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IL MODULO

"PROPEDEUTICA BIOCHIMICA ED ELEMENTT DI
BIOLOGIA MOLECOLARE"” (4 CFUL)

E SUDDIVISO IN DUE UNITA DIDATTICHE:

A) UNITA DIDATTICA
“PROPEDEUTICA ALLA BIOCHIMICA" (2 CFU)

B) UNITA DIDATTICA
“BIOLOGIA MOLECOLARE" (2 CFUL)




L'UNITA DIDATTICA “PROPEDEUTICA ALLA
BIOCHIMICA" COMPRENDE:

1) T LIPIDI
2) I CARBOIDRATT
3) 6LT AMMINOACIDI E LE PROTEINE

4) LE PROTEINE DEL CONNETTIVO

5) LA MIOGLOBINA E L'EMOGLOBINA




6)
7)
C)

9)
10) LA TECNOLOGIA DEL DNA RICOMBINANTE

L'UNITA DIDATTICA “BIOLOGIA MOLECOLARE"

LA BIOLOGIA MO
LA BIOLOGIA MO

LA BIOLOGIA MO

COMPRENDE:

LE MEMBRANE BIOLOGICHE

| ECOLARE DET PROCARIOTI (A)
 ECOLARE DET PROCARIOTI (B)

_LECOLARE DEGLI EUCARIOTI




UNITA DIDATTICA
“BIOLOGIA MOLECOLARE” (2 CFU)




VET.

UNITA DIDATTICA “BIOLOGIA MOLECOLARE"

LE MEMBRANE BIOLOGICHE

Roberto Giacominelli Stuffler




I lipidi polari possono formare:

le micelle

Individual units are
wedge-shaped
(cross-section of head
greater than that

of side chain)

e ee:

Micelle
(a)

i doppi strati

Individual units are
cylindrical (cross-section
N J of head equals that of side chain)

i liposomi

Aqueous-._
cavity >

Liposome
(c)




“Gliting In H,0

Si mescola rapidamente una
soluzione di un lipide in un
solvente organico (es. etanolo)
con l'acqua.

Glicina imprigionata
nella vescicola lipidica




Esse formano delle barriere tfra compartimenti con diversa
composizione,

hanno uno spessore di 6-10 nm,

sono strutture fluide e asimmetriche,

sono costituite principalmente da lipidi e proteine unite da interazioni
cooperative non covalenti.
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I doppi strati lipidici

formano delle
barriere al flusso
delle molecole polari.

immerse
e
nella membrana _SESSSRSE
~ Separnne dei due foglieti ST
del doppio stresto hipidico

wrtor il




I lipidi preservano

I'individualita della cellula,
separandola dall'ambiente
circostante e costituiscono i
compartimenti cellulari;

essi creano una permeabilita
altamente selettiva.

Saturated
fatty acids

(c)

Mixture of saturated and
unsaturated fatty acids

(d)




L'organizzazione molto ordinata degli acidi grassi viene alterata
dalla presenza di doppi legami cis (< T,).

Le catene degli acidi grassi,
nei doppi strati,
possono esistere in uno stato
ordinato e rigido,
oppure in uno stato
Hydrocarhon . . .
chain disordinato e fluido.







Un glicerofosfolipide: la fosfatidilcolina

Phosphatidylcholine




Uno sfingolipide: la sfingomielina

Sphingomyelin




Glycolipid

Nonpolar
fatty acyl
chains

Phospholipid <

polar heads

Peripheral -
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Integral protein Peripheral protein

j (single trans covalently linked

membrane helix} to lipid

Integral protein
(multiple trans
membrane helices)

IL COLESTEROLO

Si inserisce nel doppio strato
lipidico con i suoi 4 anelli rigidi;

esso impedisce stericamente la
grande mobilita delle catene
idrocarburiche, riducendo la
fluidita di membrana.




Plasma

Inner
mitochondrial

Outer
mitochondrial

Lysosomal La composizione lipidica della

Nuclear l membrana plasmatica e delle
membrane degli organelli di
una cellula di fegato di ratto.
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[ ] Cholesterol B Sphingolipids
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Le proteine svolgono tutte le funzioni dinamiche espletate
dalle membrane:

Chloride-bicarbonate
exchange proteins

Plasma
membrane

Ankyrin

Spectrin

Junctional complex
(actin)

Inside




AMBIENTE EXTRAERITROCITARIO
(capillari)

Proteina i =
della banda 3 Cl HGDE

Membrana







La membrana é una miscela fluida di proteine e lipidi che si
organizzano in un doppio strato lipidico;

si formano interazioni lipidi-proteine,
con le proteine integrali che possono diffondere lateralmente.

