LRR/BUBCV
CVICENIi Z BUNECNE BIOLOGIE
2. PLASMATICKA MEMBRANA

TEORETICKY UVOD:

Cytoplasmatickd membrana je lipidova dvouvrstva o tloustce asi 5 nm oddélujici bunku od
okolniho prostfedi. Nejvice jsou v této dvouvrstvé zastoupeny molekuly fosfolipida, které
obsahuiji jak hydrofilni tak i hydrofobni ¢ast, a oznacuji se tudiz jako amfipatické (tuto vlastnost
sdili i ostatni typy membranovych lipidl - steroly, glykolipidy). Amfipaticky charakter umoznuje
agregaci hydrofobnich koncl lipidd, zatimco hydrofilni ¢asti interaguji s okolnim polarnim
prostifedim. V dUsledku tohoto jevu jsou lipidy schopny se za vhodnych podminek poskladat
vrlzné utvary - micely, liposomy nebo membrany, pficemz jde zaroven o energeticky
nejvyhodnéjsi usporadani. Molekuly fosfolipidl vykonavaji nékolik typd pohybl. Mohou
lateralné difundovat jednou vrstvou membrany, ale mohou se také preklapét z jedné vrstvy do
druhé za pomoci enzymu (flip-flop). Hydrofobni konce zase mohou rotovat kolem své podélné
osy, pripadné muze dochazet také k jejich ohybu. S ohledem na pohyb molekul lipidd hovofime
o tekutosti membrany, ktera zdavisi jednak na teploté, ale také na slozZeni lipid(i, predevsim pak
na stupni nasyceni hydrofobni ¢asti a jeji délce. Cim je Fetézec delsi a vice nasyceny (obsahuje
méné ndsobnych vazeb), tim se tekutost membrany snizuje. DalSim dulezitym faktorem
snizujicim tekutost membrany Zivocisnych bunék je pritomnost cholesterolu, jehoz kratké tuhé
molekuly vypliuji mezery mezi sousednimi lipidovymi molekulami, které wvznikaji diky
nepravidelnosti v jejich nenasycenych retézcich.

Plasmatickda membrana neslouzi pouze jako bariéra, ale je také daleZitym prostfednikem
mezi okolim a burikou, nebot zajistuje import a export specifickych latek. Membrana je ovsem
propustna jen pro urcité molekuly (hovorime o semipermeabilité), pricemz k volné difuzi mlze
dochazet pouze v pripadé nepolarnich malych molekul. Prichod vétsich ¢i nabitych molekul je
zprostiedkovan kandly nebo prenaseci. Proteiny v membrané maji kromé transportu latek
mnoho dalSich funkci (spojniky, receptory, enzymy ...) a mohou se v membrdné c¢asto volné

pohybovat (,pluji jako lodky v mofi lipidd“). Proteiny jakoZto i samotné lipidy byvaji na



necytosolové strané membrdny modifikované nejrliznéjSimi retézci cukrd, a vytvari tak
sacharidovy plast nazyvany glykokalyx, ktery chrani povrch bunky pfed mechanickym
a chemickym poskozenim, zajistuje absorpci vody a je daleZity i pfi vzajemném rozpoznavani
bunék a adhezi.

Plasmatickd membrdna bunky hraje zasadni roli v osmotickych jevech v Zivych
organismech. Osmotické déje jsou pro Zivot rostlin i ZivoCichl zcela nezbytné. Naptiklad pfijem
vody koreny rostlin probiha na zakladé osmadzy, stejné tak se vytvari osmoticka rovnovaha mezi
krvi a burnikami tkani Zivocichl, diky osmdéze dochazi také k zahustovani primarni modi v
ledvinnych kanalcich. Zakladem osmotickych jevl je difuze. K difuzi dochazi, smisime-li rdzné
koncentrované roztoky nebo roztoky rliznych latek. Po chvili dojde k rovhomérnému rozptyleni
Castic v celém objemu. Nastane vyrovnani koncentraci difuzi. Jiny pfipad nastava, oddélime-li
rizné koncentrované roztoky polopropustnou membranou, kterd propousti pouze molekuly
rozpoustédla, ne vSak cdastice rozpusténych latek. V tomto pfipadé dochazi k presunu
rozpoustédla pfes membranu z méné koncentrovaného roztoku do roztoku koncentrovanéjsiho
tak dlouho, dokud se koncentrace na obou stranach membrdny nevyrovnaji. Soucasné dochazi
ke zméné objemd na obou stranach membrany. Tento jev se nazyva osmoza. Osmoza je tedy
difuze pfes polopropustnou membranu.

