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Funzioni degli organell
e
trasporto intracellulare



* Le cellule eucariote presentano una
compartimentazione interna (organelli
delimitati da membrana)

* Ogni organello contiene proteine strutturali e
funzionali specifiche e svolge specifiche
funzioni cellulari

« Dentro la cellula avviene un continuo
smistamento di proteine e altre molecole da
un compartimento all’altro



Funzioni cellulari indispensabili




| principali compartimenti intracellulari di una cellula

‘nucleo
sreticolo endoplasmatico liscio e rugoso
sapparato del Golgi

slisosomi, perossisomi, vescicole di
trasporto
citoscheletro
*mitocondri

Cellula eucariota animale



Ogni organello della cellula comunica con qualsiasi altro

organello e con lo spazio extracellulare
alalaYalatalatalntatatatatiteniin

endosoma oitosol

lisosoma

apparato di Golgi

perossisoma

mitocondrio

reticolo endoplasmatico
: 611 con poliribosomi
i attaccati alla membrana

poliribosomi 2%

liberi nucleo

membrana plasmatica




TRASPORTO INTRACELLULARE DELLE PROTEINE

»>Le proteine possono muoversi
da un compartimento all’altro

della cellula Le proteine destinate al citosol, nucleo,

_ _ - S /mitocondri, cloroplasti, perossisomi,
»Per ogni proteina il viaggio inizia sono sintetizzate sui ribosomi liberi

dal LUOGO DI SINTESI (ribosoma)

nel citosol e termina quando viene _ . .
Le proteine destinate alla secrezione,

raggiunta la DESTINAZIONE reticolo endoplasmatico,Golgi,
FINALE lisosomi, m.plasmatica sono
sintetizzate sui ribosomi associati al

>A ciascuna stazione intermedia (RER)

(organulo) viene deciso se la
proteina viene trattenuta in quel
compartimento o trasportata
ulteriormente (un segnale puo
essere richiesto o per laritenzione
o per l'uscita)



Le proteine vengono smistate al corretto organello da
SEOQUENZE o0 ZONE SEGNALE

PROTEINA NON RIPIEGATA PROTEINA RIPIEGATA

7" COOH))  NHp
~ sequenza
na - ’// segnale

&

HoN
(A)

~zona
HoN - ___:.:;—ZDCOOH seqnae
| COOH
(B)

regioni che contrubuuscono alla zona segnale

Le sequenze segnale o zone segnale sono riconosciute da recettori di smistamento
complementari che consegnano la proteina al giusto organello.

Le proteine che devono funzionare nel citosol non possiedono queste
sequenze/zone segnale di smistamento percio dopo la produzione restano nel citosol.



Studio del trasporto

intracellulare mediante
proteine di fusione con GFP

(green fluorescent protein)

[ 'aggiunta del GFP
alla proteina
d’interesse non altera
la funzione della
proteina

Proteine di fusione con GFP hanno rivoluzionato lo studio del trasporto intracellulare

Un modo di seguire la posizione di una proteina in cellule
venti & gquello di costruire proteine di fusione, in cuila proteina
fluorescente verde (GFP) e attaccata mediante tecniche di in-
gdegneria genetica alla proteina diinteresse. Quando un cDNA
che codifica una proteina di fusione ¢ espresso in una cellula,
la proteina e facilmente visibile in un microscopio a fluore-
scenza, cosl che puo essere seguita nelle cellule viventi in
tempo reale. Fortunatamente, per la maggior parte delle pro-
teine studiate I'aggiunta di GFP ad una proteina non perturba
la funzione della proteina.

Le proteine di fusione con GFP sono usate largamente per
studiare la posizione e il movimento di proteine nelle cellule.
La GFP fusa a proteine che vanno avanti e indietro dal nucleo,
per esempio, ¢ usata per studiare gli eventi di trasporto nu-
cleare e la loro regolazione. La GFP fusa a proteine dei mito-
condri o del Golgi e usata per studiare il comportamento di
questi organelli. La GFP fusa a proteine della membrana pla-
smatica & usata per misurare la cinetica del loro movimento
dall'ER attraverso la via secretoria.

Lo studio di proteine difusione con GFP @ spesso combinato
con tecniche FRAP e FLIP (vedi Capitolo 10). in cuila GFP in
regioni selezionate della cellula & sbiancata da una forte luce
laser. La velocita di diffusione delle proteine di fusione con
GFF non sbiancate in quell’area puo allora essere determina-
ta per fornire una misurazione della diffusione della proteina o
del suo trasporto nella cellula. In questo modo, per esempio,
@ stato determinato che molti enzimi del Golgi riciclano fra
l'apparato del Golgi e I'ER.

(A-D, a destra, per gentile concessione di Jennifer Lippincott-
Schwartz Lab.)

(&) In questo esperimento, la GFP fusa alla proteina di ri-
vestimento del virus della stomatite vescicolare ¢ stata
espressa in cellule in coltura. La proteina virale & una
proteina integrale di membrana che normalmente si
muove attraverso la via secretoria dall'ER alla superficie
cellulare, dove il virus sarebbe assemblato se le cellule
esprimessero anche gli altri componenti virali. La protei-
na virale contiene una mutazione che permette I'esporta-
zione dall'ER soltanto a bassa temperatura. Cosl, all’alta
temperatura mostrata, la proteina di fusione marca 'ER.

