I trasporti attraverso le
membrane biologiche



Il movimento di piccoli solutl attraverso le membrane
puo avvenire mediante diverse modalita di trasporto

In base alla modalita di attraversamento del bilayer
fosfolipidico si distinguono 2 categorie generali di trasporto

Diffusione
semplice

Trasporto
mediato




In base alla richiesta energetica del trasporto si
distinguono 2 categorie generali di trasporto:

Trasporti passivi:

Trasporti attivi;

sono quei fenomeni di trasporto in cui la cellula non fornisce energia
alle molecola che permeano in quanto le molecole si muovono
secondo il loro gradiente di concentrazione. | trasporti passivi sono
spontanei ed equilibranti in quanto le molecole tendono a distribuirsi
uniformemente nei due ambienti separati dalla membrana.

sono quei fenomeni di trasporti in cui l'organismo spende energia
metabolica per far avvenire il passaggio in quanto la sostanza si
muove contro gradiente di concentrazione. | trasporti attivi sono
disequilibranti, perché le particelle vengono accumulate da un lato e
non sono spontanei in quanto richiedono energia dall’esterno.




K)Iassificazione dei trasporti in base alla richiesta energeticaﬂ

Trasporto passivo Trasporto attivo
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Modalita di trasporto dei soluti attraverso la membrana
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Trasporti passivi

Il trasporto passivo attraverso la membrana puo avvenire attraverso tre modalita basilari a
seconda delle caratteristiche molecolari della sostanza da trasportare:

A
Esterno Interno

®
'.-.7""’ Diffusione semplice attraverso lo spessore della membrane.
L ] . . . T
J oo . La sostanza passa direttamente attraverso il bilayer fosfolipidico.

Molecole
di substrato

:'.':..;_l__l i Diffusione attraverso canali acquosi, costituiti da proteine
:::;. = integrali di membrana che organizzate in subunita attraversano
:.':.:..-Pjﬁ_’. , da parte a parte la membrana determinando pori proteici
e ofer attraverso di essa.

c Molecole

del carrier
d Trasporto facilitato, secondo cui la molecola da trasportare si
oot WV, combina con una proteina carrier che ne facilita il passaggio

° ®
Y attraverso la membrana




Diffusione semplice



Diffusione semplice attraverso lo spessore di membrana

Esterno Interno

e~

Molecole
di substrato

[ In questo tipo di trasporto le molecole attraversano le membrane biologiche
semplicemente diffondendo tra le molecole costitutive della membrana stessa.

] Molecole che utilizzano questo meccanismo di trasporto:
- alcuni gas, come l'ossigeno, I'anidride carbonica
- molecole liposolubili (vitamine liposolubili A,D,E,K, ormoni steroidel)
- piccole molecole idrosolubili prive di carica con peso molecolare inferiore a 100-120

Daltons



Diffusione semplice

Permeabilita dei doppi strati lipidici
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Diffusione

La diffusione si verifica quando tra due regioni di una soluzione esiste una differenza di
concentrazione. In tal caso si ha un flusso di particelle dale regioni a concentrazione
maggiore verso quelle a concentrazione minore, finche le particelle non siano distribuite in
modo omogeneo in tutto lo spazione disponibile.

Esempio: una zolletta di zucchero o una goccia di colorante che si scioglie in un bicchiere di acqua

pure drop dye evenly
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Diffusione

Pertanto, la diffusione € il processo fisico attraverso il quale molecole in soluzione o
sospensione dotate di moto casuale termico (moto browniano) si disperdono da regioni a

concentrazione piu elevata a regioni a concentrazione piu bassa.

Esempio: una zolletta di zucchero o una goccia di colorante che si scioglie in un bicchiere di acqua

La diffusione € un processo causato dall’agitazione termica della materia.
; __éf_{ V. Taglietti
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Diffusione
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La concentrazione nelllambiente 1 continua a diminuire

esponenzialmente e parallelamente quella nellambiente 2 continua ad
aumentare con andamento esponenziale fino al raggiungimento

A, -L'
aGenuni

nu-m -l-—-\
Ul liiita

HEP AP NP

CUIILCTILIAZIVlIC.

Se immaginiamo di porre una soluzione di
saccarosio nella meta di un recipiente,
separata con un setto dall’altra meta piena
di acqua, e successivamente di togliere il
setto, il processo diffusivo immediatamente
ha inizio.

Un certo numero di molecole passa
casualmente per effetto dell’agitazione
termica nel compartimento 2. Con il passare
del tempo la probabilita del passaggioda 1 a
2 diminuisce e aumenta la probabilita di un
passaggio di molecole da 2 a 1 fino a
guando le molecole risulteranno distribuite
uniformemente in tutto il recipiente.

— /| V. Taglietti
—— FISIOLOGIA e BIOFISICA delle cellule - V Ed.
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Diffusione

Il fenomeno fisico della diffusione viene quantificato
dalla 1° legge di Fick:

dn= -AD dc
dt dx

ossia se esiste un gradiente di concentrazione per ogni tratto
infinitesimo dx c¢i sara wuna caduta infinitesima di
concentrazione dc che da luogo al flusso infinitesimo dn/dt .
Il flusso é tanto maggiore
- quanto maggiore € l'area (A) della sezione attraverso cui
esso si verifica
- quanto maggiore e la diffusibilita delle molecole, espressa

dal coefficiente di diffusione (D)
- quanto maggiore ¢ il gradiente di concentrazione
Pertanto, il flusso € direttamente e linearmente proporzionale
al gradiente di concentrazione
Il segno “-” indica che il flusso procede dalla zona a
concentrazione maggiore verso quella a concentrazione
minore.
Integrando I'equazione differenziale otteniamo:

F =D(C1-C2)

dove F €& il flusso espresso in moli al minuto per unita di
superficie.