Glicolipide Protzina intes@ke : E i
I":Il':lll':l:._- O3

Proteing
periferica
Fosholipide Colesterolo




Es. nella esse rappresentano il 50% del totale,
nella (18% del tot.) danno l'isolamento elettrico,
nella (75% del tot.) sono i trasduttori d'energia.

Major Components of Plasma Membranes in Various Organisms

Components (% by weight)

Protein Phospholipid Sterol Sterol type Other lipids

Human myelin sheath 30 30 19 Cholesterol Galactolipids, plasmalogens
Mouse liver 45 27 25 Cholesterol —

Maize leaf 47 26 7 Sitosterol Galactolipids

Yeast 52 7 4 Ergosterol Triacylglycerols, steryl esters
Paramecium (ciliated protist) 56 40 4 Stigmasterol

E. coli 75 25 0




Percentuale in peso

Membrana Proteine  Lipidi Carboidrati

Mielina 18 79
Fritrocita umano (plasmamembrana) 49 43
Bastoncello di retina di bue 51 49
Mitocondri (membrana esterna) 52 48
Ameba ( pkasmamemhmna} 54 47
Reticolo sarcoplasmatico (miocita) 67 33
[ amelle dei cloroplasti 7 30
Batteri Gram-positivi 25
Mitocondri (membrana interna) 24

i e e o I e Y -G e B e B R )
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Dimero della
Membrana

Tetramero
di spetinna

banda 3 " Legseeesoss _
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L'eritrocita, come molte altre cellule, possiede un complesso
“scheletro” di proteine, esse si trovano al di sotto della membrana
plasmatica e sono attaccate ad essa;

esso serve a mantenere la forma dell'eritrocita.




Le proteine di membrana possono
essere distinte in:

sulla base del trattamento richiesto
per la loro dissociazione
dallo strato lipidico.

Peripheral
protein

change in pH;
chelating agent;
urea; CO‘:‘;

aaw.»a?r- :
detergent ) phospholipase C

N

P a®
Lipid-linked
protein

9

Protein—glycan

Integral protein
(hydrophobic domain
coated with detergent)




sono attaccate labilmente alla
superficie della membrana, attraverso legami deboli (legami H, ...).

Esse sono facilmente estraibili dalla struttura della membrana, attraverso
I'aggiunta di sali, la variazione del pH, ...

Esterno

della cellula_ Gruppi di

della cellula

Proteina
integrale

Proteina
periferica

@ Zone idrofiliche
E Zone idrofobiche




Glu Val Ala Met His Thr Thr Thr g

Amino
terminus

——
The Asp Arg Lys His qpp ASP‘A'?‘“.—_.__
1 T 20 Thr Gln Ser ger e Tyr Ser Le

S O n O Al: /./Glu

Tht pro prg Ala His Gl

immerse nella struttura della membrana e _
possono anche estendersi completamente nel

Val Set

suo spessore,

difficilmente possono essere estratte in
soluzione acquosa,

possono essere rimosse solo con detergenti
organici.

Carboxyl

terminus |
/

131







dissociare la proteina dagli
altri componenti,

eve modificare la struttura
tridimensionale della proteina,

essere facilmente rimovibile
durante le successive tappe di
purificazione.

Membrana intatta

l/— Detergente

Proteine solubilizza
dal detergente




Essa possiede diverse _ idrofobiche, soprattutto nella
porzione della molecola che si trova immersa nella membrana.
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Essi rappresentano dei massimi a livello delle regioni della sequenza che
corrispondono alle eliche fransmembrana.

Spesso, le proteine integrali di membrana possiedono diverse a-eliche
idrofobiche che costituiscono i loro domini tfransmembrana.



Numero Peso © Numero
della molecolare Probabile stato di copie
banda? Nome della proteina delle subunitd  di assemblaggio per cellula Funzione

Proteine periferiche
#—pettri_na 260000 }

2 P-Spettrina 225000

2.1 Anchirina ¢ - 215000 Monomero |05 : Ancora lo scheletro alla banda 3
105 UU(}}

100 000

— 78 000 Monomero Coinvolta in legami con la spettrina

Palladina 72000 ? ; ?