(B) All'abbassarsi della temperatura, la proteina di fusione
con GFP si accumula rapidamente ai siti di uscita dall'ER.

(D) Infine, la proteina di fusione e portata fino alla membra-
na plasmatica. Da questi studi si puo determinare la cineti-
ca di ciascun passaggio della via.



MODALITA’ DI TRASPORTO
INTRACELLULARE DELLE PROTEINE

CITOSOL

NUCLEO

PEROSSISOMI
»>trasporto tra nucleo e
sl citoplasma attraverso i NPC

MITOCONDRI
RETICOLO ENDOPLASMATICO
£y
ENDOS(;%A VESCICOLE
TARDIVO SECRETORIE
LISOSO%

ENDOSOMA
PRECOCE

| 3

SUPERFICIE CELLULARE

CHIAVE: Bl = Trasporto attraverso pori

= Trasporto
3 transmembrana

= Trasporto vescicolare



CITOSOL

NUCLEO

membrana

g Trasporto

nucleare | membrana
nucleare

membrana

nucleo < citoplasma

dellER

lamina

| nucleare

spazio ||
inucleare

pennu complesso

del poro

nucleare

CHIAVE: Bl = Trasporto attraverso pori



Disposizione dei complessi dei PORI NUCLEARI nell’involucro nucleare

fibrilla 1|
citosolica
subunita membrana
anulare == nucleare esterna
l 4
b= CITOSOL

subunita

. ' involucro
fluminale

| nucleare

-

R

subunita

"4 “ NUCLEO
a colonna
membrana
nucleare interna
subunita ad anello _ 1
fibnilla nucleare T 50nm
(A)

complesso del poro nucleare

0‘1 |.m ‘

nucleoporine disposte con

simmetria ottogonale

(B) l

01 um'



COMPLESSI DEI PORI NUCLEARI

complessi proteici
molto grandi

(circa 125 milioni di
Da)




Il canale acquoso per la DIFFUSIONE LIBERA (occupa solo una piccola
frazione del volume totale del NPC) e un canale cilindrico pieno di H,O
avente diametro di circa 9nm e lungo 15nm

CITOSOL

NUCLEO

Attraversano il canale passivamente piccole molecole idrosolubili

(< di 5000 Da): esse diffondono cosi rapidamente che I'involucro nucleare puo
considerarsi liberamente permeabile ad esse



How does the nuclear pore complex work to transport
material in and out of the nucleus?

Diffusion
Molecules of:
5,000 MW are freely diffusable
17,000 MW take 2 min to establish equilibrium
44,000 MW take 30 min to establish equilibrium
60,000 MW cannot move in by diffusion



flusso dell’informazione genetica
\

[ DNA ribosomi

)

nucleonﬂﬂ RNA }mﬁ[proteine}

REPLICAZIONE TRASCRIZIONE
degli acidi nucleici TRADUZIONE
per trasmettere degli acidi nucleici
I’'informazione per la conversione a
genetica proteine
N =

nelle cellule eucariotiche i
processi di TRASCRIZIONE e
TRADUZIONE sono sia
spazialmente che
temporalmente separati



RIBOSOMI

Organelli di piccole dimensioni, formati da due subunita:
-subunita minore 40S,

-subunita maggiore 60S

(S indica la velocita di sedimentazione in un gradiente di
glucosio misurata in unita Svedberg).

La subunita 40S e formata da circa 30 diverse proteine e
da una molecola di RNA ribosomiale (5S).

La subunita 60S e formata da una cinquantina di proteine
associate ad una molecola di RNA ribosomiale 18S.

Le due subunita sono libere nel citoplasma e si
congiungono a formare l'organello completo (80S) solo in
presenza RNA messaggero dando inizio alla sintesi di
proteine.

Il numero dei ribosomi della cellula varia notevolmente in
funzione del tipo di cellula e del periodo.

Si possono distinguere due popolazioni di ribosomi,
quelli liberi nel citoplasma e quelli legati alle membrane del
Reticolo Endoplasmatico Rugoso.

ENTRAMBE LE POPOLAZIONI DI RIBOSOMI
SINTETIZZANO PROTEINE:

quelli liberi producono proteine citoplasmatiche e per i vari
organelli cellulari, quelli del Reticolo Rugoso proteine per
I'escrezione.

LOunAl

roosorma

small ribosome
subunit 4

Large
ribosomal
subunit



Genesi del RIBOSOMI cellulari

Il NUCLEOLO €& una “fabbrica” che
produce i ribosomi: in esso avviene
la modificazione degli rRNA e il loro
assemblaggio in ribosomi

Nuclear

-'.7;\;-.."' .’.‘
A 1':‘ T RS Euchromatin
e T
Tob . W ‘e,

Lt i i P R
'f';'_."' g %L.., '\ tHetero-

* Il nucleolo non e
circondato da Nucleo
membrana
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pars c.
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 FE’ungrosso '
aggregato di pars
macromolecole e
(compresi i geni per gli A _
rRNA, i precursori per RS
gli rRNA, rRNA matur st RS (e
enzimi di modificazione Tl e RS r¢7um

degli rRNA, subunita di

proteine ribosomiali e Jf
ribosomi parzialmente
assemblati)
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Il NUCLEOLO e una “fabbrica” che produce i ribosomi: in esso
avviene la modificazione degli rRNA e il loro assemblaggio in
ribosomi

rRNA appena proteine ribosomial

trascritti e modificati | 4 trasportate nel ‘Subunita
nucleo dopo la ribosomiale

sintesi

NUCLEOLO

-come vengono trasportate nel citosol le
subunita ribosomiali neo-sintetizzate?

