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Generalita

Separano le cellule dall'ambiente extra-cellulare

Delimitano gli organelli delle cellule eucariotiche

Permettono marcate differenze di concentrazione dei soluti in compartimenti vicini
Contengono sia lipidi sia proteine

Sono asimmetriche

Le proteine di membrana: generalita

Varie per forma e grandezza

Integrali o periferiche

Proteine legate ai lipidi

Rapporto proteine/lipidi variabile a seconda delle membrane

Per le immagini: Voet, Voet, Pratt, Fundamentals of Biochemistry, IV Edition, 2013



Struttura della membrana

* Comportamento simile a quello dei { "™ it -
doppi strati lipidici artificiali Q. / __‘ci S) 2 3 .
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Aspetti sperimentali

* Freeze-fracture (freeze-etching):

. . . ?:::ai : 2> The two cell types are fused by treatment
membrana congelata in azoto liquido e with Sendai virus to form a hybrid cell.
fratturata A AT

e Analisi_al microscopio elettronico: la %
faccia interna della membrana e ricca di l3>L”J22?iii‘éiif;e;f:f;’;;e‘g":t:;?’“se o
proteine di membrana, la faccia esterna T
e piu liscia ‘ -
Bleach
* Recupero della fluorescenza |

inattivata dalla luce

a After 40 minutes at 37°C, the red and
green markers have fully intermixed.

* Fusione di cellule in coltura

Time



Distribuzione dei lipidi di membrana

| componenti della membrana sono orientati

| due lati della membrana differiscono per composizione e funzione

Glicolipidi e glicoproteine rivolgono i carboidrati verso I'esterno

| lipidi sono distribuiti in modo asimmetrico

| lipidi sono sintetizzati dalla parte della faccia citosolica

Il flip-flop nella membrana batterica € 10° volte piu rapido di quello in semplice doppio
strato lipidico (flipasi per diffusione facilitata e fosfolipidi translocasi per trasporto attivo)
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Proteine integrali di membrana

Legate alla membrana da interazioni idrofobiche

Separabili tramite detergenti o in condizioni denaturanti

Si aggregano e precipitano in soluzione acquosa
Sono anfifiliche

Glicoforina A

* Proteina transmembrana della membrana eritrocitaria

* Elica transmembrana
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Batteriorodopsina

247 residui
Pompa protonica alimentata
dalla luce

Lys 216 ¢ legata a retinale
Proteina a 7 tratti
transmembrana

a eliche
antiparallele
perpendicolari
al piano della
membrana




Proteine integrali di membrana
Ponne

* Formano canali nella membrana esterna
dei batteri gram-negativi

* Hanno struttura a barile B

* Permettono il passaggio di piccole
molecole

o [2sA

sA

Proteme periferiche di membrana (estrmseche)

Separabili dalla membrana per variazioni di pH o forza ionica
* Non silegano ai lipidi
* Sono idrosolubili
* Si legano alla superficie della membrana e/o a proteine integrali tramite interazioni
elettrostatiche e legami idrogeno
Esempio: Citocromo ¢

Proteine legate a lipidi

Legate covalentemente a lipidi per I'ancoraggio alla membrana
Il lipide media le interazioni proteina-proteina
| lipidi piu comuni sono acidi grassi, fosfatidilinositolo, lipidi con unita isopreniche




Meccanismo di secrezione

* Le proteine di membrana non cambiano il loro orientamento

* Proteine transmembrana e da incorporare nei lisosomi sono sintetizzate da ribosomi legati a reticolo
endoplasmatico ruvido (RER)
* La catenasi allunga da N-terminale a C-terminale

|potesi del segnale

* Sisintetizza prima un peptide segnale di 13-36 aa

* Un complesso polipeptide-RNA (particella di riconoscimento del segnale SRP) si lega al peptide, ne
inibisce la crescita e diffonde verso il RER

* Il complesso si lega al recettore per SRP e il peptide passa nel lume del RER attraverso una proteina
transmembrana e si riattiva la sintesi

* SRP si dissocia dal Lumen of rougn Carbohydratesy NH?} Y
suo recettore endoplasmic reticulum Signal peptide < . P :' -
* Il peptide segnale g r
viene rimosso memb;r:receptm —
* La sintesi del peptide Translocon —lll—l |'
termina i iii .
* Le proteine 5
transmembrana . e ! Q
restano immerse ’E‘I“ P

nelle membrana del  Poypeptide

7
H 5 Ribosome . i N : ;
RE con C-terminale ENA L_j’ SRP docks to SRP:SRP The signal Growing protein Lr;ggc;i;;ne

1 2 SRP receptor receptor peptide is folds, is modified
H . L/ &S to form the dissociate; excised. by ER enzymes,
verso II CItOSO| Polypeptide Polypeptide ribosome— polypeptide and is anchored
Cytoplasm synthesis synthesis is translocon synthesis in membrane.
begins. inhibited. complex. resumes.