Roztok, ktery obklopuje Zivou buriku, mGze byt vici ni isotonicky, hypotonicky nebo
hypertonicky. V isotonickém prostredi, tedy v prostfedi fyziologického roztoku, kdy okoli ma
stejny osmoticky tlak jako tekuty obsah bunék, je struktura i funkce cytoplasmatické membrany
neporusena. Nachazi-li se vSak burnka v prostredi hypotonickém nebo hypertonickém, dochazi
vlivem osmotického tlaku k nasdvani &i ztratdam vody burikou a plasmatickd membrana bud’
praska, nebo ztraci sv(j tvar. Je-li bunka umisténa do prostfedi hypotonického, tedy do
prostiedi, které ma nizsi obsah soli nez burikka samotnd, dochdzi vlivem osmotického tlaku
k proudéni vody skrze semipermeabilni plasmatickou membranu z okolniho prostredi do bunky.
Burika tedy neustalym nasavanim vody zvétSuje svlij objem, az se nakonec vlivem vnitiniho tlaku
roztrhne. V hypertonickém prostredi, tedy v prostiedi s vyssim obsahem soli, prostupuje naopak

voda z buriky do prostiedi, ¢imz burika ztraci svij tvar a scvrkava se.



Funkénost membrany muiZe byt naruSena fadou vlivi, jednim z nich je napfiklad
plUsobeni detergentu. Detergent se zabudovava do plasmatické membrany bunék, ¢imz rozrusi
jeji strukturu, membrana se nasledné rozpada a obsah buriky je uvolnén do prostredi.

Jako chemicky model tvorby semipermeabilni membrany a osmotickych jevl slouzi
Traubeho méchyrek. Principem utvareni Traubeho méchyrkli je reakce krystald CuSO,4
s roztokem ferokyanidu draselného za vzniku semipermeabilni membrany z ferokyanidu

médnatého, kterd ma tvar méchyrku:

2 CUSO4 + K4F€(CN)6 - CUzFE(CN)s +2 K2504

Roztok siranu uvnitf méchyrku je hypertonicky vici okolnimu roztoku K4Fe(CN)s, ¢imz
vlivem osmotického tlaku dochazi k nasavani vody méchyrkem, ktery se zvétSuje, az praskne,
vylije se z néj roztok CuSQ,. Siran médnaty opét okamzité reaguje s K4Fe(CN)¢ za vzniku nové
membrany. Takto interakci dvou jednoduse organizovanych soustav (roztokd anorganickych
latek) vznika soustava vice komplexni (osmotickd soustava) s novymi strukturami a vlastnostmi:

membrany, semipermeabilita, osmdza, méchyrky, rist, pohyb a zmény tvaru méchyrku.

Ukol €. 1: Traubeho model osmotické soustavy
Chemikalie: 5% vodny roztok hexakyanozeleznatanu draselného K;Fe(CN)e, krystalicky siran
médnaty CuSQ,. 5 H,O
Pomlcky: laboratorni vahy, zkumavka, stojanek, pinzeta, automaticka pipeta + $picky, svételny
mikroskop + mikroskopické potreby
Postup:

1. Pripravte 5% vodny roztok K4Fe(CN)s.

2. Naplite zkumavku do poloviny 5% roztokem K;Fe(CN)g a k roztoku pridejte pdr krystald

CuS0,. 5 H,0.
3. Makroskopicky pozorujte rlist Traubeho méchyrkll (model semipermeabilni membrany)

a schematicky zakreslete usporadani po 1, 5 a 10 min.