Demantina 48000 Trimero? Coinvolta nella interazione spettrina-
“actina '

Actina 43000 Oligomeri di 12-17 unita _ : Coirnivolta nelle giunzioni della spettrina

Tetramero o, 3, 107 tetrameri Scheletro di membrana -

* Adducina { Eterodimero

Proteina legante 43 000 Monomero Lega la tropomiosina
la tropormiosina

Gliceraldeide-3- 35000 Tetramero Enzima della glicolisi
fosfato deidrogenasi :

Tropomiosina

29 {}00}
27 000
—_ 29000
— 23000

Eterodimero Lega I'actina

Proieine integrali
ﬁ=l Canale 1ionico

4.5 7 Trasporto di glucosio
Glicoforina A Riconoscimento cellulare
Glicoforina B e Riconoscimento cellulare
Glicoforina C : 2 Collegamento alla 4.12
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Le molecole lipidiche polari possono muoversi lateralmente nel piano
della membrana,

solo raramente un lipide "si ribalta" da un lato all'altro;

anche le proteine si muovono lateralmente, ma piu lentamente.
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La rapidita della diffusione lipidica laterale dipende dalla
fluidita della membrana, la quale é dovuta alla temperatura
e alla composizione lipidica.




La transizione gel-liquido
cristallino di un doppio strato
lipidico sintetico.
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Una cellula umana puo con una
cellula di topo.

Questo esperimento dimostra che una
proteina di membrana spostarsi
, ma puo passare da una
a causa di impedimenti

energetici molto elevati

(regioni polari molto grandi).

Artificially
induced
cell fusion

Lateral diffusion
of membrane
proteins




%ngl 00

faglietto

Le membrane sono strutturalmente e LY
funzionalmente asimmetriche, perché hanno
diversi ed 5l

distinte,

I'a?linlwme‘rr'ia e mantenuta durante la vita della
cellula;

I'asimmetria dei lipidi non & assoluta, franne [EESEEGE
che per i glicolipidi, fogieto
interno 50 -

in entrambi i foglietti sono presenti grandi
quantita di colesterolo.

Membrana Membrana Wembrana
di erilrocita plasmatica di plasmatica ci
umano fegato di ratio piastrina di malale




Solitamente, i due foglietti di una membrana differiscono nella
composizione lipidica.

R Forlistio intemo etio esterno
Fosto lipidi : Fog

totali

Sfingomieling

Fosfatidikoling

Fosfatidiletanoammina

Fostatidikering




Le unita saccaridiche sono localizzate sulla superficie
extracellulare della membrana plasmatica.

Oligosaccharide

£
5 chains of
L glycoprotein

Outside 7




Residui Residui
saccaridici saccaridici

di una di un

glicoproteina glicolipide

Interno della cellula

Membrana cellulare




Earernois ; Catene laterali
. di oligosaccaridi
5 e _ della glicoforina

—

Glicolipidi
Molecole di
ganglioside

Doppio strato
lipidito
polare

: Filamento

Glicoproteina di actina Proteina

Citosol Polipeptide Molecole di
glicoforina spettrina




Esso si divide in:

trasporto passivo (diffusione),

trasporto facilitato,

trasporto attivo.




Esso viene prodotto dal movimento casuale di molecole attraverso le membrane.

La velocitd e proporzionale alla diffusione e inversamente proporzionale allo
spessore di membrana.
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C]. >> C2 C]_ZC2 Vm=0

Before equilibrium At equilibrium Before equilibrium At equilibrium
Net flux No net flux
— >




Esso avviene per diffusione semplice e la sostanza diffonde
nella direzione che annulla il suo gradiente di concentrazione,
con una velocita che dipende sia dalla sua

della membrana, sia dalla
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. Coefficienti di permeabilita
(cm/s) per

Fosfatidilserina

Eritrocita umano

K-!—

Na*

Cl™
Glucosio
Acqua

<9 X 1071
<l.6X 1071
1.5 X 107!
410710
5% 1073

2.4 10710
IG—I{J

1.4 X 1074+
2 X 107*
5X 10~

Fonte: Dati ottenuti M.K. Jain and R.C. Wagner, Introduction to Biological Membranes (New York: Wiley,

1980).

*Trasporto facilitato. Si noti che ogniqualvolta si incontra un trasporto facilitato il coefficiente di permea-

bilita aumenta sensibilmente.




Esso é anche chiamato "

Una specifica molecola viene trasportata da una zona ad alta
concentrazione a una a bassa concentrazione, tramite 0




Il trasporto attraverso 0 puo aumentare la
velocita di diffusione attraverso la membrana di molti ordini di grandezza.

rMMolecola

/7(@' trasportata

i ||Li' I W ||'[’r’
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{i2) Trasportatari




Approssima una
velocita massima
gquando tutti 1

trasportatori
sono occupalt

Trasporio
facilitato

Trasporio
pAasSsSIvo

Differenza di concentrazione —
ai due lati della membrana




(ez) lonoforo (&) lonoforo formatore
trasportatore di canali
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Esse sono ,
disposte in modo che

possono assumere diversi stafi
conformazionali, in cui i siti di

legame vengono
esposti ai due lati opposti della

membrana.




