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TRASPORTO ATTIVO
E richiesta energia metabolica (ATP) poiché

i soluti si muovono CONTRO gradiente di
potenziale elettrochimico

Tipi di trasporto attivo

Trasporto Trasporto attivo
attivo secondario
primario

A seconda di come viene utilizzato I'ATP, il trasporto attivo pud essere suddiviso in
trasporto attivo primario che utilizza direttamente 'energia che deriva dal legame
fosfato del’ATP e il trasporto attivo secondario che utilizza invece I'energia di un
gradiente di concentrazione che é stato precedentemente creato da un trasporto
attivo primario. E ovvio quindi che tutti i trasporti attivi secondari dipendono
strettamente dai trasporti attivi primari che utilizzano ATP per mantenere i gradienti di
concentrazioni necessari per il trasporto attivo secondario.

I meccanismi delle proteine responsabili del trasporto attivo assomigliano per alcuni
aspetti a quelli della diffusione facilitata. | substrati, ioni 0 molecole, si legano alla
proteina carrier, che cambia conformazione rilasciando il substrato nel lato opposto.
Esistono perd due sostanziali differenze per quanto riguarda le proteine del trasporto
attivo primario: 1) il cambio di conformazione avviene grazie all’apporto di energia
dell’ATP, mentre nel caso della diffusione facilitata non & richiesta alcuna energia
metabolica e 2) I'affinita della proteina carrier per il ligando si modifica nel passaggio
da un lato all’altro della membrana. Solo in questo modo possono essere legati e

cedulti ioni contro gradiente




TRASPORTO ATTIVO PRIMARIO

4 classi di proteine di trg to ATP-dipendenti.

Le proteine ABC hanno 4
domini: 2 transmembrana

Le pompe della (T) e 2 citosolici leganti ATP

classe P sono costituite Le pompe delle classi Fe V (A) che accoppiano l'idrolisi
da 2 peptidi, ae B, e non danno origine ad intermedi di ATP al trasporto del
passano in uno stato fosforilati. soluto. In certe ABC, i
fosforilato (subunita o) Hanno strutture e proteine simili, domini sono presenti come
durante il ciclo di ma le loro subunita non hanno subunita separate mentre in
trasporto. alcuna relazione con quelle delle altre risultano fusi in un
pompe della classe P singolo polipeptide.

Il trasporto attivo primario utilizza proteine di membrana che cambiano conformazione
utilizzando I'energia chimica derivata dall’idrolisi del’ATP in ADP e fosfato. In questo
senso tali proteine sono dei veri e propri enzimi e vengono comunamente definite
ATPasi.

Possiamo distinguere quattro classi di proteine di trasporto ATP-dipendenti.

Le pompe della classe p (P-type ATPasi) sono costituite da due diversi peptidi, alfa e
beta, e passano in uno stato fosforilato durante il ciclo di trasporto. La sequenza
attorno al residuo che viene fosforilato, situato nelle subunita alfa & omologa nelle
diverse pompe.

Le pompe delle classi F e V hon danno origine ad intermedi fosforilati. Le loro
strutture sono simili e contengono proteine simili, ma le loro subunita non hanno
alcuna relazione con quelle delle pompe della classe P.

Tutti i membri dell'ampia superfamiglia di proteine ABC (ATP-binding cassette
transporter) contengono quattro domini essenziali: due domini transmembrana (T) e
due domini citosolici leganti ATP (A) che accoppiano l'idrolisi di ATP al trasporto di un
dato soluto. In alcune proteine ABC, questi domini sono presenti come subunita
separate (come nel caso illustrato) mentre, in altre, risultano fusi in un singolo
polipeptide.




ATPasi per il trasporto ionico sono le fonti principali e anche i maggiori utilizzatori di ATP

-
H*/K*ATPasi: Ghiandole gastriche; Dotti collettori; Secrezione HCI (stomaco); Riassorbimento bicarbonato rene
K*/H*ATPasi : Colon distale; sensibile a ouabaina e omeprazolo; Assorbimento di K* ed escrezione di H*

H+

Na*K* ATPasi
Inibitore: ouabaina
ubiquitaria;
funzione house-
keeping

Ca?*-ATPasi
(plasmalemma) Ca%*
PMCA

Ca?*-ATPasi V-type ATPasi
(reticolo endo- Lisosomi;
sarco- endosomi;
plasmatico) granulidi
SERCA deposito;

acidificazione
Trasportatori ABC intravescicolare
(MDR, CFTR)

App. gastro-enterico
e renale; cellule
tumorali; epitelio
polmonare
Escrezione di
farmaci e sostanze
idrofobiche (MDR),
di ioni cloro (CFTR)

F-type ATPasi
Membranamitocondriale
interna

Produzione di ATP




O S orio Ao PRNARIOT P-Type ATPasi
Na*/K*ATPasi
INa* K

Extracellular fluid
Na* Y Ycr‘n:g La pompa
Qﬁ%}%‘n B B;ﬁ%ﬁ ; Na*/K*ATPasi consiste
RSO ~di 4 subunita principali
L
hmedhh;mid olifs ) (2 oe2 B )