-come vengono trasportate nel nucleo le proteine
sintetizzate nel citoplasma?



TRASPORTO ATTIVO

e la forma di trasporto che viene utilizzata quando
molecole di dimensioni maggiori del poro nucleare
(>10nm) devono attraversare I’involucro nucleare

=>RICHIEDE ENERGIA



Esportazione di una grossa molecola di mRNA attraverso il NPC

complesso del
poro nucleare

RNA come R'NA “pronto )
emerge per I'esportazione

dalla RNA o
— —_—

olimerasi
P /
NUCLEO

|

CITOPLASMA

cromatina TRASCRIZIONE —»




SUBUNITA” RIBOSOMIALI, MOLTE PROTEINE E MOLECOLE DI RNA SI LEGANO A RECETTORI
PROTEICI SPECIFICI CHE LE TRASPORTANOATTIVAMENTE ATTRAVERSO | NPC

CITOSOL diametro di circa 9nm
: D

—— -

'NUCLEO -

dimensioni delle dimensioni delle
proteine che entrano  proteine che entrano
nel nucleo per nel nucleo per
diffusione libera trasporto attivo

poiché molte proteine sono troppo grandi per passare per DIFFUSIONE attraverso i NPC,
si stabilisce un set diverso di proteine caratterizzanti il citoplasma ed il nucleoplasma



How does the nuclear pore complex work to transport material
in and out of the nucleus?

Active Transport

Studies with gold markers show that the pore can actually
dilate up to 26 nm when it gets the appropriate
signal.

= What is the signal?
The signal is in the peptide seguences.
These are recognition sequences rich in lysine, arginine, and proline.



http://cellbio.utmb.edu/curriculum/nuclear_envelope.htm#signal
http://cellbio.utmb.edu/curriculum/nuclear_envelope.htm#signal

Segnali di localizzazione nucleare (NLS) dirigono le proteine nucleari
nel nucleo

What tests can be used to prove a particular signal?

(A) LOCALIZATION OF T-ANTIGEN CONTAINING (B} LOCALIZATION OF T-ANTIGEN CONTAINING
WILD-TYPE NUCLEAR IMPORT SIGNAL A MUTATED NUCLEAR IMPORT SIGNAL

R\ L[/#

Pro—Pro —Lys—Lys—Lys—Arg—Lys—Val—  Pro —Pro—Lys—{Thr—Lys—Arg—Lys— Val —




Trasporto nucleo/citoplasma

A peptide sequence linked to colloidal gold
then injected into an oocyte and traced with
electron microscopy.

As shown in the figure, the gold particles mark
the site of transport of the peptide showing
that the peptide was transported into the
nucleus.

Small gold markers are evident inside the
nucleus.

Figure from Alberts et al.,
Molecular Biologygf tl% Cc;ll

‘CYLOS0!

nucieus»



| NLS non sono tagliati via dopo Il trasporto nel
[> nucleo perché le proteine nucleari devono
essere importate ripetutamente ad ogni
divisione cellulare

Al contrario, una volta che una proteina e stata importata in qualsiasi altro
organello cellulare racchiuso da membrana, viene trasmessa di generazione in
generazione all'interno di quel compartimento e non ha piu bisogno di essere
traslocata di nuovo:

pertanto la sequenza segnale su queste molecole e spesso rimossa dopo la

traslocazione della proteina nell’organulo




| recettori per I'importazione nucleare si legano ai NLS e alle
N ucleoporine 3> alcune formano fibrille che contengono

brevi ripetizioni di amminoacidi
contenenti fenilalanina e glicina (dette
RIPETIZIONI FG): servono da siti di
attacco per i recettori di importazione

proteina da proteina da proteina da
trasportare 1  trasportare 2  trasportare 3

recettore di segnale di
importazione localizzazione
nucleare nucleare

(A)

proteina adattatrice
di importazione
nucleare

proteina da
trasportare 4

una volta nel nucleo i
recettori di importazione si
dissociano dal loro carico e
vengono riportati nel
citosol



»L’ ESPORTAZIONE DAL NUCLEO funziona come

I'importazione nucleare, ma alla rovescia
eSegnali di esportazione nucleare

(o carioferine)

L'ENERGIA necessaria per I'import-export e
ottenuta dall’idrolisi di GTP da parte di un enzima
detto GTP-asi monomerica Ran, che si trova sia nel

citosol che nel nucleo




TRASPORTO e a
TRANS-MEMBRANA

1.Trasporto di proteine nel
reticolo endoplasmatico

RETICOLO ENDOPLASMATICO

endosoma —J

citosol

‘— lisosoma
..:‘
-
W

apparato di Golgi

perossisoma

mitocondrio

reticolo endoplasmatico
con poliribosomi
attaccati alla membrana

poliribosomi

liberi nucleo

membrana plasmatica

-

= Trasporto
= transmembrana



Reticolo endoplasmatico (ER)

*Organulo piu grande; labirinto reticolare di tubuli ramificati e
sacchi appiattiti interconnessi esteso per tutto il citosol.