Diffusione

Legge di Fick e Legge di Teorell

La prima legge di Fick non € altro che
la legge di Teorell riarrangiata in modo
da esplicitare la «forza» (driving force)
come una differenza di
concentrazione. La costante di
proporzionalita e nel caso della legge
di Fick il coefficiente di diffusione



Diffusione

Il coefficiente di_diffusione D della molecola in esame dipende dalle
caratteristiche fisico chimiche della sostanza che diffonde ed inoltre dalla
viscosita del mezzo in cui avviene la diffusione. Esso tiene conto sia
dell’energia cinetica delle molecole sia degli attriti che esse incontrano
muovendosi. Dimensionalmente [D] = [cm]? [sec]™.

Il coefficiente di diffusione e pari a:

D=RT
\jj

dove R e la costante generale dei gas, T € la temperatura assoluta, N ¢ |l
numero di Avogadro, f e il coefficiente di attrito.
Se la molecola che diffonde € sferica f € espresso dalla legge di Stokes:

f==6nnr
dove n € la viscosita del mezzo (esprime l'attrito nel mezzo) ed r € il raggio
della molecola che diffonde.
Quindi, il coefficiente di diffusione e proporzionale alla temperatura (e
quindi all’energia cinetica posseduta dalle molecole) e inversamente
proporzionale all’attrito, il quale dipende sia dalle caratteristiche del mezzo
(n) sia dalle dimensioni della molecola (r).



Diffusione

2° Legge di Fick:

stabilisce che il tempo necessario affinché la concentrazione del soluto raggiunga una certa
percentuale della concentrazione iniziale (es. 75%) ad una certa distanza dalla sorgente di

diffusione cresce con il quadrato della distanza.

Ne consegue che il trasporto di materia
per diffusione e efficiente e rapido
(dellordine  dei  millisecondi) su
distanze molto piccole (dell’ordine dei
Um) mentre esso diventa lentissimo su
scale macroscopiche.

/- | V. Taglietti
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Capillare Molecola
sanguigno di glucosio
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Figura 3-5 » Affinché la concentrazione del glucosio salga al
90% della concentrazione ematica, occorrono ~3.5 s ad una
distanza di 10 ym (circa un diametro cellulare) dal capillare
sanguigno e ~11 anni ad una distanza di 10 cm.
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Diffusione attraverso una membrana

La legge di Fick descrive la diffusione libera anche in ambienti non acquosi come lo spessore
di una membrana biologica.

Membrana plasmatica

S

v

A 4
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Il soluto passa per diffusione dall’ambiente 1 all’ambiente

2 attraverso una membrana di spessore d.
C,, € la concentrazione del soluto nell'lambiente 1,
C,, € la concentrazione nelllambiente 2

_ Csl > (_:SZ
C.,1 € la concentrazione di soluto nella membrana
all'interfaccia con 'ambiente 1 e C_, € la concentrazione
di soluto nella membrana all'interfaccia con I'ambiente 2

Per la prima legge di Fick il flusso netto di soluto, definito
come differenza tra i due flussi unidirezionali (da 1 a 2 e
da 2 a 1 rispettivamente) e pari a:

J=J,5,-J,5, =ADr(Cs1-Cs2)

d
dove A ¢ |'area della superficie di scambio, D e il coefficiente di
diffusione, r e il coefficiente di ripartizione del soluto

considerato tra membrana (fase lipidica) e acqua.



CS1

Diffusione attraverso una membrana

La legge di Fick descrive la diffusione libera anche in ambienti non acquosi come lo spessore
di una membrana biologica.

Membrana plasmatica
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A 4

d
dove A e larea della superficie di scambio, D e Il
coefficiente di diffusione, r e il coefficiente di ripartizione
del soluto considerato tra membrana (fase lipidica) e
acqua.

r € il rapporto della concentrazione del soluto nella
membrana e nella soluzione alle interfacce , ossia C,,,/C;
che e paria C,/C,,.

Se, ad esempiorvale 1, Cml e paria Csl e Cm2 e pari a
Cs2

Se, invece, r#1, ad esempio e pari a 2, vuol dire che Il
soluto preferisce ripartirsi nelllambiente della membrana
piuttosto che in quello acquoso. In questo caso sulla
superficie della membrana a contatto con 'ambiente 1 ci
sara una concentrazione doppia rispetto a quella
nell’acqua bellambiente 1 e cosi dicasi per 'ambiente 2.



Diffusione attraverso una membrana

La legge di Fick descrive la diffusione libera anche in ambienti non acquosi come lo spessore

di una membrana biologica.

Membrana plasmatica

CS1

S
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d

Conglobando insieme in un unico termine Il
coefficiente di diffusione, il coefficiente di ripartizione
membrana/acqua e lo spessore delle membrana, si
ottiene la seguente relazione:

J _
1= P(Cs1 — Cs2)

dove J/A ¢ il flusso per unita di superficie, mentre P e
definito coefficiente di permeabilita ed e pari a:

P=Dr
d



| movimenti di soluti attraverso le
membrane biologiche:
trasporti mediati da PROTEINE-CANALE e
PROTEINE- CARRIER



L’energetica del trasporto
mediato da Carrier

» Trasporto Passivo
(Diffusione Facilitata)

» Trasporto Attivo




Trasporto passivo
(Diffusione Facilitata )

v'"Non é richiesta energia metabolica

v'| soluti si muovono lungo un gradiente di
potenziale elettrochimico

v'Il trasporto € mediato da proteine canale o

da proteine carrier



TRASPORTO FACILITATO

Proteina_ Canale PrOteina' Carrier
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Copyright © Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.