ADP+ Pi< s/ “Nat \

subunita o =1000 aa; 110 KDa, 10 segmenti transmembrana.
contiene i siti di legame per Na* e ATP e un sito di fosforilazione nel
dominio citoplasmatico; nel dominio extracellulare ha i siti di legame
per il K* e la ouabaina

subunita [3 =300 aa; ~45 KDa, 1 segmento transmembrana, senza
attivita enzimatica e di trasporto. La sua associazione con la a-subunita &
necessaria per ’attivita della pompa in quanto stabilizza la subunita o
all’interno della membrana

=oma NAT/K*ATPasi € stata la
prima pompa ad essere
studiata.



g g [RASPORIO ATIIVO PRI P-Type ATPasi
Na*/K*ATPasi

La Na*/K*-ATPasi mantiene i gradienti di Na™ e K™ tra
I’ambiente intra e quello extra-cellulare

Ha il compito principale di mantenere stabili i gradienti di concentrazione di
sodio e potassio ai lati della membrana.

Oltre a possedere tutti i requisiti dei sistemi di
trasporto facilitato precedentemente analizzati
(velocita, specificita, saturabilita, etc..), in analogia a
tutti i sistemi di trasporto attivo primario é
caratterizzata funzionalmente dal lavorare contro
gradiente di concentrazione sia dello ione sodio che
del potassio in quanto trasporta il Na dall’ambiente
interno dove & meno concentrato a quello esterno
dove € piu concentrato; viceversa il potassio viene
traslocato dall’ambiente extracellulare a minor
concentrazione a quello intracellulare a
concentrazione maggiore.
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La pompa dal versante intracellulare ha un’alta affinita per il Na e una bassa
affinita per il K. Cio facilita I'attacco degli ioni Na ai propri siti di legame a
discapito della loro bassa concentrazione all’interno della cellula (circa 9 mM).
Si legano quindi 3 ioni Na. A questo punto avviene la fosforilazione dei siti di
legame intracellulari dell’ATP (step 2) che induce il cambio di conformazione
necessario per permettere il cambio di direzione della pompa e la liberazione
del Na nel liquido extracellulare (step 3 e 4). Nello stato fosforilato, la pompa
ha un’alta affinita per il K e una bassa affinita per il Na sul lato extracellulare.
Quindi il Na viene rilasciato, nonostante la sua concentrazione all’esterno
della cellula sia elevata (145 mM) mentre si legano due ioni K pur essendo
bassa la loro concentrazione che € intorno a 4 mM (step 5). L'attacco degli
ioni K sul lato extracellulare attiva la liberazione del gruppo fosfato (step 6)
che fa variare la conformazione della pompa (step 7) con il rilascio degli ioni K
nel lato intracellulare contro gradiente di concentrazione (140 mM).
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In questo modo il ripetersi del ciclo permette di mantenere bassi i livelli di Na
e alti i livelli di K all’interno della cellula e una situazione opposta all’esterno.
L



WY TRASPORTO ATTIVO PRIMARIC P-Type ATPasi

Na*/K*ATPasi

La Na*/K*-ATPasimantiene i gradienti di Na* e K* tra ’ambiente intra e
quello extra-cellulare
L Caratteristiche funzionali:
* contro gradiente di

Ouabaina

concentrazione
o s mmmasutc 0 * elevata selettivita
i Wy e, *ATP-dipendente
“i" | e ‘1 « inibito da veleni metabolici e
I e da agenti specifici (ouabaina)
~ Ao » - eelettrogenico
2@ * parametri cinetici

(Kmy,=0.2 mM;
Kmy = 0.05 mM)

E’ un processo ATP-dipendente, di conseguenza € soggetto all'inibizione da parte di veleni del
metabolismo che limitano la disponibilita di ATP (disaccoppianti respirazione mitocondriale, etc..) o da

agenti specifici, come il glicoside cardiaco ouabaina. Il sito di legame per 'ouabaina
(strofantina G), un glicoside vegetale si trova nelle immediate vicinanze dei
siti per il potassio. Il legame della ouabaina porta all’arresto della pompa
qguando questa passa dalla configurazione E, a quella E;. Cio comporta sia
l'inibizione del trasporto ionico che dell’idrolisi dell’ATP. L'inibizione &
reversibile, I'affinita dell’inibitore per la pompa € variabile sia tra specie
diverse che, nel’ambito della stessa specie, a livello di tessuti diversi.

