|l trasporto attivo primario:

Le classi di proteine di trasporto ATP-dipendenti
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Tutte le cellule viventi spendono continuamente energia chimica per mantenere le
concentrazioni ioniche ai due lati della membrana ben lontane dalla condizione di
equilibrio



@ della membrana plasmatica  Ca2*

Esempi di trasporto attivo primario

H*/K*-ATPasi
secrezione HCI (stomaco) Na*/K +-ATPasi ubiquitaria
riassorbimento HCO; (rene) He Na* inibitore: ouabaina

assorb. K*, escrez. H* (colon distale) funzione: housekeeping

Ca?*-ATPasi Proteine ABC ol

escrezione di farmaci (MDR) | i+
e ioni CI* (CFTR) b 4

(PMCA)
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del reticolo endoplasmatico V-ATPasi @\
(SERCA) dei lisosomi
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ATP sintasi ADP+P; ATP
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interna)
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Trasporti attivi primari: Na*/K*-ATPasi

La Na+*/K+-ATPasi mantiene i gradienti di Na+ e K* tra I'ambiente intra-
ed extra-cellulare

Liquido extracellulare
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Na*/K*-ATPasi: modello di funzionamento

'/ < s Caratteristiche strutturali:
. Mg?+-ATP
Y/ Complesso costituito da almeno 2 subunita:
> Alfa (100 KDa);
A D) AT | Beta (45-50 KDa)

citoplasmatico

Caratteristiche funzionali del trasporto:

B!
LSOl

Lato extracellulare . .
Lo il o luminale v'contro gradiente di

concentrazione
v’ elevata selettivita
v ATP-dipendente

v'inibito da veleni metabolici e da
agenti bloccanti specifici (ouabaina)

vpompa reogenica (movimento
netto di carica) ed elettrogenica
(effetto misurabile sul voltaggio di

membrana)



Il funzionamento della pompa dipende dal K+ esterno e dall’ATP

Circa il 25% delllATP viene
utilizzato per il funzionamento di
questa pompa.

Nei neuroni, questa percentuale
puo salire fino al 70%

L'attivita della pompa é reqgolata da

ormoni:

Ormoni tiroidei (vari tessuti,
regola la sintesi)

Aldosterone (rene, regola Ia
sintesi)

Insulina (aumento attivita, sintesi
o inserimento in membrana)

- Efflusso di Na*

(scala logaritmica)

Efflusso di Na+

5 — Recupero dopo la
reintrodizione di ATP

3- Recupero dopo la
reintroduzione di K*

2 - Efflusso di Na+

4 - Efflusso ridotto dagli inibitori

ridotto dalla riduzione metabolici come il dinitrofenolo

di K*

che blocca la sintesi di ATP |
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Ca-ATPasi del reticolo sarcoplasmatico

Low-affinity
Ca*-binding [Caz+]102 M
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i transmembrana

Regione

chelegailCa’* gcocf La Ca*+*-ATPasi mantiene
bassa la concentrazione del
+H3N{3D—T

TT calcio nelle cellule (Km = 107
Domini { Trasduzione KD/D M)

12 nm

globulari dell’energia

dell'aspartato del’ATP
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ENDOCITOSI: fagocitosi, pinocitosi e endocitosi mediata

da recettore

FAGOCITOSI

Batterio

Membrana
plasmatica

Pseudopodi

Vacuolo

( fagocmco

Endosoma tardlvo fagosoma)

@ © @
Vescicole che trasportano

gli enzimi lisosomali
dal complesso di Golgi

Lisosoma maturo
(il batterio & stato demoalito
dalle idrolasi lisosomali




ENDOCITOSI: fagocitosi, pinocitosi e endocitosi mediata

da recettore

Pinocitosi

PINOCITOSI Y




Endocitosi mediata da recettore
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Endocitosi mediata da recettore

(b) Coated pit
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Endocitosi mediata da recettore

(c) Coated vesicle




: Diffusione Rivestimento 2N |nyaginazione
Complessi @Iaterale di clatrina @ £

e

recettore-
ligando

@ Formazioné

4
L»
Regellare. Proteina ) ®o ‘ della vescicola
adattatrice %I;rina Dinamina
\%aggio Vescicola
rivestita
Trasporto delle proteinN
dei recettori di rivestimeTTtor=——— Allontanamento
alla superficie del rivestimento

cellulare
per il riciclaggio

Vescicola
OOO non rivestita

. ¢
OO Fusione con un

endosoma precoce
e liberazione
del ligando

Trasporto ad un
endosoma tardivo

per la digestione OO
e]®

Membrana
plasmatica




Transcitosi

- . .sanguigno ‘.

=" Plasma o

capillare

Endocitosi
Endotelio \()

Liquido interstiziale

X

*™. Esocitosi




Adesione cellulare

Legame eterotipico

Legame omotipico

&= Mating type

Mating type




Le giunzioni strette (Tight Junctions) prevengono il passaggio di molecole
attraverso lo spazio circostante alle cellule e definiscono regioni funzionali

della membrana plasmatica impedendo la migrazione delle proteine sulla
superficie cellulare.