*Serbatoio intracellulare di ioni Ca**

*Produzione di quasi tutti i lipidi cellulari

*Superficie citosolica del ER — parte della sintesi proteica

*Proteine destinate alla secrezione sono prima importate
dal citosol nel ER

Ruolo centrale
biosintesi

ER cattura proteine dal citosol: p. transmembrana (per M.) LIPIDI e PROTEINE
0 p. solubili in H,O (per lume o secrezione)

sImportazione POST-TRADUZIONALE (traslocazione
successiva al completamento della sintesi sui ribosomi
liberi nel citosol)

-Importazione CO-TRADUZIONALE (traslocazione durante la sintesi proteica)

LV

Sequenza segnale



Alcuni ribosomi sintetizzano attaccati direttamente alla M dell’ER, creando regioni
dette RETICOLO ENDOPLASMATICO RUVIDO (RER)

membrana nuclears interna membrana dell'ER

nucleo membrana nucieare estema
\

T st

AT i ORI

200 nm

*Proteine destinate alla secrezione sono
sintetizzate dai ribosomi del ER e prima di
essere secrete vengono importate nel ER

*Anche le proteine transmembrana (per m.)
sono sintetizzate sui ribosomi del ER

-Importazione CO-TRADUZIONALE
(traslocazione durante la sintesi proteica)

Sequenza segnale

Nelle cellule ci sono anche ribosomi
liberi nel citosol dove sono sintetizzate
proteine destinate al nucleo, mitocondri,
cloroplasti, perossisomi

-Importazione POST-TRADUZIONALE
(traslocazione successiva al
completamento della sintesi sui
ribosomi liberi nel citosol)

Durante la traslocazione attraverso la membrana o
nel lume del ER avvengono modificazioni delle

proteine (es. rimozione della sequenza segnale,
ripiegamento, oligomerizzazione, formazione di legami
disolfuro, aggiunta di oligosaccaridi legati a N).

Le proteine residenti nel lume del ER hanno
soprattutto il ruolo di assicurare il corretto
ripiegamento (es. proteine chaperone)
e assemblaggio delle catene
neosintetizzate.

polipeptidiche



Le sequenze segnale dell’ER e la SRP (particella di riconoscimento del segnale)
dirigono i ribosomi allam. del ER
tRN{\

LATTACCO DELLA IL RIBOSCA SRP E RECETTORE

5" SRP AL PEPTIDE ATTACCATO ALLA SRP SPOSTATI

SEGNALE FROVOCA SAP SILEGA AL E RICICLATI ’
UNA PALISA NELLA RECETTCRE
TRADUZIONE SHP NELLA MENERANA
. DELL'ER LA TRADUZIONE
3 « CONTINUA £

INIZIA LA
TRASLOCAZIONE

mRNA :
sequanza ssgnaks

sulla catena SRP
polipeptidica
nascants CITOSOL

LUME DELL'ER

traslocatore appo recettore SRP nelia
membrana dell’'ER ruvide '\

Il complesso viene diretto in corrispoTndenza
di una proteina canale (traslocatore) situata
nella m. dellER; la catena polipeptidica
viene inserita attraverso il bilayer

.La maggior parte delle proteine destinate al ER una volta sintetizzate nel ER
subiscono un primo step di glicosilazione

-La maggior parte dei bilayer lipidici delle M e assemblata nel ER
la M del ER sintetizza quasi tutte le classi principali di lipidi, compresi i fosfolipidi
e colesterolo



Proteine destinate al ER: traslocazione della proteina nel lume del ER

Una peptidasi localizzata vicino la

superfidie interna della m. dell’ER taglia proteina completa
la sequénza senale dalla proteina neo-sintetizzata nel
nascentg una volta dentro il ER lume del ER

Sequenza
segnale (idrofobica)

(@
dhosome |
I’I‘I.RNA [RIL ———— . o ————— = | ———— " ————— . | ————— | ———— . —— !‘
Protemn syndhesis Protein synfhesis Proten synfhesis Signal seguence " z,
hegins inhibited resumes rdeased proten synthesis

condinues to completion

Le subunita
ribosomiali si
dissociano



L’ER LISCIO e abbondante in alcune ceIIuIe spemahzzate

C. di Leydig del
testicolo che
secerne ormoni
steroidei
(testosterone)

ER ruvido ER Ijscio

Dal ER liscio normalmente
gemmano vescicole di
trasporto che portano

al Golgi proteine e lipidi
appena sintetizzati

— In cellule specializzate
ha anche altre funzioni
(metabolismo dei lipidi)

(B)