Infine la > parte dei trasporti attivi primari traslocano cariche elettriche attraverso la membrana
determinando una separazione di cariche tra i due lati della membrana; in questo modo la Na-K-ATP-
asi incide direttamente sul potenziale elettrico esistente fisiologicamente a cavallo delle membrane
plasmatiche oltre a contribuirvi indirettamente creando la distribuzione asimmetrica del sodio e del
potassio tra 'ambiente intra ed extra-cellulare. La costante di legame per il Na & di 0,2 mM; la Km per il
K e di 0,05 mM.
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Ruolo della Na*/K*ATPasi

S + Lt
Step 1. Three Na+ ions bind to cytoplasmic crea gradlentl per Na e K
high-affinity binding sites. .
necessari per.
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| gradienti del Na* sono importanti per i
trasporti attivi secondari di soluti organici
(glucosio, aminoacidi),

Ca?*, Cl, H*




{ so le membrane:Trasporto attivo
v P-type asli

Modelli strutture secondarie
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Nk‘z [ A fresd /
NH, J
T

Cytosol COOH /COOH

Membrane M albj 1 2[34 5[6 1 2{314 5‘6 7] 4410

<M 12ab 34 56 | Mi12 34 567 8910
Profili di 4 :
idrofobicita ] ¢ v

? bttt e ’w_ sl

KA (H*-K*-ATPasi)
NKA (Na*-K*-ATPasi)

SCA (Ca?*-ATPasidel reticolo sarcoplasmatico)

(Mg?*-ATPasi di S. typhimurium

|
|
|
: 1A
| Modern Procaryotes .. atpasi di Synechoccus)

PMCA (Ca?*-ATPasi plasmalemmatica)
( H*-ATPasi)

ATPasi metalli pesanti
(procarioti e eucarioti)

Sono riportati i modelli strutturali delle P-ATPasi di tipo | (batteriche) e di tipo Il (degli eucarioti), ricavate da
profili di idrofobicita (Kyte-Doolittle algorithm). Le 2 regioni citosoliche comuni sono denominate regione B e
dominio C; questo dominio presenta una parte denominata hinge e legami di connessione con le parti
intramembrana. Il dominio C e quello cataliticamente attivo, essendovi localizzato il sito di fosforilazione verso
I’N-terminale ed il sito di legame dell’ATP nella regione centrale e carbossi terminale. E’ presente una regione
hinge comune a molte fosfochinasi che lo connette ai domini trans-membrana. Il ruolo di questa regione dovrebbe
essere quello di favorire I’interazione reciproca tra il sito catalitico ed il sito di legame dei cationi durante la
traslocazione.

| putativi domini trans-membrana (ad alfa elica) sono 6 nel caso delle P-ATPasi di tipo | e 10 nel caso delle P-
ATPasi di tipo I1. Nel caso delle ATPasi di tipo I si potrebbe dedurre dall’analisi del profilo di idrofobicita, la
presenza di due addizionali domini trans-membrana denominati Ma e Mb. Questi addizionali motivi trans-
membrana sono preceduti nella regione N-terminale dalla presenza di un sito di legame per i metalli pesanti. Le
ATPasi di tipo 1l sono distinguibili dal numero maggiore di domini trans-membrana nella regione carbossi
terminale.

Dal punto di vista filogenetico si suppone che le P-ATPasi derivino da un comune antenato, un trasportatore di
cationi, da cui siano derivate in seguito ad una divisione ancestrale a livello batterico, le P-ATPasi di tipo | (che
trasportano metalli pesanti) e quelle di tipo II presenti nei moderni procarioti come 1’ATPasi che trasporta
magnesio del S. typhimurium e la ATPasi che trasporta calcio del Synechoccus). Nel corso dell’ evoluzione
ulteriori diversificazioni delle P-ATPasi di tipo Il ha dato origine a quelle I1A (Serca, Na-K-ATPasi; H,K-ATPAsi
e di tipo IIB (PMCA; e ATPasi dei protoni predominante nelle piante e nei funghi dove ¢ necessaria all’ingresso di
nutrienti e altre sostanze utili alle funzioni cellulari). Attualmente si riconoscono pit di 80 membri diversi
appartenenti alla famiglia delle P-ATPAsi.

10
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Ca?* ATPasi: PMCA e SERCA

Trasporti attivi primari
Idrolisi di ATP accoppiata al movimento del Ca**

e 2 e P . - ® o PMCA (Plasma Membrane

o L J
2 [Ca”]=12mM PMCA ® Calcium ATPase): utilizzata
° ' - N0 ¢ ® per espellere all’esterno della
o * ; L/ \ o o cellula il Ca?* attraverso la
€] % ee2Ca™ membrana cellulare
2032' [Cai'o] o 10--7 M ’
o/ |eo e y
‘ SERCA (Smooth Endoplasmic
‘ n ° Reticulum Calcium ATPase):
a\ \ [Ca®]=1mM !} ;
A\ \leo © ® o)/ /J ® Importante per sequestrare il
o A W N o siprsmaler £ & 7 @ Ca?* pel reticolo sarcoplasmatico/
-‘. ® endoplasmatico
e o :
. o ®
® o o T »

La pompa Ca?* ATPasi € una proteina integrale di membrana (PM 100 kDa) con
10 domini transmembrana. Ha le caratteristiche di un uniporto e trasporta fuori
dalla cellula 2 ioni Ca per ogni molecola di ATP utilizzata in ogni ciclo. E
elettrogenica ed ha I'importante ruolo di mantenere bassa la concentrazione del
Ca intracellulare che & una condizione vitale per la sopravvivenzae la
funzionalita cellulare. La pompa del Ca é presente non solo alivello del
plasmalemma ma é attiva anche sulla membrana del reticolo endoplasmatico e
sarcoplasmatico e nei mitocondri e aiuta a mantenere bassi i livelli di Ca
citoplasmatico trasportabto lo ione all’interno di questi organuli contro un forte
gradiente di concentrazione.