Le molecole idrofile e gli ioni non possono permeare attraverso il doppio strato fosfolipidico, ma
adottano meccanismi di trasporto facilitato.



TRASPORTO FACILITATO
Proteina- canale Proteina- carrier

(a) (b)

Copyright © Pearsan Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.
| canali ionici mettono direttamente in comunicazione i due ambienti separati dalla
membrana, mentre le proteine carrier sono strutture capaci di legare una particolare
molecola, per esempio nell'ambiente extracellulare, e, dopo una transizione
conformazionale, di rilasciarla nel citoplasma.



Classes of transporters

Uniport Symport Antiport
| |

|
Cotransport



TRASPORTO FACILITATO mediato da carrier

solute\___.__

lipid O state A <——— > state B O o
bilayer O
% \ OUTSIDE O O
|

concentration

OO O / gradient
INSIDE @
\
carrier protein mediating solute-binding site O Q

passive transport
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Il trasporto facilitato avviene secondo gradiente di concentrazione



Importanza della diffusione facilitata

L'importanza funzionale della diffusione facilitata e rilevantissima,
perché consente il trasporto attraverso |la membrana delle piu
importanti molecole organiche di interesse vitale (nutritive e
metaboliche) che altrimenti non potrebbero attraversarla con la
velocita richiesta.
Es. trasporto passivo del glucosio

trasporto passivo degli aminoacidi



Esempio di trasporto facilitato: Trasporto facilitato del glucosio

mediante il trasportatore glucosio permeasi (famiglia dei trasportatori

GLUT)

| trasportatori GLUT sono una famiglia di
proteine di membrana che consentono la
diffusione facilitata del glucosio. Sono
formati da 12 segmenti ad a-elica
idrofobici disposti in cerchio.

iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii

Nome Espressione Kns Dipendenza dall’insulina
GLUT1 (costitutivo) Globuli rossi, maggior parte dei tessuti 5 No
GLUTZ2 (epiteliale) Fegato, cellule g del pancreas, 7 No
epiteli assorbenti dell'intestino e del rene
GLUT3 (neuronale) MNeuroni, glia 1.8 No
GLUT4 (insulino-dipendente) Fibrocellule muscolari striate, cellule adipose 46 Si
GLUTS (trasp. del fruttosio) Intestino 6 (fruttosio) No
GLUT7? (trasp. intracellulare) Membrana del reticolo endoplasmatico No

Esistono diverse isoforme
dei trasportatori del
glucosio, ciascuna con
specifiche caratteristiche
di cinetica, di
distribuzione tissutale e
di funzione.

Nota: I'affinita apparente, misurata in base al flusso entrante (uptake) di glucide radioattivo posto in concentrazioni crescenti nel mezzo extracellulare & espressa come

Ky (in mMj); & anche indicata la dipendenza di ogni isoforma dall'ormone insulina.

| V. Taglietti
FISIOLOGIA e BIOFISICA delle cellule - V Ed.
EdiSES
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Esempio di trasporto facilitato: Trasporto facilitato del glucosio

mediante il trasportatore glucosio permeasi (famiglia dei trasportatori
GLUT)

Modello flip-flop
HOW GLUT-1 FACILITATES GLUCOSE DIFFUSION

Outside cell \ Outslde oell
Glucose ’ ‘ ‘ ' |
MW M M A
) ,M — | v g Tiom —, e ﬁhz",‘; | ?Mf"’«" | ﬁ"ﬂw
A UL Uuuu g I = i L
GLUT-1 |
Inside cell ! Inside cell |
1.GLUT-1isa membrane 2. Glucose binds to GLUT-1 3. A conformational change 4. Glucose is released
protein, shown with its from outside the cell. results, transporting glucose inside of cell.
binding site facing outside to the interior.

the cell. Vmax & Km



rasporti mediati da carrier: caratteristiche cinetiche

SPECIFICITA’
Ogni trasporto mediato e affidato ad un sistema che opera solo per una particolare
sostanza o per un gruppo di sostanze simili.

SATURAZIONE

L'intensita del flusso non aumenta in modo proporzionale al gradiente di
concentrazione della sostanza trasportata (come nel caso della diffusione semplice
secodo la legge di Fick) ma, al crescere del gradiente tende asintoticamente ad un
limite massimo.

COMPETIZIONE
Quando due sostanze simili utilizzano lo stesso sistema di trasporto, il trasporto
dell’'una tende a inibire il trasporto dell’altra



rasporti mediati da carrier: caratteristiche cinetiche

| trasporti mediati presentano una cinetica del tipo Michaelis-Menten. Infatti, I'entita del
trasporto mediato da carrier dipende dalla velocita con cui ogni singolo trasportatore effettua
Il proprio ciclo di trasporto e dal numero di proteine trasportatrici presenti nella membrana

cellulare.

Il flusso di una sostanza mediato da carrier e descrivibile attraverso la seguente equazione,
simile all’equazione di Michaelis e Menten:

JnaxC

max s

Kt+CS

in cui J e il flusso espresso come numero di molecole che passano nell’unita di tempo, Cs e
la concentrazione della sostanza trasportata e K, € una costante corrispondente alla costante
di Michaelis e Menten. K, detta costante di affinita, rappresenta la concentrazione di
substrato che da luogo ad un flusso pari alla meta del flusso massimo J,, ..