Alcune proteine trasportatrici spostano piu di una sostanza per
volta,

a seconda della stechiometria del processo di trasporto, si ha
la seguente suddivisione:




Un é caratterizzato dallo
spostamento di una sola molecola
per volta (es. il glucosio negli

eritrociti),

un Trasporta
simultaneamente due diverse
molecole nella stessa direzione,

un trasporta
contemporaneamente due diverse
molecole in direzioni opposte.




Molti organismi sintetizzano sostanze antibiotiche ed un nhumero
considerevole di queste sono ionofori.




Sei atomi di ossigeno
( ) coordinano lo
ione K* ( ).

Gli antibiotici ionofori
rappresentano il miglior
esempio conosciuto di
trasporto facilitato,
mediato da ftrasportatori.




(proteina trasportatrice)

FPoro
AMBIENTE idrofilico
EATRACELLULARE

Catene laterali . (
Idrofabiche




Due molecole di
formano un

poro nello spessore della
membrana.




Esso avviene quando una specifica molecola viene trasportata da

una zona a concentrazione a una ad concentrazione,
cioe il suo gradiente di concentrazione,

questo processo deve essere accoppiato a un
processo sufficientemente da renderlo favorevole

(cioe , AG < 0);

esso si divide in trasporto attivo ed attivo




Esso avviene quando il
gradiente di concentrazione) di un soluto &
(es. la conversione di

(contro
a una
in ).




es. le ATPasi, legate alle membrane, che trasportano i cationi.

Sito di legame ESTERMNC DELLA CELLULA,
Oligosaccaride dell'ouabaina

Gradients
di concenirazione

di o+ < ®..
Sito catalitico
dell’ATP

INTERNO DELLA CELLULA

La agisce in tutte le cellule, in modo che le
concentrazioni di K* siano maggiori all'interno e quelle di siano
maggiori all'esterno.




3 Na™’

Membrane potential = @ P
50—70 mV b Na" "K' ATPase

+ + “+ +

P
sy s S 3
Dl et e i i - -

st

2K

Cytosol [K"';I_ = 140 mM
[Na™] = 12 mmM

Extracellular fluid [K"' =4 mM
or blood plasma [Na™] = 145 maM




" Carboidrat
Siti di legame

per gl steroidi
cardiotonici

Interno

Siti di legame per I'ATP



o 3 Ma* sono prelevati
dall'internc

@ 2 K+ sono espulsi nel i
mezzo intracellulare; ;
la pompa ritorna , sy ;

i 4 ., :
nello staio iniziale -

e La defosforilazione e L'ATP fosforila
induce una AMBIENTE INTRACELLULARE la subunita oo,

vangz:on@ ; stimolando un
conformazionale cambiamento

conformazionale

0 2 K+ vengono
prelevati dal
mezzo esterno

e L'Na* viens espulso
all’esterno

La pompa verso I'esterno
pronta a cominciare la
seconda meta del ciclo

LA POMPA Na*-K*



Transporter binds 3 Na™
from the inside of the
cell.

Phosphorylation
favors P-Enz.

Transporter
releases 3 Na™
to the outside
and binds 2 K"
from the outside
of the cell.

P > .
@\\ & M @ Dephosphorylation

favors Enzj.

2 K+ '@)._‘____H EHZI

Transgorter releases

2 K" to the inside.

Outside
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Schema per il trasporto attivo del Ca?* da parte della Ca?*-ATPasi.




Esso avviene quando il (contro
gradiente di concentrazione) di un soluto e a un
(nella direzione del gradiente) di un soluto

, che era stato accumulato da un

su un lato della membrana.




Primary active transport Secondary active transport
(a) (b)




Le classi dei sistemi di trasporto

Facilitated diffusion
Simple diffusion (down electrochemical
(nonpolar compounds only, gradient)
down concentration 2 :
gradient)

Primary active
transport (against
electrochemical
gradient)

Ionophore-
mediated

ion transport
(down
electrochemical
gradient)

Ton channel
(down
electrochemical
gradient; may O
be gated by a
ligand or ion)

Secondary

active transport

(against electrochemical
gradient, driven by ion
moving down its gradient)