Le due isoforme hanno diverse caratteristiche molecolari. La PMCA ha una
maggiore affinita per il Ca ed e praticamente sempre in funzione per mantenere
alivello basale la concentrazione di ca intracellulare. La serca entra in funzione
solo quando la concentrazione di Ca aumenta di un ordine di grandezza. Non si
conoscono ancora inibitori specifici per la PMCA mentre la SERCA é inibita
dalla tapsigargina.

11
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Ca?* ATPasi: PMCA

Pompa del calcio della membrana
10°M plasmatica (PMCA) Ne esistono diverse
isoforme e sono attivate dalla
calmodulina; ha il compito di pompare
uno ione calcio dal citosol all’esterno.

PMCA 1: ubiquitaria, ha la funzione
di mantenere costante la
concentrazione intracellulare di calcio.
Presenta un sito per la fosforilazione
da parte di protein-chinasi A e C (PKA
e PKC) (che serve ad aumentare la
velocita della pompa).

PMCA 2: neuroni.

PMCA 3: muscolo scheletrico e
cervello.

PMCA 4: in fase di studio

SERCA

reticolo
endoplasmico

12
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Ca?t* ATPasi: SERCA

Pompa del calcio del reticolo
sarcoplasmatico (SERCA).

Ne esistono diverse isoforme e ha lo scopo
di rimuovere il calcio dal citoplasma
facendolo entrare nel reticolo
endoplasmatico e nel reticolo
sarcoplasmatico. A differenza di PMCA,
pompa 2 ioni Ca** per ogni ATP
idrolizzato.

SERCA 1: muscolo veloce.

SERCA 2: muscolo cardiaco e in molti
altri tipi cellulari; serve a mantenere
costante la concentrazione di calcio
intracellulare. E regolata dalla
calmodulina e dal fosfolambano.

SERCA 3: piastrine, eritroblasti, endoteli,
epiteli.

SERCA 4: inibita da tapsigargina e
dall’acido ciclopiazonico.

103 M

reticolo
endoplasmico

13
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H*/K" ATPasi

Strutturalmente molto simile alla

LUTe gaeliko Na*/K*ATPasiche trasporta 4 H* fuori
2 s - dallacellulae 4 ioni K* all’interno
pH=1 della cellula.
o . L
o foS o ) > Si trova maggiormente sulle cellule
" OB e\ & parietali gastriche ma é anche
S5 o < riscontrabile nel dotto collettore e
u - ATP o i sulla mucosa del colon responsabile
. » :H‘ 5 = P della secrezione acida nello
o ¢ o =& stomaco.
Cellula ossintica pPH=74 @&

La suaimportanza € anche legata alla recente

Liquido interstiziale ~ Scoperta che derivati del’omeprazolo si
legano alla subunita o della pompa e ne
bloccano I'attivita. Questi farmaci sono
attualmente ampiamente utilizzati come
antiulcerosi e per la cura di diverse
disfunzioni gastriche.

L —

Capillare

La pompa H*/K* ATPasi o0 pompa protonica € un trasportatore strutturalmente molto
simile alla Na*/K* ATPasi che trasporta 4 H+ fuori dalla cellula e 4 ioni K+ all’interno
della cellula con stechiometria di 1:1 (quindi non & elettrogenica). In questo modo
permette I’acidificazione del liquido extracellulare pur essendo bassi i livelli di H+
citoplasmatici (pH 7,4, [H+] = 4*10-8 M).

La pompa € localizzata sulla parete delle cellule ossintiche (o parietali) delle ghiandole
gastriche e svolge un ruolo centrale nella produzione dell’HCI del succo gastrico.
Permette la produzione di acido a concentrazioni massime di 100 mM (pH=1) ed e
quindi in grado di mantenere elevatissimi gradienti di H+ tra I'interno e I’esterno della
cellula. La sua importanza é anche legata alla recente scoperta che derivati
dell’omeprazolo si legano alla subunita o della pompa e ne bloccano I'attivita. Questi
farmaci sono attualmente ampiamente utilizzati come antiulcerosi e per la cura di
diverse disfunzioni gastriche.

Il lansoprazolo, come tutti gli inibitori di pompa, inibisce questo processo con
conseguente immediato blocco della produzione di acido cloridrico,
indipendentemente dallo stimolo che I'ha prodotto. Nel lume gastrico il pH viene
mantenuto forzatamente al di di sopra di 3-4.

La H*-K*-ATPasi ha una struttura molto simile alla pompa sodio-potassio: anche qui si
riconoscono due subunita a e due 8 con la a che é responsabile della funzionalita della
pompa protonica contenendo i siti di legame degli ioni, di fosforilazione e di attivita
ATPasica.