TRASPORTO CITOSOL

TRANS-MEMBRANA

2. Il trasporto di proteine

MITOCONDRI

nei mitocondri

endosoma citosol

- |isosoma

apparato di Golgi

perossisoma

mitocondrio

reticolo endoplasmatico
$11 con poliribosomi
attaccati alla membrana

poliribosomi *%

liberi %

nucleo

C membrana plasmatica

= Trasporto
3 transmembrana



FUNZIONE DEI MITOCONDRI

Sono gli organuli cellulari in cul convergono tutti |
processi che producono energia, sia che inizino
con zuccherl, sia con grassi o con proteine

Negli Eucarioti le membrane specializzate all'interno dei
mitocondri forniscono I'impalcatura per una serie di
processi di trasporto di elettroni che producono la
maggior parte del’ATP della cellula



MITOCONDRI
Sono presenti Iin tutte le cellule Il mitocondrio contiene

animali e vegetali (compresi funghi) una m. esterna, unam.
— - S— : e i Interna e 2 compartlmentl
TR LY JT S e Rl interni

(B)

,’\"\'; "\
%) ..§~“’f‘;;“é“-3q;_
R R, oy W

AN

(C)



Le cellule richiedono ENERGIA

per i loro processi

forniscono I'impalcatura per una serie
di processi di trasporto di elettroni

Attraverso le memL)rane

specializzate dei mitocondri
viene prodotta la maggior
parte dellATP della cellula

—

STADIO 1:
DEMOCLIZIONE

DI GRANDI
MACROMOLECOLE
IN SUBUNITA

SEMPIICI

—
STADIO 2
DEMOCLUIZIONE
DI SUBUNITA
SEMPLIC! A
ACETIL CoA
ACCOMPAGNATA
DA PRODUZIONE DI
QUANTITA LIMITATE
DI ATP E NADH
—_—

Nel mitocondrio convergono
tutti i processi che producono
energia, sia che inizino con
zuccheri, sia con grassi o con
proteine

mem
mitocondrial

STADIO 3:
OSSIDAZIONE
COMPLETA DI
ACETIL CoA A
H,0 E CO,
ACCOMPAGNATA
DA PRODUZIONE
Of GRANDI
QUANTITA DI
NADH E ATP

NEL MITCCONDRIO

membrana
plasmatica-_ |
di una callula
eucarictica

acidi grassi
& glicercio

~

:




Le cellule funzionano da fabbriche biochimiche che utilizzano le stesse unita

molecolari di base

zuccheri | —— | polisaccaridi |
acidi grassi | : | grassi, lipidi, membrane |
amminoacidi | | proteine |
nucleotidi | ===l [ acidi nucleici (DNA, RNA) |
@ nucleotidi
glucosio 6-fosfato /
amminozuccheri
fruttosio 6-fosfato ~ ——* glicgg‘?g{gﬂ
La GLICOLISI e il CICLO DELL’ACIDO v
CITRICO producono ENERGIA, ma GLICOLIS BN iossiaceions ol
anche molti COMPOSTI INTERMEDI ' Tosioe
‘ amminoacidi

(unita da costruzione) che vengono
usati da enzimi diversi per produrre
amminoacidi, nucleotidi, lipidi e le altre
piccole molecole organiche di cui la
cellula ha bisogno

sering *+——

SIosfogliceralo / pirimidine

fosfoenolpiruvato

alanina B {
piruvato
‘ colesterolo
/ acidi qgrassi
aspartato k_\ citrato
altri amminecacidi
purine -« ossalacetato \
pirimidine f
f CICLO
DELL'ACIDO
t CITRICO
\ a-chetoglutarato
suceinil CoA glutammato
eme / altri amminoacidi
clorofilla purine



€O, 0Oy

PR 1] ———zuccheri——szuccheri—s

cloroplasto mitocondrio

metaboliti



Il trasporto di proteine nei mitocondri

(A) MITOCONDRIO

@I

membrana spazio della matrice

esterna spazio

intermembrana

membrana
interna

Anche se hanno i loro sistemi genetici importano la
maggior parte delle proteine dal citosol

*Le proteine sono importate in uno stato non ripiegato
(mantenuto da proteine della famiglia hsp70)

sLa traslocazione € mediata da complessi proteici
multisubunita che fungono da traslocatori di proteine
(complesso TOM, complessi TIM)

-La traslocazione é spinta sia dall’ idrolisi di ATP che
dal gradiente elettrochimico di H* attraverso la m. interna

*Sequenza segnale specifica (tagliata dopo importazione)

*Sequenza segnale interna: guida trasporto ulteriore




TRASPORTO | cmosoL

TRANS-MEMBRANA ;
PEROSSISOMI

3. Trasporto di proteine nel
perossisomi

endosoma L chocl

— lisosoma

perossisoma apparato di Golgi
i

mitocondrio

reticolo endoplasmatico
s1 1 con poliribosomi
attaccati alla membrana

poliribosomi 2%

liberi ;
S

nucleo

r membrana plasmatica

Trasporto
transmembrana



PEROSSISOMI

*Si trovano in tutte le cellule eucariotiche

*Svolgono reazioni ossidative (es. demolizione ac. grassi)
usando ossigeno molecolare

*Generano H,O, che usano per scopi ossidativi:
RH, + O,— H,0,

I'eccesso viene distrutto dalla CATALASI che contengono:
2H,0, — 2H,0 + O,

Sintesi di fosfolipidi specializzati per la mielinazione
delle cellule nervose

sImportano le loro proteine dal citosol (segnale di
importazione)

sImportano le proteine senza svolgerle

*Molto importanti nelle cellule del fegato e del rene dove
detossificano molecole tossiche che entrano nel sangue