SATURAZIONE

max =S

Kt+CS

Flusso netto J del soluto
o

Concentrazione esterna
del soluto
Kn

E’ 'equazione di un’iperbole rettangolare che tende ad un asintoto orizzontale alllaumentare
della concentrazione di substrato. Quindi il trasporto tende alla saturazione quando tutti i
trasportatori sono occupati dal substrato. In questo caso, pur aumentando ulteriormente la
concentrazione del substrato il flusso non aumenta piu.



SATURAZIONE

max =S

Ke+ Cs

=

Concentrazione esterna
del soluto
Knm

Flusso netto J del soluto

Jmax e il flusso unidirezionale massimo che si verifica quando tutte le molecole trasportatrici sono
occupate dal substrato. Il valore di Jmax e correlato al numero di molecole trasportatrici presenti e
alla frequenza del ciclo di trasporto di ogni singola proteina trasportatrice.

Km, o costante di affinita, € la concentrazione di sostanza da trasportare che produce un flusso
semimassimale. Esso € correlato con I'affinita del trasportatore per il substrato: quanto piu basso é
il valore di Km tanto maggiore é I'affinita.



Confronto tra la cinetica del trasporto mediato
e la cinetica della diffusione semplice
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Trasporti attivi



Trasporto attivo

v' | trasporti attivi richiedono energia metabolica (ATP)

v | soluti vengono trasportati contro gradiente di potenziale
elettrochimico. Quindi, si tratta di un processo disequilibrante
che crea e mantiene le differenze di concentrazione tra

ambienti separati da una membrana
v Si riconoscono due tipi fondamentali di trasporto attivo:

mm) Trasporto attivo primario

‘ Trasporto attivo secondario



Trasporto attivo primario

» | trasporti attivi primari sono sistemi di trasporto che traggono l'energia
necessaria per trasportare le particelle contro gradiente direttamente dalla
scissione dell’ATP in ADP.

» Pertanto, la proteina trasportatrice e al tempo stesso anche ATPasi, ossia
e anche enzima che catalizza I'idrolisi di ATP.

> In tali proteine trasportatrici lidrolisi di ATP e accoppiata a cambiaments
conformazionali della molecola tali da consentire il trasporto contro gradiente
del substrato.



Adenosin Trifosfato ATP

Phosphate groups |

VQ—P~0—P ~0—P— 0 — CH;

NH:  Adenine

e Adenosine -
—— AMP (Adenosine monophosphate) —

ADP (Adenosine diphosphate) —————

fi® (Adenosine triphosphate) -

L'adenosin trifosfato (ATP) e un

nucleoside trifosfato che contiene:

- |la base azotata adenina

- Il pentoso ribosio

- un blocco di tre fosfati indicati In
successione come fosfato a, B e y.

| legami chimici tra | singoli gruppi
fosfato sono fosfoanidrici, definiti ad
elevata energia, in quanto la loro
rottura con conseguente rilascio di P,
(fosfato inorganico) e ADP libera
energia necessaria alla realizzazione
di processi indispensabili per la cellula.



Il Trasporto attivo primario e le classi di proteine di
trasporto ATP-dipendenti.

Esterno

Citosol A
IReglon‘*e’ [P / Regione .
egante A legante ATP L€ proteine ABC hanno 4
_ P domini: 2 transmembrana
Le pompe _d| | (T) e 2 citosolici leganti ATP
classe P: costituite | & pompe delle classi F e V (A) che accoppiano l'idrolisi
da 2 peptidi, a. e B; non hanno intermedi fosforilati. di ATP al trasporto del
DEEEEIO [N LD ST Costituite da numerose soluto. In certe ABC, i
fostorilato (subunita subunita, non hanno alcuna domini sono presenti come
) durante il ciclo di relazione con quelle delle subunita separate mentre in
trasporto pompe della classe P altre risultano fusi in un

singolo polipeptide.
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ABC-ATPasi

» ABC- ATPasi (acronico di ATP Binding Cassette) sono proteine
ancestrali, ritrovate in tutti i phyla.

» Sono composte da due subunita transmembranali (denominate T),
ciascuna formata generalmente da 6 a-eliche e da due subunita
ABC (denominate A).

> Si ritiene che il meccanismo di funzionamento di tali ATPasi sia
riconducibile ad un meccanismo di tipo flip-flop.

Il ciclo di trasporto inizia con il legame del substrato da

trasportare alle subunita T. Cio provoca una variazione
step Ill step IV conformazionale nei due domini , dove aumenta l'affinita
della tasca per I'ATP.
Il conseguente legame di due molecole di ATP nella
tasca formata dalle due subunita A, la fa scattare dalla
forma aperta a quella chiusa e provoca un cambio
conformazionale nelle due subunita T, che trasferiscono il
substrato al lato opposto della membrana. La successiva
& idrolisi di ATP riporta il dimero A nella forma aperta e |l

Ciclo di trasporto delle ABC-ATPasi ciclo ricomincia.
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ABC-ATPasi

» Nella specie umana, le proteine ABC intervengono nel trasporto attivo

verso l'esterno della membrana plasmatica delle cellule degli epiteli
Intestinale, renale, e respiratorio o verso linterno di organuli
endoplasmatici (es. il reticolo endoplasmico o i mitocondri) di un gran
numero di specie chimiche: ioni, piccole molecole, lipidi, steroli,
molecole potenzialmente tossiche.