14



TRASPORTO ATTIVO PRIMARIO TRASPORTATORIABC

CFTR

Si tratta di un canale del C1
regolato, che risulta alterato
nella fibrosi cistica. La
funzione di questo canale e
quella di trasportareil cloro
HLELELEL  attraverso le membrane
cellularia livello della
membrana apicale delle
cellule epitelialidelle vie
aeree, del pancreas,
dell’intestino, delle
ghiandole sudoripare, delle
ghiandole salivari e dei vasi
deferenti.
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Sono definiti attivi perché avvengono
contro gradiente di concentrazione
Sono definiti secondari perché non utilizzano
direttamente energia metabolica
S\ 7 N\ Spessissimo utilizzano il

\ N\,  gradiente elettrochimico del
Na* come fonte energetica.

> Cotrasporti e

controtrasporti
> |l Substrato si muove
contro il suo gradiente
» Il Na* si muove secondo
gradiente
Primary active transport Se dary active tr port
(a) (b)

Il trasporto attivo secondario sfrutta I'energia cinetica di uno ione che si muove passivamente
secondo il suo gradiente di concentrazione per trasportare una molecola o un altro ione
contro gradiente.

Le molecole o gli ioni cotrasportati possono muoversi nella stessa direzione (simporto) oppure
in direzione opposta (antiporto).

| pit comuni sistemi di trasporto attivo secondario sono mediati da proteine transmembrana
che sfruttano il gradiente di concentrazione del Na+ creato dalla Na+-K+ ATPasi. In tal caso,
l'alta concentrazione extracellulare di Na+ favorisce il legame dello ione sul lato esterno del
trasportatore, che a sua volta é facilitato a legare una molecola o un altro ione e a trasportarli
dal lato opposto a quello in cui si trovano, senza ulteriore spesa di energia.
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TRASPORTO ATTIVO SECONDAI

Antiporto Na*/Ca?*

L’antiporto Na*/Ca2* ha un
ruolo chiave nel controllo del
Ca?* intracellulare in tutte le
cellule,dove & costantemente
attivato.

E di particolare importanza nelle
cellule cardiache quandola
concentrazione di Ca?*, che
aumenta durante la contrazione
sistolica, deve essere
velocementeriportata al suo
livello normale per permettereiil
rilasciamento ventricolare

L’antiporto Na*/Ca?* ha un ruolo chiave nel controllo del Ca
intracellulare in tutte le cellule, dove é costantemente attivato.
Trasporta 3 ioni Na dentro la cellula e 1 ione Ca fuori ed € quindi
elettrogenico. E di particolare importanza nelle cellule cardiache
quando la concentrazione di Ca, che aumenta durante la contrazione
sistolica, deve essere velocemente riportata al suo livello normale per
permettere il rilasciamento ventricolare
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1 - La digitossina Cellula

blocca la pompa Calgack
Na'/K"-ATPasi
2 - La[Na'] intracellulare [Na'] f
. X aumenta
(Digitossina)
N el . + 24
3 - L'antiporto Na '/Ca”
ATP rallenta la sua attivita e 2+
Svhae [Ca™]
. la[Ca™]intracellulare
3Na™{ aumenta
4 - LL"i‘nnaIzamento di Forza di f
Ca“ intracellulare aumenta contrazione

la forza di contrazione

Un paziente con insufficienza cardiaca possiede un cuore ipodinamico caratterizzato
da una bassa gittata cardiaca (volume di sangue espulso dai ventricoli al minuto)
insufficiente a sostenere le richieste metaboliche del suo corpo. Il metodo piu efficace
per migliorare I'attivita cardiaca consiste nellaumentare la contrattilita miocardica che
€ marcatamente Ca2+ dipendente. Un aumento del Ca citoplasmatico produce
un’aumentata contrattilita cardiaca che a sua volta produce un aumento del volume
sistolico (volume di sangue espulso durante un singolo battito cardiaco) e della gittata
cardiaca.

| glicosidi cardiaci come la digitossina, la digossina e I'ouabaina, sono usati da
moltissimi anni per la cura dellinsufficienza cardiaca. Questi farmaci si legano
selettivamente e inibiscono la Na+/K+-ATPasi della membrana delle cellule del
miocardio. In tal modo il Na+ si accumula in cellula riducendo notevolmente I'attivita
dello scambiatore Na+/Ca2. Come risultato finale il livello citoplasmatico di Ca
aumenta e aumenta di conseguenza la contrattilita miocardica, il volume sistolico e la
gittata cardiaca.
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TRASPORTO ATTIVO SECONDAI

L’antiporto Na™/H" (NHE1 - NHE6)

Svolge un ruolo determinante
nel controllo del pH
intracellulare di tutte le cellule

L’antiporto Na+/H+ &
particolarmente importante a
livellorenale.La sua
localizzazione sull’orletto a
spazzola delle cellule epiteliale
del tubulo contorto prossimale
permette, infatti, di arricchireil
liquido del lume tubulare di ioni
H+ e di acidificare le urine.

L'antiporto Na*/H* & svolge un ruolo determinante nel controllo del
pH intracellulare di tutte le cellule in quanto trasporta ioni H+
fuori dalla cellula e ioni Na dentro in rapporto 1:1. L’antiporto
Na*/H* e particolarmente importante a livello renale. La sua
localizzazione sull’orletto a spazzola delle cellule epiteliale del
tubulo contorto prossimale permette, infatti, di arricchire il liquido

del lume tubulare di ioni H+ e di acidificare le urine.