*Autoreplicazione (come mitocondri e plastidi)

perossisoma

proteine specifiche . _‘—{
che catalizzano \
I'importazione ~__ ;

>. ' .
CRESCITA PER
ASSUNZIONE
DI PROTEINE
SPECIFICHE DEL

PEROSSISOMA
DAL CITOSOL

FISSIONE

perossisomi figli



MODALITA’ DI TRASPORTO
INTRACELLULARE DELLE PROTEINE

CITOSOL

NUCLEO PEROSSISOMI

MITOCONDRI PLASTIDI

RETICOLO ENDOPLASMATICO

i ; doppio strato lipidico

proteina di membrana

GOLG' contenuto del lume
ENDOSOMA VESCICOLE
TARDIVO SECRETORIE CONATORE
LlSOSOM' o' vescicola in
i ‘S — gemmazione

con contenuti

GEMMAZIONE selezionati
per il trasporto

vescicola di
J" trasporto
nel citoplasma

FUSIONE

ENDOSOMA
PRECOCE

| 3

SUPERFICIE CELLULARE R\ ‘COMPARTIMENTO

CHIAVE: Il = Trasporto attraverso pori

= Trasporto
3 transmembrana

[ = Trasporto vescicolare



TRASPORTO VESCICOLARE

Cicli di gemmazione e fusione di membrane permettono al lume di molti*
organelli di comunicare con qualsiasi altro organello e con lo spazio
extracellulare per mezzo di VESCICOLE DI TRASPORTO

membrana plasmatica lisosoma

ER ruvido

vescicola
secretoria

 membrana

involucro | interna

nucleare | membrana
esterna

apparato di Golgi endosoma

*I MITOCONDRI non prendono parte a questo sistema di comunicazione



Trasporto vescicolare

COMPARTIMENTO
DONATORE

FUSIONE

COMPARTIMENTO
BERSAGLIO

GEMMAZIONE

Questi compartimenti sono in comunicazione costante tra loro per mezzo di
VESCICOLE DI TRASPORTO che gemmano da un compartimento
e si fondono con un altro in continuazione



Traffico vescicolare intracellulare

via endocitica

(ingestione di
macromolecole)

(mediato da GTP-asi)

RETICOLO ENDOPLASMATICO

14
L

via biosintetica-
secretoria

ENDOSOMA VESCICOLA
TARDIVO SECRETORIA

(esocitosi)

LISOSOMI

attraverso un sistema di m.
interne le macromolecole
vengono assunte per
ENDOCITOSI e vengono portati
agli enzimi digestivi
Immagazzinati nei lisosomi
dentro la cellula: appena digeriti,
I metaboliti derivanti dalla
digestione delle macromolecole
vengono portati dai lisosomi al
citosol

ENDOSOMA
PRECOCE

4 1

ESTERNO DELLA CELLULA

(connessione tra 'ER e la m.)
trasporto di proteine,
carboidrati, lipidi neo-
sintetizzati all’esterno della
cellula: prima di essere
esocitate le molecole
possono essere modificate e
conservate
momentaneamente



via endocitica

0
o ~
a GO -

involucro nucleare
s

lisosoma

reticolo endoplasmatico
O
O O @ endosoma
puld b4 ’ O precoce

CITOSOL

I

O O cisterne
]

apparato di Golgi

vescicola

1 secretoria

via biosintetica-secretoria




La maggior parte delle vescicole di trasporto si
forma a partire da regioni specializzate rivestite
delle membrane

Il rivestimento ha 2 funzioni:

1. concentrare in quella zona della m. le proteine
da trasportare come cargo

2. deformare (curvare) la m. modellando cosi le
vescicole in formazione



Vescicole rivestite

Ne esistono diversi tipi:

* Le vescicole rivestite di CLATRINA
mediano il trasporto dalla m.
plasmatica e dal Golqi

 Le vescicole rivestite di COPI e di i & 3 LT DA N
COPII mediano il trasporto tra ER e " | o ( S —
Golgi e fra le cisterne del Golgi

endosoma
tar divo  endosoma
recoce
LEGENDA: F O % K
D Giatrna Dopo la gemmazione
A P 9 . R
della vescicola e
D COPI p ' necessario che il
i rivestimento venga
D COPII . &_’ perduto affinche la
vescicola si fonda

con una m.bersaglio

4 appropriata
‘ S0-@ fmn
O_s @

cisterne vescicola plasmatica
' J secretoria
ER apparato di Golgi




| processi di FUSIONE di MEMBRANE
sono mediati da 2 tipi di proteine:

» SNARE

» RAB GTPasi

Le proteine SNARE sono localizzate sulle vescicole
(v-SNARE) e sulle membrane bersaglio (t-SNARE) e
interagiscono per formare un complesso stabile che
mantiene le vescicole molto vicino alle membrane bersaglio

L’idrolisi di GTP da parte di Rab fornisce I’energia per il
processo di fusione delle membrane



Trasporto dal ER attraverso
I’apparato di Golgi

endosoma

citosol

- lisosoma

R apparato di Golgi
|

mitocondrio

reticolo endoplasmatico
con poliribosomi
attaccati alla membrana

poliribosomi :
liberi el ——— nucleo

| RETICOLO ENDOPLASMATICO |

T O

!