» Alcuni di questi trasportatori, detti multidrug
transporters contribuiscono alla resistenza
farmacologica (Multi Drug Resistance) delle
cellule tumorali, in quanto sono in grado di
espellere dalla cellula farmaci antitumorali

step 11l step IV

LoF

Ciclo di trasporto delle ABC-ATPasi



V-ATPasi

Si tratta di pompe protoniche, chiamate nel loro complesso H-
ATPasi. Le V ATPasi mantengono attivamente I'acidita all'interno
di molti organuli cellulari, come i lisosomi o le vescicole
sinaptiche nelle cellule animali e i vacuoli in quelle vegetali.

Sono costituite da due gruppi di subunita denominati
rispettivamente V, e V,;. Nel gruppo V1 sono presenti 3 sii
catalitici per 'ATP (sulle 3 subunita A).

Il trasporto ionico che avviene attraverso il gruppo V,, e operato
dal moto rotatorio delle subunita C,C’, C”, D ed F del complesso
V,. L'idrolisi del’ATP energizza tale movimento.



F-ATPasi

Le pompe protoniche di classe F sono localizzate sulla
membrana mitocondriale interna, sulla membrana dei
tilacoidi dei cloroplasti.

Funzionano in modo opposto alle V ATPasi: invece di
produrre un gradiente protonico grazie all’idrolisi del’ATP,
sfruttano l'energia derivante dal trasporto secondo
gradiente di protoni per sintetizzare ATP. Un classico
esempio e rappresentato dalla ATP-sintasi localizzata sulla
membrana mitocondriale interna.
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P-ATPasi

» La famiglia delle P-ATPasi, il cui nome deriva dalla
presenza di un sito di fosforilazione (P), e costituita da
proteine Integrali di membrana formate da due
subunita, a e B. Comprende la Na*-K*-ATPasi, la
H*/K*-ATPasi e le Ca**-ATPasi.

» Le P-ATPasi sono specializzate prevalentemente nel
traporto di ioni. Una subfamiglia di P-ATPasi, le
cosiddette fosfolipide traslocasi, trasportano |
fosfolipidi dal foglietto del bilayer fosfolipidico
affacciato al lato citoplasmatico a quello affacciato al
lato  extracellulare, contribuendo a mantenere
I'asimmetria dei due foglietti fosfolipidici.
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P-ATPasi

Durante il loro ciclo di attivita le P-ATPasi passano
attraverso due stati conformazionali: E1 ed E2.

Nella conformazione E1 i siti di legame sono esposti al

lato citoplasmatico ed hanno elevata affinita per |
substrati da trasportare dall’altro lato della membrana e
bassa affinita per o i substrati che sono gia stati
trasportati in senso opposto.

Nella conformazione E2 gli stessi siti sono esposti
all’altro lato della membrana ed hanno bassa affinita per
| substrati che sono stati gia legati al alto intracellulare ed
alta affinita per | substrati che dal alto extracellulare
dovranno essere importati in cellula




Nat/K*-ATPasi
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La Na*K*-ATPasi e la pompa ionica
piu diffusa e studiata, presente ad
elevata densita in tutte le
membrane plasmatiche.

E’ un antiporto che estrude Na*
dalla cellula e importa K-,
generando e mantenendo |l
gradiente di Na* e K* ai due lati
della membrana plasmatica. FE’
elettrogenica in quanto trasporta
all’esterno 3 ioni Na* e intrude 2 ioni
K*.

Il lavoro compiuto da tale pompa
per mantenere tali gradienti e
considerevole: si ritiene che possa
corrispondere al 40% dell’energia
spesa complessivamente da un
intero organismo per sostenere le
sue attivita vitali.



Nat/K*-ATPasi
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* La pompa Na*/K*ATPasi consiste di 2

L)

L)

L X 4

subunita principali (o e B).

La subunita a (composta da 1000 aa; PM 110
Kda) 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

La subunita  (composta da 300 aa) non
manifesta attivita enzimatica e di trasporto. La
sua associazione con la o«o-subunita e
necessaria per l'attivita della pompa in quanto
stabilizza la subunita o allinterno della
membrana



Nat/K*-ATPasi

Organizzazione della subunita a
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Ciclo di attivita della Nat/K*-ATPasi

() |

Una nuova molecola di ATP si
lega allATPasi. Questo
modifica la conformazione in
modo tale che la proteina si
apra nuovamente verso il lato
citoplasmatico rilasciando |l
K*.

Dopo la perdita del Na*, il gruppo fosfato si
stacca. La perdita del Pi crea un’alta affinita dei
siti di legame per il K* sul versante extracellulare
del carrier. Due ioni K* dal versante extracellulare
si attaccano al carrier.

si lega alla £ (1)

Questa tapc

Una molecola di ATP si lega alla Na*-K*-
ATPasi sul versante citoplasmatico.
Questa tappa aumenta [Iaffinita del
trasportatore per il Na*. 3 ioni Na* vengono
legati sul versante citoplasmatico del
trasportatore

eT Uit

(2)

L’ATP viene idrolizzato,
lasciando un  gruppo
fosfato legato al carrier

3)

L'energia rilasciata dall’idrolisi di ATP
modifica la conformazione della proteina
carrier, che si apre ora verso il lato
extracellulare. Allo stesso tempo I'affinita
per il Na* diminuisce e gli ioni Na*
vengono rilasciati all’esterno.