20



o oo vosicon
Il trasporto dei dipeptidi/tripeptidi é accoppiato a
quello dei H" nell’intestino (PepT1) e nel rene (PepT2)

peptidi tripeptidi
aminoacidi H+‘""‘_
Na+ Ht cunes®
K+ @ Na*
sangue Lume

Trasportatori per gli oligopeptidi dipendenti dai protoni sono stati identificati in batteri,
funghi, piante, e cellule epiteliali intestinali e renali dei mammiferi. Essi rappresentano
una famiglia denominata POPT conservata nel corso dell’evoluzione.

Il carattere distintivo di questa classe di trasportatori & di utilizzare come driving force
il gradiente elettrochimico dei protoni per trasportare peptidi in cellula contro gradiente
di concentrazione. A livello intestinale e renale esiste un microambiente acido a
livello luminale creato principalmente dall’attivita del contro-trasporto Na/H. Questo
gradiente viene sfruttato dai sistemi di trasporto per dipeptidi che riconoscono inoltre

angiotensina (ACE).

Dal punto di vista strutturale PepT1 presenta 12 domini trans-membrana e regioni
extracellulari di glicosilazione; dal lato citosolico presenta siti di fosforilazione da parte
della protein chinasi C e della protein chinasi A. Per quel che riguarda il
funzionamento e stato suggerito che la formazione del complesso ternario & ottenuta
grazie ad un legame dipendente dal potenziale elettrico di H* e del substrato ai siti
proteici del trasportatore. Nel sito proteico & stato possibile riconoscere. Il complesso
va incontro ad un cambio conformazionale permettendo la traslocazione della
molecola di peptide, di una molecola d’acqua e un carica positiva. In questo
meccanismo il potenziale di membrana (Vm) determina la velocita massima di
trasporto e l'affinita di legame per i soluti. Dal punto di vista delle richieste steriche
per il riconoscimento del substrato, il trasportatore puod riconoscere di e tri-peptidi e
substrati simili a peptidi, R denota la catena laterale di amino acidi con preferenza
per residui idrofobici. P1; P2; P3 indicano le tasche idrofobiche proposte essere
presenti nel domino di legame del substrato del trasportatore.
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Y TRASPORTO ATTIVO SECONDAR Il trasporto degli amino acidi
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TRASPORTO ATTIVO SECONDARI(

il cotrasporto Na*-D-glucosio

Il cotrasporto Na*-D-glucosio
¢ determina I’assorbimento
\ intestinale ed il
riassorbimento renale del
glucosio

Il cotrasporto Na-D-glucosio € un esempio classico di trasporto attivo secondario. La sua funzione
principale € quella di mediare sia I'assorbimento di glucosio a livello intestinale che il riassorbimento
dello zucchero a livello renale.
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TRASPORTO ATTIVO SECONDA

il cotrasportd Na*-D-glucosio

o) Lic (B

Lume dell'intestino Na‘] bassa

o del tubulo renale 2 [Glucosio] alta Il legame del Na*

crea un sito Na*
— di legame
Na' si lega al (Na) J per il glucosio Y
trasportatore ,J-\
Simporto e
G Na' - glucosio \G_h.:/}

© )

Na*
viene rilasciato
nel citosol, in seguito
& liberato anche
il glucosio

Il legame del glucosio
induce un cambio
conformazionale del camier

I meccanismo di traslocazione e simile a quelli riportati sino ad ora. Anche in questo caso si ha un oscillazione tra
due stati conformazionali E1 e E2 con i siti rivolti alternativamente verso I'ambiente extra ed intra-cellulare. In
questo caso tuttavia I'elemento aggiuntivo € rappresentato dal legame dello ione sodio al trasportatore che induce
un cambio conformazionale nella tasca di legame per lo zucchero, aumentandone I'affinita nei confronti del
substrato. Una volta che il D-glucosio si & legato, si ha una traslocazione dei due substrati in direzione dell’ambiente
intracellulare, dove il sodio si stacca dal suo sito di legame poiché le sue concentrazioni intracellulari sono basse, il
distacco del sodio determina una riduzione dell’affinita per il D-glucosio che si stacca dalla sua tasca di legame, pur
essendo le sue concentrazioni citosoliche abbastanza elevate.
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Il cotrasporto Na*-D-glucosio

localizzazione Km D-glucose | stechiometria

SGLT-1 Intestino tenue 0.35 mM 2:1

Tubulo contorto
prossimale (S2 e S3)

SGLT-2 Tubulo contorto 3ImM 1:1
prossimale (S1)

Stru‘t_tq’ra secondariadel SGLT-1

A

PKC PKC PKA PKC

Al momento sono conosciute due isoforme SGLT-1 e SGLT-2 del trasportatore Na-dipendente di D-
glucosio.