ENDOSOMA
TARDIVO

5

LISOSOMI

ENDOSOMA
PRECOCE

1 1

VESCICOLE
SECRETORIE

SUPERFICIE CELLULARE

= Trasporto vescicolare




Apparato di Golgi

particolarmente abbondante in cellule specializzate per la secrezione

Insieme di cisterne appiattite racchiuse da M

/ (di entrata)

o . FAGGIA vescicola del Golgi p'U VICINa
ratico S -
del Golgi al ER
¢is (CGN)
cistarna cis ———
cisterna mediale —S———0 .
clsterna trans —— e
reticolo (di uscita)
del Golgl >
(TGN) : &
A) vescicola secretoria FACCIA trans
,/‘ ~._ involucro
nuclears
= "\ ER navido
gruppl
— vascicolari

tubulari

reticolo

del Gelgl

cis




Compartimentazione funzionale del Golgi

'|_GO_|9| _m0d|f|Ca € (enzimi di modificazione) | proteine che lasciano ER
distribuisce le molte in vescicole di trasporto
proteine e lipidi che ER | rivestite di COPII
riceve dal ER t

CIS .

] SMISTAMENTO reticolo
fosforilazione di del Golgi
oligosaccaridi su cis
proteine lisosomali 5 =

cisterna
( e rimozione di Mano - -
apparato| (IR R TEETED ) |recae g!i |
di Golgi _| olgi
C . Sounta di NANA j e
\/ e aggiunta di solfati B R
a tirosine e carboidrati reticolo
MISTAMENTO del Golgi
trans trans
le nuove proteine modificate finiscono / 1 \\

nel reticolo del golqi trans

che le impacchetta in vescicole di

trasporto e le invia alle loro destinazioni Solo le proteine ripiegate e assemblate
specifiche nella cellula correttamente possono lasciare il ER

membrana vescicola

lisosoma 5 ;
plasmatica  secretoria




Trasporto dal Golgi trans | RETICOLO ENDOPLASMATICO |

al lisosomi i ‘!'

GOLGI

!

ENDOSOMA
TARDIVO

5

LISOSOMI
s %@' = citosol
- lisosoma ENDOSOMA
perossisoma apparato di Golgi PRECOCE

mitocondrio ; ﬁ

SUPERFICIE CELLULARE

reticolo endoplasmatico
con poliribosomi
attaccati alla membrana

poliribosomi :
liberi > oy —— nucleo

= Trasporto vescicolare




| isosomi sono i siti principali di digestione intracellulare

ER

Golgi

0,2-0,5 um

|
pH~7,2
CITOSOL

mantenuto da una ATP-asi
che pompa H* nel lisosoma

“1~) Q )

Gli enzimi digestivi
vengono portati nei
lisosomi attraverso
una via che parte dal
ER e passa
attraverso il Golgi

> IDROLASI ACIDE
nucleasi
proteasi

glicosidasi

lipasi

fosfatasi

solfatasi

fosfolipasi




Le sostanze da digerire arrivano da almeno 3 vie:
ciascuna porta alla digestione di materiali derivanti da una fonte diversa

3 vie di degradazione dei lisosomi

(Al FLUIDO EXTRACELLULARE

CITosoL

encdlosoma pracoce

{
g — 8
endocitosi

ENDOSOMA
TARDIVO

(B) mitocondrio perossisoma

mitocondrio

; — () - @

autofagia




Via che porta idrolasi
lisosomiali e proteine trasporto vescicolare
di membrana al
- - | RETICOLO ENDOPLASMATICO |
liIsosomi T I

GOLGI

T 4

ENDOSOMA
TARDIVO

ﬂ ﬂ
LISOSOMI

ENDOSOMA
PRECOCE

$

SUPERFICIE CELLULARE




mannosio 6-fosfato
(M6P)

(P)-0—CH,

In che modo le proteine lisosomiali sono

riconosciute e selezionate nel reticolo del Golgi trans?

oligosaccaride
legatoa N

idrolasi lisosomale

pracursors dellid\olasi
lisosomale
TRASPORTO
DIPENDENTE
ATTACCO DA RECETTCHE
AL RECETTORE
DI M&P
/ \ S8
\ [
mannosio vescicola RIMOZICNE
8-fosfato rivestimento o wasporto © DEL FOSFATO
(M&P) di clatrina ‘
wdrolast
\ -— lisosomale
matura
recettore di M&P
RICICLO DEL RECETTORE  mella vescicola
in gemmazions
reticolo u reticelo ¢
del Golgi del Golg
cis trans

Il recettore va avanti e indietro




Il trasporto nella cellula dalla M plasmatica:
ENDOCITOSI

In base alle dimensioni della vescicola endocitica
vengono distinti 2 tipi principali di endocitosi.