Endocitosi mediata da recettore

Esempio: assunzione di colesterolo esogeno

Lipoproteine

 Particelle globulari tipo micelle con nucleo apolare di triacilgliceroli ed esteri del
colesterolo ed esterno anfifilico di proteine, fosfolipidi e colesterolo (es. LDL,HDL)

* LDL si associano ai loro recettori
sulla membrana

* La membrana cellulare con i
recettori si ripiega su se stessa

» Si formano vescicole rivestite di
clatrina che si fondono con gli
endosomi

* || pH degli endosomi induce il
rilascio delle LDL da parte dei
recettori

* 'endosoma si fonde con un

lisosoma, in cui LDL viene
degradato per ottenere il
colesterolo
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Trasporto attraverso le membrane

Si pu0O trattare come un
equilibrio chimico

——
Afuori ~ Adentro

4= potenziale chimico di A (energia libera molare parziale)

_ _ e G
G,—G,°=RTIn|4 _
A L] » G,° = potenziale chimico dello stato standard

[A] dentro

AGA = GAdentro - GAfuori = RTlIn [A]fuori

* Se [Aliuor > [Algentro, AG4 < 0 e A fluisce spontaneamente dall’esterno all’interno
* Se [Alfyori < [Algentro, AG4 > 0 € A puo fluire verso l'interno solo in presenza di un processo
esoergonico (es. idrolisi ATP)

Nel caso diioni, al trasporto di massa e associato un trasporto di carica

AY =W oo — Pruon  AW= potenziale di membrana

AG, = RT In [Adentro FIAGAY Z,= carica ioniFa di A
[A] fuori & = costante di Faraday = 96485 C mol?

G, = potenziale elettrochimico

* Trasporto non mediato: avviene per diffusione secondo gradiente di potenziale chimico

» Trasporto passivo mediato (diffusione facilitata): secondo gradiente di potenziale chimico

« Trasporto attivo: avviene contro gradiente di potenziale chimico. E endoergonico e va
accoppiato a processo esoergonico




Trasporto passivo mediato

lonofori: Molecole che aumentano la permeabilita delle membrane agli ioni

lonofori

Trasportatori: legano ione

attraversano la membrana e lo rilasciano all’interno. |
loro complessi ionici sono solubili in solventi nonpolari
lonofori_formatori di canali: formano pori o canali

transmembrana

Si lega specificamente a K*

Coordinazione ottaedrica da 6 Val

Esterno idrofobico
Trasferisce 10% K*/s

Alterna L e D aa idrofobici

all’esterno,

(a) Carrier ionophore

(b) Channel-forming ionophore

Valinomicina
H,C CH, N
CH O H O H ©O H,C O

| |
CH H CH
/\ /\
H,C' CH, H,C CH,

1-Val D-Hydroxy- D-Val
isovaleric
acid

Gramicidina A

Forma eliche unite testa-testa a formare un canale transmembrana

Trasferisce 107 K*/s

HN—Cll —C—O—C—C—N—(|3 —C—O—(|3—C

H

L-Lactic
acid



Trasporto passivo mediato

LUorientazione definita delle proteine integrali di membrana non le rende adatte al
trasporto per diffusione

Outside of cell
Glucose

Trasportatore di glucosio degli eritrociti ==, <\ (s
55 kDa :

12 eliche transmembrana

Cilindro idrofilico circondato da cilindro
idrofobico

Siti di legame per il glucosio su entrambi i lati (,4D mz’))
della membrana :
Due conformazioni possibili

Trasporto del glucosio in entrambe le direzioni

Inside of cell

R‘ Sil;tg(::si(:ites.
Tipi di trasporto mediato Untport Symport Arport

Uniporto: una sola molecola per volta

Simporto: due molecole simultaneamente nella
stessa direzione

Antiporto: due molecole contemporaneamente
ma in direzioni opposte




Canali ionici

Contenuti in tutte le cellule

Permettono il passaggio di anioni e lone | Cetoplasma /MM | Coxgracen /MM | Permeabilita (cm s110°)
cationi K* 140 4 >00
Nelle cellule dei mammiferi Ila Na* 12 150 5
distribuzione di carica non e o 4 116 10

omogenea

Si aprono a seguito di stimoli specifici (e.g. stress meccanici, neurotrasmettitori, legame con ioni,
variazione potenziale di membrana)