Il primo & presente sia sulle membrane apicali dell'intestino tenue che nella seconda parte del tubulo
contorto prossimale, & caratterizzato da una Km di circa 0.1 mM per il D-glucosio, una stechiometria di
cotrasporto Na-D-glucosio di 2 ioni sodio per molecola di D-glucosio trasportata; € un trasporto
elettrogenico.

SGLT-2 é stato riscontrato nelle prime porzioni del tubulo contorto prossimale e si distingue
cineticamente da SGLT-1 in quanto ha un’affinita molto inferiore ma una velocita di trasporto molto piu
elevata rispetto a SGLT-1.

Questa distribuzione regionale delle due isoforme di SGLT nel tubulo contorto prossimale assicura il
riassorbimento totale del D-glucosio. Infatti nelle regioni adiacenti alla capsula di bowman dove
predomina SGLT-2 questo trasporto capta efficientemente il D-glucosio ultrafiltrato ad alta
concentrazione, grazie alla sua Km che é vicina alle concentrazioni di glucosio e alla sua alta velocita di
trasporto. Allorquando le concentrazioni di D-glucosio nell’ultrafiltrato si riducono, man mano che questo
scorre nel tubulo prossimale, questo sistema non sarebbe piu efficiente a continuare il processo di
riassorbimento a causa della sua bassa affinita per il D-glucosio e di conseguenza interviene I'isoforma
SGLT-1 localizzata piu a valle, che opera efficientemente a basse concentrazioni di D-glucosio a causa
della sua elevata affinita per lo zucchero.

SGLT1 e costituito da 664 residui aacidici. La struttura secondaria del trasportatore si articola in 14 alfa-
eliche trans-membrana (al contrario dei trasporti facilitati del glucosio che possiedono solo 12 eliche)
con dei domini citosolici. La regione del trasportatore che lega e trasloca sodio, identificati tramite studi
con trasportatori chimerici, comprendono la regione N-terminale sino a loop extracellulare che connette
i domini trans-membrana 4 e 5; le regioni di legame e di traslocazione includono domini TM da 10 a 13.
SGLT1, al contrario di altre proteine carrier manca di un grande dominio citosolico, il ché suggerisce
I'esistenza di addizionali sub-unita regolatorie. Recentemente e stato proposto da Rehiardt ed altri che
una proteina denominata RS1, ancorata alle membrana plasmatiche apicali aumenti la velocita
massima di uptake di D-glucosio e vada a modulare I'attivita di altri sistemi di trasporto.

Un altro tipo di regolazione sembra essere effettuata dalla protein chinasi C e protein kinasi A dato che
domini citosolici del trasportatore contengono regioni suscettibili a fosforilazione da parte di queste
protein chinasi. Di conseguenza é un sistema di trasporto sottoposto sia a regolazione tramite AMPc,
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diacil-glicerolo e calcio. Lavori recenti suggeriscono che PKA e PKC aumentino I'attivita del cotrasporto
mediante una maggiore espressione di questo a livello delle membrane plasmatiche apicali. |l
meccanismo di questa regolazione € mediato da endocitosi o esocitosi di vescicole situate sotto la
membrana pronte ad essere incorporate nel momento della stimolazione da parte ormonale.

SGLT-1 appartiene ad una famiglia cui appartengono piu di 30 classi di trasportatori. Questi
condividono caratteristiche strutturali e funzionali omologhe. Posseggono 13 o piu eliche trans-
membrana, utilizzano il gradiente elettrochimico sia del sodio che dei protoni per trasportate una varieta
di substrati che includono zuccheri, aacidi, anioni organici, urea, vitamine, etc.. Dovrebbero condividere
un comune meccanismo di trasporto sebbene il substrato cotrasportato possa variare
considerevolmente.
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Trasporto di glucosio nell’epitelio intestinale

Apical Basal
surface surface

/-

Intestinal
lumen

Microvilli

Glucose

’ Glucose uniporter
. GluT2 (facilitates

Na™ glucose
* downhill efflux)

symporter
(driven by high )
extracellular [Na™))

Sia il glucosio che gli aacidi sono trasportati dal lume intestinale o dei tubuli renali all'interno
delle cellule assorbenti rappresentate in figura e da queste al sangue.

| due stadi di questo processo coinvolgono due distinti processi di trasporto: uno localizzato a
livello apicale, I'altro a livello basolaterale. Per quel che riguarda il trasporto basolaterale, si
tratta di un sistema di trasporto facilitato per il glucosio appartenente alla famiglia GIUT,
precedentemente descritta. A livello apicale € invece presente il trasportatore che sfrutta il
gradiente elettrochimico favorevole allo ione sodio per traslocare in cellula, il D-glucosio
contro elevati gradienti di concentrazione. Si puo calcolare che un gradiente elettrochimico
per il sodio esistente possa generare una concentrazione di glucosio in cellula 100 volte
superiore. |l potenziale elettrochimico favorevole all'ingresso del sodio &€ mantenuto dal
trasporto attivo Na-K-dipendente localizzato sulla membrana basolaterale. Di conseguenza si
parla di trasporto attivo in quanto lavora contro gradiente di concentrazione del D-glucosio,
secondario perché sfrutta secondariamente I'energia fornita dal’ATP tramite il lavoro svolto
da un trasporto attivo primario, in questo caso, la Na*/K*-ATPasi basolaterale.
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PROTEINE CARRIER

Scambiatore CI-/HCO;5;-

L’antiporto CI/HCO, (proteina della
banda 3) & importante nel controllo
dell’equilibrio acido-base a livello
cellulare.