Lume

Membrane
plasmatiche

Tight Microvilli

junctions

Spazio
intercellulare

Proteine di
giunzione

Membrane

plasmatiche
Spazio
intercellulare

Placca
citoplasmatica
(actinina, actina)
Caderina

Membrana
plasmatica

Fibre di cheratina
associate con la
placca citoplasmatica

Una cellula epiteliale

| desmosomi permettono alle cellule di
aderire fortemente le une alle altre.



Sl: ioni, amminoacidi, zuccheri, nucleotidi

NO: proteine, acidi nucleici, polisaccaridi Mictowilli Lume dell'intestino

Spazio
intercellulare

Canale
idrofilico (5
nm)

Spazio di 2-4
nm

Gap
junction

Connessoni

Membrane
plasmatiche

Accoppiamento elettrico e metabolico

Gap junctions (Giunzioni comunicanti):

canali acquosi che permettono il Unacellulaepiteliale A
passaggio diretto di ioni inorganici e di N}em rana
piccole molecole idrosolubili (almeno fino plasmatica

a 500 dalton) dal citoplasma di una
cellula nel citoplasma di un‘altra cellula.



/ Fluorescein

Dimostrazione  sperimentale
dell’esistenza di gap junctions

Epithelial cell sheet

Fluorescence
of dye

Distance

Lo stato di apertura delle gap
junctions € altamente regolato

Ca? alto Ca?* basso
o pH basso o pH alto



Trasporto epiteliale

e Rivestono tutte le cavita e le superfici corporee: interfaccia tra gli spazi interni
dell’'organismo e I'ambiente

o Semplice rivestimento (barriere passive, non partecipano preferenzialmente al
trasporto di acqua e soluti) o funzione attiva di regolazione (es: osmoregolazione)

Interno
(versante sieroso)

Esterno
(versante mucoso)

Passaggio >
trans-cellulare
Membrana
basale
(acellulare)

Passaggio
para-cellulare




Trasporto attivo di sale (ioni) attraverso un epitelio

Camera di Ussing

Sorgente di corrente
variabile Amperometro

Voltmetro

Flusso netto dal compartimento E a quello |
Evidenze sperimentali di un flusso di ioni soggetto a trasporto attivo:

e« Avviene in assenza di gradiente di concentrazione e contro un gradiente
elettrochimico

e Inibito da inibitori metabolici generali (cianuro, acido iodoacetico) o specifici del
trasporto attivo (ouabaina)

e DipendentedallaT
e Cinetica saturazione

o Specificita chimica (es. trasporto Na* ma non Li*) Ussing, 1930-1940



Trasporto attivo di sale (ioni) attraverso un epitelio

Blocco da amiloride Blocco da ouabaina
(trasporto facilitato da carrier) (trasporto attivo)

Exterior ;

3 i Interior
(mucosal side) i (serosal side)
B :  Na'/H*
Na*/NH,*
Na* Passive i Y, Na*/K* pump
o . . > Na*
Soggetto a cinetica di K+
saturazione [Na'] - + " . .
dipendente [K*] determinante per il trasporto
K+ K+ Passive

[K*] NON determinante
per il trasporto

Epithelial cell of frog skin

Ussing, 1930-1940



Grazie agli esperimenti sulla pelle di rana si € potuto

creare un modello generale del trasporto epiteliale di
sale

In misura diversa le giunzioni strette ostruiscono la via paracellulare. Di
conseguenza il trasporto transcellulare acquista un’‘importanza
fondamentale nel trasporto epiteliale

Le porzioni mucosa e sierosa delle membrane cellulari sono
funzionalmente diverse sia per la presenza di trasporti attivi che per la
permeabilita a diverse specie ioniche

Il trasporto attivo dei cationi attraverso un epitelio & tipicamente
accompagnato dal trasporto (passivo o attivo) degli anioni nella stessa
direzione, o dallo scambio con un‘altra specie cationica, per minimizzare
la generazione di potenziali elettrici

Il trasporto epiteliale non & limitato al passaggio degli ioni Na+* e ClI-; ci
sono epiteli che trasportano H*, HCO,", K* e altre specie ioniche



Trasporto attivo di ioni e soluti attraverso un
epitelio

Liquido
interstiziale

o iy

Liquido interstiziale




Trasporto di acqua attraverso un epitelio

L'acqua puo attraversare un epitelio anche in assenza, o contro in
gradiente di concentrazione!

Barriera Barriera
A B

1
Active ———

solute

|
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transport »: >
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»| T
Water I
follows :
osmotically I

| I I\ i

Barriera
semipermeabile

Modello di Curran per il trasporto osmotico dell’acqua legato al
trasporto di soluto

Curran, 1965



Trasporto di acqua attraverso un epitelio

Primo riscontro biologico
nell’epitelio della : : : :
Ipotesi del gradiente stazionario

cistifellea di mammifero
Esterno Interno
(lIato mucosale) (lato sierosale)
' ' Interstizio

Tight junction
Trasporto attivo |
di sali — @ %
Flusso osmotico % >

>

di acqua
Il
Bl canali CI
: Membrana

Spazio 1nterce11ulare 5 basolaterale

Bl canali/trasportatori Na*

@ pompa Na*/K*

[ acquaporine