4. Na podlozni sklo napipetujte 20 ul roztoku K;Fe(CN)g a pridejte krystal CuSO,4. 5 H,O0.

Mikroskopicky pozorujte Traubeho méchyrky. Zakreslete do protokolu.

Ukol &. 2: Piisobeni detergentu na plasmatickou membranu — chemicka lyze
Materidl: kultura hmyzich bunék Sf9 (Spodoptera frugiperda)

Chemikalie: 2% vodny roztok tritonu X-100

Pomcky: automaticka pipeta + Spicky, svételny mikroskop + mikroskopické potieby
Postup:

1. Pfipravte 2% vodny roztok tritonu X-100 (pfipraveno vedoucim cviceni).

2. Napipetujte 20 pl bunééné suspenze na podlozni sklo, pfikryjte krycim sklickem a
pozorujte burky za fyziologickych podminek.

3. Na hranu kryciho skla opatrné napipetujte 20 pl 2% roztoku tritonu X-100 tak, aby
nedoslo k vyplaveni bunék. Ihned pozorujte chemickou lyzi bunék na hranici pasobeni
detergentu. V misté, kde se burika nachazela, je moZné pozorovat jeji ,,stin, ktery je
tvoren ze zbytk( bunécénych struktur a zvlasté pak z cytoskeletu.

4. Vysledek slovné popiste do protokolu a vysvétlete.

Ukol &. 3: Plisobeni hypertonického roztoku na plasmatickou membranu — plasmorhiza
Material: kultura hmyzich bunék Sf9 (Spodoptera frugiperda)
Chemikalie: 1M roztok NaCl
Pomlcky: laboratorni vahy, kadinka, zkumavka, automaticka pipeta + Spicky, svételny mikroskop
+ mikroskopické potreby
Postup:

1. Pfipravte si 1M vodny roztok NacCl.

2. Napipetujte 20 pl bunécné suspenze na podlozni sklo, prikryjte krycim sklickem a

pozorujte burky za fyziologickych podminek.



3. Na hranu kryciho skla opatrné napipetujte 20 pl 1M roztoku NaCl a ihned pozorujte
plUsobeni hypertonického roztoku na bunéénou suspenzi.

4. Pozorujte zménu tvaru bunék, vysledek slovné popiste do protokolu a vysvétlete.

Ukol ¢&. 4: Pisobeni hypotonického roztoku na plasmatickou membranu — osmoticka lyze
Materidl: kultura hmyzich bunék Sf9 (Spodoptera frugiperda)
Chemikalie: 0,1M roztok NaCl
Pomlcky: laboratorni vahy, kadinka, zkumavka, automaticka pipeta + Spicky, svételny mikroskop
+ mikroskopické potreby
Postup:
1. Pfipravte si 0,1M vodny roztok NaCl.
2. Napipetujte 20 pl bunécné suspenze na podlozni sklo, pfikryjte krycim sklickem a
pozorujte burky za fyziologickych podminek.
3. Na hranu kryciho skla opatrné napipetujte 20 pl 0,1M roztoku NaCl a ihned pozorujte
pUsobeni hypotonického roztoku na bunécnou suspenzi.

4. Pozorujte zménu tvaru bunék, vysledek slovné popiste do protokolu a vysvétlete.

Otazky:
1. Pokuste se objasnit rozdily mezi jednotlivymi Gtvary: micely, liposomy a membranami.
Popiste a zakreslete jednotlivé struktury.
2. Uvedte priklady detergenta.

3. Jaké dalsi vlivy mohou porusit strukturu a funkénost cytoplasmatické membrany?
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