Ruolo fisiologico della Na*/K*-ATPasi

Crea gradienti per Na* e K* necessari per:

Potenziale di membrana
*Potenziali d'azione
*Potenziali sinaptici
*Potenziali generatori

* | gradienti del Na* sono importanti per |
trasporti attivi secondari di:

— Soluti organici (glucosio, aminoacidi),
- loni (Ca?*, CI, H*)



E' una pompa ATPasica
molto simile alla Na*/K*-
ATPasi, ma a differenza di
quest’ultima, e
elettroneutra, ossia estrude
2 ioni H* e intrude 2 ioni K*.

E il principale responsabile
dell'acidita dei contenuti
dello stomaco. Nello
stomaco la H*/K*-ATPasi e
presente  nelle cellule
ossintiche delle ghiandole
gastriche della mucosa
dello stomaco

H*/K*-ATPasi

Tipi di cellule della mucosa gastrica

Lume gastrico

Cellule
mucipare

Cellule
principali

Cellule
ossintiche

“Cellula G
(endocrina)

Cellula
G

—
Cellula mucipara

100 u 10n

producono pepsinogeno
(forma inattiva della pepsina, I'enzima che catalizza la
proteolisi, ossia I’idrolidi del legame peptidico)

producono HC/

(I'HCI é responsabile dell’acididita gastrica necessaria
per l'attivazione del pepsinogeno in pepsina, per la
denaturazione delle proteine ingerite, e per la
distruzione dei microrganismi ingeriti con il cibo).

producono gasirina

(ormone peptidico che regola la secrezione gastrica
stimolando le cellule ossintiche a produrre e secernere
HCl e le cellule principali a produrre pepsinogeno)

producono mucoe + HCO;

(il muco ha una funzione protettiva per la mucosa
gastrica)




Lume dello
stomaco

H+
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ssssess FISIOLOGIA e BIOFISICA delle cellule - V Ed.
m EdiSES

Cellula
ossintica

Liquido
interstiziale

H*/K*-ATPasi

Capillare sanguigno

Secrezione di HCI nel lume dello stomaco

La pompa H*/K*ATPasi trasporta attivamente H* nel
lume gastrico accumulando K* in cellula.

Il K* accumulato fuoriesce insieme con il Cl- attraverso |l
cotrasporto K*/CI. Quindi, complessivamente, grazie
all’attivita funzionalemhte accoppiata della pompa
H*/K*ATPasi e del cotrasporto K*/CI- viene secreto HCI
nel lume dello stomaco.

L'H* secreto dalla pompa deriva dall'idratazione della
CO, metabolica, che, grazie allattivota catalitica
dell’enzima anidrasi carbonica (CA), viene scissa in H* e
HCO4-.

L’'HCO;~ accumulato in cellula dall'idratazione della CO,
fuoriesce in scambio con il CI- (antiporto CI/HCOS3") che
puo entrare in cellula attraverso la membrana
basolaterale per fuoriuscire nel lume gastrico attraverso
la membrana apicale.



Ca?* ATPasi: PMCA e SERCA

Le pompe per il Ca?* sono molto efficaci nel generare elevatissimi gradienti di Ca?*.

Ca?* intracellulare: 107 Mol/l

Ca?* extracellulare 103 Mol/I

Il Ca?* € un potente secondo messaggero, fondamentale in una serie di processi come ad
esempio la contrazione muscolare, la trasmissione sinaptica, I'adattamento allo stimolo dei
recettori sensoriali.

La sua bassissima concentrazione in cellula, mantenuta attraverso svariati meccanismi di cui le
Ca?* ATPasi sono uno dei principali, consente che anche piccole variazioni della
concentrazione intracellulare di tale ione possano rappresentare potenti segnali per la cellula
per I'attivazione di risposte biologiche.



Ca?* ATPasi: PMCA e SERCA

Idrolisi di 1 molecola di ATP accoppiata al movimento di 2 ioni Ca?*

PMCA PMCA (Plasma membrane
Calsium ATPase): espelle
all’esterno della cellula il Ca?*

cellula 2+
2Ca attraverso la membrana cellulare

SERCA

SERCA (sarco/endoplasmic
reticulum Ca?*-ATPase):
Importante per sequestrare |l

reticolo Ca?* nel reticolo sarcoplasmatico/
endoplasmico endoplasmatico



Trasporto attivo secondario

Il trasporto attivo secondario consiste in quel trasporto di una o piu molecole contro gradiente di
concentrazione accoppiato al trasporto di una seconda sostanza che si muove secondo gradiente
di concentrazione.

Come tutti 1 trasporti mediati anche il trasporto attivo secondario segue una cinetica di
saturazione.

Le molecole cotrasportate possono andare nello stesso verso attraverso la membrana (simporto)
oppure in verso opposto (antiporto).

| piu comuni sistemi di trasporto attivo secondario sono guidati dal gradiente di concentrazione del
Na*, che e praticamente ubiquitario

Esempi:
mm) cotrasporto Nat-amminoacidi (consente alla cellula di accumulare amminoacidi)
=) antiporto Na*-Ca?* (contribuisce al mantenimento dell’omeostasi intracellulare del Ca?*)

mm) cotrasporto Na*-glucosio nella membrana apicale dell’epitelio di intestino tenue e del tubulo
contorto prossimale.



ZNa* Trasporti attivi secondari basati
glucosio sul gradiente del Na*

alcuni esempi:
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Antiporto Na*/Cas*

Ruolo del
3Na* Na*/Ca?* nel
cuore

(scompenso cardiaco)

| glicosidi cardiaci (ouabaina) inibiscono la Na*/K*ATPasi

Il Na* intracellulare aumenta e conseguentemente diminuisce il
suo gradiente di concentrazione

Il Ca?* @ espulso piu lentamente dall’antiporto

Il Ca?*intracellulare aumenta e di conseguenza aumenta la
forza di contrazione del cuore.



