
La funzione di ogni membrana biologica è determinata principalmente dall’ 

insieme di proteine ​​integrali  incorporate  e dalle proteine ​​ periferiche collegate 

alla superficie della membrana 

 

L'attività di queste proteine​​, a sua volta è modulata dalla composizione dei 

fosfolipidi della membrana 

 

La ricostituzione in membrane modello  delle proteine ​​di membrana permette lo 

studio di  caratteristiche individuali e dell’attività di un dato componente della 

membrana cellulare.  

 

L'attività della proteina ricostituita  membrana non viene sempre mantenuta , 

poiché la composizione del modello doppio strato fosfolipidico differisce da 

quella della membrana cellulare nativa  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le proteine sono considerate  solubilizzate dalle   membrane se sono presenti nel 

supernatante dopo il trattamento con il detergente e dopo una  centrifugazione a 

100,000g  

Il  processo  di solubilizzazione di una proteina di membrana prevede  

1l’interazione con le membrane  

2 la lisi cellulare 

3 la formazione di complessi di lipidi/proteine/detergente  

4Un aumento ulteriore della concentrazione del detergente porta alla delipidazione 

e spesso all’inattivazione  e della proteina  



. 
 Il tipo e la concentrazione ottimale di detergente   

sono selezionati   sperimentalmente 

 

 

 

 

•  preparazione   membrane  alla concentrazione di 1 mg/ml 

• . Aggiunta di diverse concentrazioni di detergente 

• incubazione at 0–4C for 30–60 min 

•  centrifugazione at 105,000�g  

•  saggio di attività 

 

  

 



Detergenti :Anionici, Cationici, Switterionici, Non ionici 

 



Il numero di molecole di detergente   in una micella è chiamato numero di 

aggregazione . Il parametro P packing parameter P è definito 

 Dove a area della testa , l la lunghezza della coda idrofobica e v il 

volume della catena del detergente 
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La formazioni di micelle è alla base della solubilizzazione delle membrane 

I detergenti  formano  micelle ad una  determinata concentrazione e 

temperatura 

Un importante parametro è la CMC concentrazione micellare critica cioè la 

concentrazione al di sotto della quale il detergente è sotto forma di monomero  

e al di sopra  della quale è sotto forma di micella ad una determinata 

temperatura 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



La CMC dipende dalla temperatura, dalla forza e dal pH Il punto di Kraft è la 

temperatura alla quale la  solubilità del detergente aumenta al di sopra della 

CMC   



Rimozione del detergente 

 

• Rimozione per diluizione 

• Cromatografia ad esclusione molecolare 

• Dialisi  

• Resine idrofobiche 

Detergenti che hanno una CMC (>1 mM come ad 

esempio il  colato e l’ottilglucoside  possono 

essere rimossi mediante dialisi o ultrafiltrazione  



SERT è il trasportatore intracellulare di serotonina  presente sulla superficie 

delle cellule del sistema nervoso centrale e periferico 

SERT accoppia il trasporto del ligando a quello del sodio e del cloruro  



Cellule di insetto lisate con 1% digitonina sono state purificate su NiNTA in 

presenza di  0.1% digitonina l’eluato è stato purificato su ConA affinitycolumn e 

marcato con Texas Red bromoacetammide  o con IANBD  N,N’-dimethyl-N-

(iodoacetyl)-N’-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4yl)-ethylenediamide  





Spettri di fluorescenza di SERT marcata con IANBD dimostrano che la cys 

109 è immersa in ambiente idrofobico   





Funzionalità di SERT 



Monostrato lipidico 
Doppiostrato lipidico 

liposomi nanodischi 

Ricostituzione di proteine di membrana in sistemi modello 



Vantaggi: facilmente preparabili  le caratteristiche del monostrato possono 

essere controllate 

Svantaggi: l’elevata tensione superficiale dell’acqua può denaturare le 

proteine 

Batterioradopsina , rodopsina e gramicidina  

Monostrato di Languir 



 Il doppio strato lipidico   supportato è preparato dalla fusione di piccole vescicole 

unilamellari su supporti solidi come SiO2, vetro e superficie d'oro  

Il doppio strato lipidico supportato ha le teste idrofile polari che si affacciano nella  frazione 

acquosa e due code idrofobe che si affacciano all'interno della membrana  

 

Vantaggi struttura molto simile alla membrana naturale 

 

Svantaggi. Tuttavia, le teste idrofile su uno dei due strati sono molto vicine al  il supporto 

solido e questo può, in alcuni casi, influenzano la fluidità della membrana modello 





Liposomi 

Si preparano semplicemente e possono essere utilizzati per studiare la 

funzionalità soprattutto di trasportatori 

Sonicazione  

Per dialisi per allontanare il detergente  

Per diluizione  





Nanodischi 

 

  Doppio strato di fosfolipidi tenuto insieme da proteine ​​di membrana scaffold 

(MSP). MSP sono forme troncate di apolipoproteina (apo) AI che avvolgono il  

doppio strato lipidico per formare una particella discoidale o nanodisco  

 

Il colato, può essere utilizzato per solubilizzare fosfolipidi e proteine ​​scaffold 

membrana insieme . In seguito viene rimosso il  detergente  per dialisi o 

adsorbimento. 

È possibile modificare il diametro del disco  di doppio strato lipidico 

ingegnerizzando  l'apolipoproteina A1 

il diametro di un  nanodisco  è in genere di   9,8-17 nm 



Ingegnerizzazione della proteina scaffold 



Preparazione di nanodischi più piccoli 




