возбудимой мембраны

В канале выделяют внутреннее и наружное устья и пору, которая с помощью воротного механизма может открываться и закрываться. Гидрофильные аминокислоты выстилают стенки поры, а гидрофобные контактируют с липидной фазой мембраны. В канале имеются селективный фильтр, обеспечивающий специфичность канала, и сенсор градиента электрического потенциала на мембране – устройство, управляющее состоянием канала в зависимости от знака и величины потенциала. Открывание и закрывание воротного механизма каналов служит результатом конформационных изменений в белке. При открывании ионного канала регистрируется резкое возрастание электрического тока через мембрану.

Рис. 11. Строение калиевого канала

Калиевый канал состоит из белков, образующих тело канала, и «ионного фильтра», который в каждый момент времени занят двумя ионами калия (рис. 11). Размеры фильтра
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точно соответствуют размерам ионов калия, вследствие этого происходит их достаточно прочное связывание. Ионы проходят через канал по эстафетному механизму, когда связывание третьего иона в фильтре приводит к высвобождению первого иона с противоположной стороны канала.

Описанный механизм позволяет совместить высокую скорость с высокой избирательностью работы канала. Выявлены структурные особенности регуляции ионных каналов, которые обеспечивают их открывание и закрывание. За это свойство отвечает расположенная на противоположной стороне от ионного фильтра часть молекулы белка, которая имеет возможность осуществлять механические движения в ответ на приложение трансмембранной разности электрических потенциалов или связывание лиганда.

Известны каналы, обеспечивающие проводимость мембраны для Nа+, К+, Са2+; они активируются такими веществами, как грайанотоксином и вератридином. Действие этих соединений, как и эффект электрического потенциала, устраняется тетродотоксином. К+-каналы блокируются тетраэтидаммонием и его производными. Известны также Са2+-зависимые К+-каналы, открывающиеся при существенном возрастании концентрации внутриклеточного Са2+. Са2+-каналы также бывают потенциал-зависимыми и потенциал-индифферентными. Последние чувствительны к целому ряду разнообразных химических веществ, носящих название Са-антагонистов (верапамил, нифедипин и т.д.). Известны и агонисты Са-каналов. Открывание этих каналов осуществляется в присутствии адениновых нуклеотидов и следовых количеств кальция. Чувствительность Са2+-каналов к цАМФ и протеинкиназам объясняется тем, что фосфорилирование регуляторных компонентов канала контролирует длительность его нахождения в открытом состоянии.

Рис. 12. Молекулярная структура некоторых ионных каналов
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