Canali ionici voltaggio dipendenti

Contenuti in tutte le cellule eccitabili elettricamente

Uno stimolo determina apertura canali Na* che entra nella cellula con depolarizzazione della
membrana

) ) +60 — Na™ equilibrium potential b) 30
Di conseguenza, si
aprono canali K* che <% T
£
esce dalla cellula con =420 —Action potential ° .\ -
] . . 8 2 5ol Na™ permeability
iperpolarizzazione ol :
della membrana a Py
@ -20 - o
© Depolarization %
€ 40 |- S 10 -
§ IResting potential £
—60 Hyperp% % K* permeability
80 | K equilibrium potelntial | | E o | | |
0 1 2 3 4 0 1 2 3

Time (ms) Time (ms)



Trasporto attivo guidato da ATP

Trasporto attivo primario: trasporto attivo di cationi (contro gradiente)

Trasporto attivo secondario: una pompa ionica genera un gradiente elettrochimico e
I’energia cosi ottenuta viene utilizzata per trasportare una molecola neutra contro
gradiente

(Na*-K*)-ATPasi
Nella membrana plasmatica degli eucarioti superiori
Modello trasporto attivo

CaZ*-ATPasi

Ca?* attiva il metabolismo ossidativo

[Ca?*] influenza contrazione muscolare, rilascio neurotrasmettitori, demolizione
glicogeno

[Ca2+]citosol =0.1 uM; [Caz+]ext = 1500 pM

La pompa del Ca?* mantiene il gradiente con idrolisi di ATP

(H*-K*)-ATPasi
Nella mucosa gastrica, pH = 0.8; pH =7.4

citosol —

CO, + H,0O H" + HCO3

H* sono pompati fuori, K* entrano nella cellula



Pompa Na*-K*

Pompa gli ioni Na* verso l'esterno e gli ioni K* all’interno con idrolisi di
ATP intracellulare

e Subunita a non glicosilata di 110 kDa con attivita catalitica e siti che
legano gli ioni

* Subunita B (glicoproteina) di circa 55kDa facilita I'inserimento di a nella
membrana

* a ha 8 eliche transmembrana e due domini citoplasmatici

* B ha 1 elica transmembrana e un dominio extracellulare

3Na ' (in) + 2 K" (out) + ATP + H,O == 3 Na "(our) + 2K " (in) + ADP + P,

* Agisce come antiporto
* Genera separazione di carica attraverso la membrana
Consente alle cellule animali di controllare osmoticamente il loro contenuto di acqua

Genera un gradiente elettrochimico responsabile dell’eccitabilita elettrica delle cellule
nervose

Ha due stati conformazionali E; e E,

ATP fosforila la proteina (Asp) in presenza di ioni Na*, 'Asp-fosforilato viene idrolizzato in
presenza di K*



+_ K+
Pompa Na*-K

Pompa gli ioni Na* verso l'esterno e gli ioni K* all’interno con idrolisi di

ATP intracellulare

3Na " (i) + 2 K" (our) + ATP + H,O == 3 Na (out) + 2K (in) + ADP + D,

* La proteinain E, lega 3Na*e ATP

* Lidrolisi di ATP forma un intermedio aspartil fosfato

* Llintermedio passa alla conformazione a bassa energia E, rilasciando 3Na* fuori
dalla cellula

* Il complesso E, —P lega 2K*

* |l gruppo fosforico viene idrolizzato

* E, cambia conformazione e rilascia 2K* all’interno della cellula

_ 3Na* (i) ADP
Inside J
of cell \ 2
E1 ¢ ATP > E1  ATP * 3Na* Mg o E1~Pe3Na*
A WL/ 2/
2K* (in) Na* binding Formation of
24 “high-energy” aspartyl
Cell M—g/ phosphate intermediate
membrane ATP

$ [a-l I—::j-,—J 555 55 5%

" transport % 3y Na’ !
and ATP binding Q_, E transport |

Phosphate
hydrolysis K* binding k» 3Na* (out)
Qutside /E-’\ /Z_I\ Y
of cell
E2 e 2K+ /\ E2— P e 2K*= j E2—7P
P, 0,0

2K (out)