H+

Na*

Antiporto Na*/H*

L'antiporto Na*/H* partecipa alla regolazione dell’equilibrio
acido-base di tutte le cellule.

Esso provvede all'espulsione nello spazio extracellulare
degli ioni H*, liberati nel citosol dalla deidrogenazione dei
substrati e dalla idratazione della CO, metabolica.

Si tratta di un trasporto attivo secondario «housekeeper»,
ossia presente in tutte le cellule.

Tale trasportatore e, inoltre, espresso in abbondanza sulla
membrana plasmatica apicale delle cellule del tubulo
renale, dove svolge un ruolo di fondamentale importanza
nella funzione della regolazione del pH sistemico, svolta da
questorgano, e sulla membrana plasmatica apicale
dell'epitelio intestinale.



Cotrasporto Na*/glucosio

Questo trasporto € un esempio di trasporto
attivo secondario in cui I'energia potenziale
accumulata nel gradiente di concentrazione
del sodio viene usata per spostare il glucosio
contro il suo gradiente di concentrazione.

Le proteine che operano questo trasporto
appartengono alla famiglia SGLT (Sodium-
dependent Glucose Transporters). Esse
trasferiscono all'interno della cellula una
molecola di glucosio accoppiata a due ioni Na*
che si muovono nello stesso verso.
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Struttura del cotrasportatore del glucosio sodio-
dipendente SGLT. La mutazione di aspartato in
posizione 28 in asparagina rende il trasportatore non
funzionale (malassorbimento intestinale)




(B)

Ciclo di attivita del cotrasporto Na*/glucosio

Liquido extracellulare | Liquido intracellulare

, | [Na*] bassa

[Nat] alta ’
. | [glucosio] alta

[glucosio] bassa

Fluido intracellulare

G "

Glucosio Simporto Na*-glucosio

Glu

(@)

Quando il carrier é aperto sul
versante del liquido extracellulare, ha
un sito ad alta affinita per 'Na* e uno
a bassa affinita per il glucosio

Glucosio

Glu /\

(b)

Quando I'Na* si lega al carrier il
sito di legame per il glucosio
diventa ad alta affinita e lega Il
glucosio

(D)

(c)

Il legame di entrambi i substrati determina
i cambiamento di conformazione del
carrier che si apre verso il citoplasma.

(d)

L'Na* viene rilasciato nel citoplasma. Il
rilascio dell’Na* riporta la conformazione
del sito di legame per il glucosio alla
forma di bassa affinita in modo che
anche il glucosio venga rilasciato



Assorbimento di glucosio a livello intestinale

Lume

Glucosio

Galattosio Fruttosio
/
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Glucosio Fruttosio
Galattosio
Fruttosio
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/~ GLUTS

I glucosio entra in cellula nellenterocita
attraversando la membrana apicale attraverso |l
cotrasporto Na*/glucosio (SGTL1). Attraverso Io
stesso cotrasportatore puo essere trasportato anche
Il galattosio (chimicamente molto simile al glucosio). |
due monosaccaridi competono per lo stesso
trasportatore.

I glucosio abbandona poi [I'enterocita per
raggiungere il lato serosale dell’epitelio attraverso il
trasporto facilitato GLUT2 attraverso il quale possono
passare anche altri monosaccaridi come galattosio e
fruttosio.

Il fruttosio, chimicamente differente da glucosio
e galattosio, entra nella cellula per diffusione
facilitata (nessuna spesa di energia) grazie al
trasportatore GLUTS.



Riassorbimento del glucosio a livello renale

LUME TUBD CONTOHTO INTERSTZIO
PROSSIMALE

~Na Na®
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Cotrasporto Na*/glucosio:  SGLT-2 Km 3mM
SG6LT-1 km O, 3mM

> |l cotrasporto Na/glucosio e presente

anche a livello del tubulo contorto
prossimale del rene. Nei segmenti
prossimali e presente l'isoforma SGLT2
(non trasporta galattosio), in quelli
distali I'isoforma SGLT1 non trasporta
galattosio). La fuoriuscita del glucosio
verso il lato basolaterale e assicurata
da un trasporto facilitato GLUT.

In  condizioni  fisiologiche  questi
trasportatori riescono a recuperare tutto
Il glucosio ma, dal momento che il loro
numero e limitato, quando le
concentrazioni dello zucchero nel
filtrato salgono eccessivamente, un po'
di glucosio sfugge al riassorbimento.
E’ ci0 che accade nei soggetti diabetici
la cui urina contiene glucosio.



Assorbimento di aminoacidi, dipeptidi e tripeptidi a livello intestinale

A livello dellintestino tenue i singoli amminoacidi

e ) s sono trasportati in cellula mediante simporti Na*-
H'(a.a); H'(aa); Na* a.a. . . . . ,

dipendenti localizzati sulla membrana dell’orletto a
J J J spazzola. | dipeptidi e tripeptidi sono trasportati in
cellula da simporti H*-dipendenti, localizzati

o anch’essi sulla membrana plasmatica luminale.
l l Lo scambiatore Na*/H* e localizzato sulla membra
rlpeptldaa( e 8k Dipeptidasi| l a luminale e la pompa Na*/K*-ATPasi localizzata
1 wt sulla membrana basolaterale mantengono |

Skt s Al necessari gradienti di Na* e H* rispettivamente.
e idie N Nel citoplasma degli enterociti sono presenti delle
interstiziale ) di- e tripeptidasi che idrolizzano i di- e tri-peptidi nei
T% (] singoli amminoacidi che fuoriescono dalla cellula
§~ Carier per singoli a.a attraverso la membrana basolaterale mediante

K’ (acndipeodento) trasporto facilitato da carrier.
— — e
Capillare

//4 | Carbone, Cicirata, Aicardi

Fisiologia: dalle molecole ai sistemi integrati
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Trasporti mediati da vescicole



Endocitosi
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'endocitosi € il processo attraverso il quale la membrana si invagina a formare una cavita
nella quale sono presenti macromolecole o aggregati sovramolecolari. Successivamente la
membrana si chiude formando una vescicola la quale alla fine si distacca dalla membrana
stessa.