Trasporta ioni HCO,-fuoridalla
cellulaeioni Cl-dentroinun
rapporto 1:1.

Oltre al trasporto attivo secondario Na-dipendente esistono anche svariati
trasportatori che non sono Na dipendenti. Tra questi, il piu importante per il suo ruolo
nel controllo dell’equilibrio acido-base a livello cellulare & I'antiporto CI-/HCO, che

trasporta ioni bicarbonato fuori dalla cellula e ioni ClI- dentro in un rapporto 1:1.

La fuoriuscita di bicarbonato dalla cellula avviene secondo gradiente ed &

accoppiata all’ingresso di cloro, che puo avvenire anche controgradiente.
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PROTEINE CARRIER

Scambiatore CI-/HCO;5;-

Lo scambio anionico CI/HCO; o proteina della banda 3 ¢
presente in notevole quantita nella membrana eritrocitaria.

Co,

Membrana
plasmatica
dell'eritrocita

O, +

Nei capillari sistemici

Elevata pressione di CO Emoglobina
Bassa pressione di O
0,
Aideosl o = ONS ¢
e C |
H,0 ———— % N
% HCO, n-C
N
cl i
YA
Proteina
HCO; dellabanda 3

A livello tissutale, si ha una
elevata tensione parziale di
CO, e questo determina
I’ingresso del gas
nell’eritrocita. La CO, viene
idratata ad opera della
anidrasicarbonica con
formazione di HCO; e H*. Il
bicarbonato viene liberato
verso ’esterno del globulo

rosso, ad opera della banda 3.

Lo scambiatore svolge un ruolo fondamentale a livello degli eritrociti dove
contribuisce all’arricchimento di bicarbonato nel plasma e piu in generale al

trasporto della CO2 e alla regolazione della respirazione.
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PROTEINE CARRIER

Scambiatore CI-/HCO5"

Lo scambio anionico CI/HCOj; o proteina della banda 3 ¢
presente in notevole quantita nella membrana eritrocitaria.

CO,

CO, +

Nei capillari polmonari
Bassa pressione di CO,
Elevata pressione di O

/O‘,

s H 7 NC

H 0. €T C |
HCO, N—C

Alivello dei polmonic’é
una bassa tensione
parziale di CO, e si

verifica I’effetto opposto,
cioé il flusso di
bicarbonato ¢ diretto
all’interno mentre il CI-
esce dall’eritrocita.
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DIFFUSIONE FACILITATA

PROTEINE CARRIER

Scambiatore CI-/HCO5"
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{ ( pH=74
o o \ATP TEET -
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> <> <>
Capillare Capillare Capillare

Il trasportatore CI/HCO3 e particolarmente importante anche in altri distretti
dove svolge importanti funzioni come:

*|| riassorbimento di bicarbonato a livello della membrana basolaterale del
digiuno e del tubulo contorto prossimale e distale del rene

L’ingresso di Cl esterno nelle cellule ossintiche dell’epitelio gastrico, che
rappresenta la riserva di ioni Cl- utilizzati per la produzione di HCI del succo
gastrico.

La produzione di bicarbonato del succo pancreatico che serve per mantenere
il pH del succo pancreatico a valori basici (pH 8-9) che aiuta a
controbilanciare il basso pH del chimo nel lume duodenale e a ottenere pH
ottimali per il funzionamento degli enzimi pancreatici.
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Endocitosi recettore-mediata ed esocitosi

€ 11 130000 u lea d recettore & membrana LEC
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Anche I'endocitosi € un meccanismo attraverso il quale grandi molecole o particelle entrano
nella cellula. L’endocitosi mediata da recettore avviene in regioni specifiche della membrana
cellulare note come fossette rivestite da clatrina che sono degli incavi in cui il lato
citoplasmatico della membrana ha un’alta concentrazione della proteina clatrina.

Nella prima tappa del processo i substrati extracellulari che devono essere portati all'interno
della cellula si legano a specifici recettori di membrana. Il complesso recettore-ligando migra
lungo la superficie cellulare fino ad incontrare una fossetta rivestita. A questo punto la
membrana si ritira verso l'interno (si invagina) si stacca quindi dalla membrana e diventa una
vescicola citoplasmatica. Le molecole di clatrina vengono rilasciate e ritornano sulla
membrana, nella vescicola il recettore e il ligando si separano, lasciano il ligando in un
endosoma che viene portato a livello di un lisosoma se il ligando deve essere distrutto,
oppure a livello dell’apparato del Golgi se il ligando deve essere elaborato. Nel frattempo i
recettori possono essere riutilizzati e riportati sulla membrana mediante un meccanismo noto
come esocitosi.

In questo modo vengono trasportati: ormoni proteici, fattori di crescita e proteine plasmatiche
che funzionano come carrier per il ferro e il colesterolo.
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