Endocitosi

Esistono diversi tipi di endocitosi:

Mseudegod
of Ao

v" Pinocitosi
v' Fagocitosi

v" Endocitosi mediata da recettore

SIS P .ONg S putramY B g U ST e pinocytosk_ 1 pog



Pinocitosi
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(b) Pinocytosis
http://www.bio.miami.edu/~cmallery/150/memb/c8.7x20b.pinocytosis.jpg

La pinocitosi consiste nell’introduzione in cellula di materiale liquido dall’ambiente
extracellulare. Si forma una minuscola goccia di liquido circondata dalla membrana che si
stacca nel citoplasma. | liquidi contenuti in queste vescicole vengono poi lentamente trasferiti

nel citoplasma.



o

*  particelle solide

|
L
Pseudopodi

Endosoma

Fagocitosi

La fagocitosi e una forma di endocitosi in cui grosse
particelle come microrganismi e cellule morte sono
Ingerite in grosse vescicole endocitotiche dette
fagosomi.

Durante lingestione si ha il ripiegamento della
membrana plasmatica per includere la particella che e
venuta a contatto con la superficie cellulare e si forma
cosi intorno ad essa un grande sacco membranoso.

Quando la membrana ha circondato completamente la
particella, questa si fonde nel punto di contatto.

II fagosoma si fonde successivamente con i lisosomi
che provvedono alla degradazione del materiale
Ingerito.



Endocitosi mediata da recettore

Fossetta rivestita Recettore

Clatrine

Vescicola rivestita

’endocitosi mediata da recettore e innescata
dal contatto delle molecole che devono essere
introdotte in cellula (es. lipoproteine, proteine
vettrici di ormoni o metalli, fattori di crescita o
virus) con specifici recettori della membrana
plasmatica, che di solito si addensano in regioni
specializzate della membrana plasmatica.



Endocitosi mediata da recettore
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Sul versante intracellulare i complessi recettore-ligando si combinano, attraverso la mediazione di
proteine dette adaptine, con particolari proteine citosoliche dette clatrine.

Le clatrine sono organizzate in strutture dotate di 3 gambe non complanari dette trischeli, i quali,
combinandosi tra loro, formano una struttura poliedrica che contribuisce all'invaginazione della
membrana plasmatica.

| V. Taglietti
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Vescicola rivestita di clatrina

Canestro di clatrina

Dinamina
Clatrina

Adattina

Ligando
Recettore

| Trischelio di clatrina l

Assemblaggio di trischeli
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Endocitosi mediata da recettore

Le vescicole che si formano dalla membrana
plasmatica per endocitosi mediata da recettore
sono, quindi rivestite da una gabbia di clatrina
che viene presto rimossa, formando gl
endosomi precoci.

Successivamente il recettore si stacca dal
ligando e si formano due gruppi di vescicole:
guelle contenenti il ligando si fondono con

vescicole gemmate dall'apparato del Golgi
formando I'endosoma tardivo, quelle contenenti |
recettori si fondono nuovamente con la
membrana, dando luogo ad esocitosi.

Questo  «riciclaggio»  mantiene  invariata
dimensionalmente la membrana plasmatica ed
Inoltre fa si che non vadano perduti i recettori di
membrana, garantendone una  costante
disponibilita




Endocitosi mediata da recettore

Esempio: endocitosi delle LDL (low density lipoprotein)

coated
vesicle

free
cholesterol

plasma membrane

CYTOSOL

‘kﬁk
RETURN OF LDL

RECEPTORS TO
BEUDDING OFF

PLASMA
endosome
OF TRANSPORT VYESICLES

MEMBRANE

FUSION WITH
ENDOSOME

TRANSFER TO
LYSOSOME

=, hydrolytic
enzymes

lysosome

Il colesterolo ematico viene
assorbito dalle cellule animali

per endocitosi mediata da
recettore.
Le lipoproteine a bassa

densita (LDL) costituiscono
uno dei carrier primari per il
trasporto di colesterolo nel
sangue. Esse mediano |l
trasporto del colesterolo dal
fegato ai tessuti.



Esocitosi

L'esocitosi e il processo cellulare con il quale la cellula riversa al suo esterno (ovvero nel liquido extracellulare)
delle molecole accumulate all'interno di una vescicola, tramite la fusione di quest'ultima con la membrana

plasmatica.
L'esocitosi viene messa in atto da parte della cellula per espellere prodotti di scarto (escrezione) o portare

all’esterno della cellula prodotti di secrezione.

Esistono due tipi di esocitosi:
- La secrezione costitutiva, e tipica delle cellule che sintetizzano una molecola e la estrudono,

continuamente, nel tempo.
- La secrezione regolata, invece, avviene quando la cellula sintetizza un prodotto e lo accumula in apposite
vescicole che vengono esocitate soltanto dopo l'insorgere di un segnale. Il calcio € uno ione che, in molte

tipologie di cellule, € un segnale di attivazione dell'esocitosi.