*Fagocitosi: ingestione di grosse particelle,
come microrganismi o cellule morte, tramite
fagosomi (>250 nm di diametro)

*Pinocitosi: ingestione di fluidi e di soluti
tramite piccole vescicole pinocitiche
(circa 100 nm di diametro)




Cellule fagocitiche specializzate possono
Ingerire grosse particelle

Nei protozoi la fagocitosi e una forma di nutrizione, mentre poche
cellule degli organismi pluricellulari sono capaci di ingerire in modo
efficiente particelle cosi grandi

La fagocitosi negli animali e importante per scopi diversi dalla
nutrizione ed & attuata principalmente da cellule specializzate:
nei mammiferi 3 classi di globuli bianchi = macrofagi,
neutrofili e cellule dendritiche



* difesa dalle infezioni tramite ingestione dei microrganismi
Invasori

Fagocitosi da parte di un macrofago 9 um

 rimozione di cellule senescenti o morte per apoptosi

| nostri macrofagi fagocitano piu di 10! globuli rossi senescenti al giorno!!!



A differenza della pinocitosi che e un processo che
avviene continuamente la fagocitosi e un processo che
viene attivato da recettori che trasmettono segnali
all’interno della cellula e iniziano la risposta




Fagocitosi da parte di un neutrofilo

batterio —

- pseudopodo

al

- membrana
plasmatica

globulo bianco J

fagocitico 1um

| segnali di attivazione meglio caratterizzati sono gli ANTICORPI che ci proteggono legandosi
alla superficie dei microrganismi infettivi.

Questo rivestimento degli anticorpi € riconosciuto da recettori presenti sulla superficie dei
macrofagi e dei neutrofili e il legame induce la cellula fagocitica ad estendere gli pseudopodi
che avvolgono la particella e si fondono alle loro estremita per formare un fagosoma



Altri segnali di attivazione della fagocitosi:

eoligosaccaridi presenti sulla superficie di certi
microrganismi

‘fosfatidilserina (cellule morte per apoptosi)




Le vescicole pinocitiche si formano da fosse rivestite di clatrina nella
M plasmatica

la vita di una fossa rivestita da clatrina e breve:

- nel giro di 1 minuto dalla sua formazione si invagina nella cellula

e si distacca formando una vescicola rivestita di clatrina

- dopo pochi secondi dalla formazione perdono il loro rivestimento e si fondono con gli
endosomi precoci



Il C. e trasportato nel sangue

sotto forma di particella lipoproteica:

LIPOPROTEINA A BASSA DENSITA
(LDL)

22 nm

|

™ monostrato
\di fosfolipidi
N
molecola

di estere
del colesterolo

protrusione sulla superficie
della molecola proteica

ENDOCITOSI MEDIATA DA RECETTORE
(es. assunzione di colesterolo)

sito di attacco delle LDL LPL  clatrina
SPAZIO

EXTRACELLULARE

CITOSOL

recettore
delle LDL

sito di legame | oo .
alla fossa rivestita fossa rivestita di clatrina

1) Quando una cellula ha bisogno di colesterolo
per fare le membrane produce recettori per le
LDL che si legano ad una fossa rivestita nella
m. plasmatica



LDL recettori delle LDL Membrana plasmatica

CITOSOL \r\,_r\
ENDOCITOSI
fossa/ \ / RITORNO
rivestita PERDITA DEI RECETTORI
DEL RIVESTIMENTO endosoma riciclante DELLE LDL
Y

RS X ALLA MEMBRANA
| @ \_  PLASMATICA
vescicola \
rivestita ]
FUSIONE con\ GEMMAZIONE

DI VESCICOLE
ENDOSOMA —— DITRASPORTO

colesterolo
libero

-~ enzimi
idrolitici

lisosoma

2) le particelle LDL vengono internalizzate nelle vescicole di clatrina che portano il
loro contenuto agli endosomi precoci

3) endosomi tardivi— lisosomi (idrolisi) = colesterolo libero

se l'assunzione e bloccata il colesterolo si accumula nel sangue —
formazione nei vasi sanguigni delle PLACCHE ATERIOSCLEROTICHE




Trasporto dal reticolo del Golgi trans all’esterno della
cellula: ESOCITOSI

 Tutte le cellule richiedono una via secretoria
costitutiva

* Cellule specializzate dispongono anche di una

via secretoria regolata

(proteine ed altre sostanze solubili sono conservate
temporaneamente in vescicole secretorie per il successivo rilascio)



La via secretoria costitutiva e la via secretoria regolata

proteine solubili

di nuova sintesi CITOSOL \, SPAZIO EXTRACELLULARE
per la secrezione lipidi della membrana
costitutiva \plasmatica di nuova sintesi
< 7 VIA
— AN SECRETORIA
- fosione \ 7/ CcosTITUTIVA

\

di membrane
non regolata

proteine della membrana
plasmatica di nuova sintesi

membrana plasmatica

segnale come
reticolo <P — un ormone o un
del Golgi -— neurotrasmettitore
trans yd
via di segnalazione
intracellulare
°
VIA
~~ \ = o SECRETORIA
REGOLATA
fusione

apparato di Golgi

vescicola regolata

secretoria di membrane
che conserva

proteine secretorie

Le 2 vie si separano nel reticolo del golgi trans



Le 3 vie di smistamento delle proteine nel reticolo del Golgi trans

miscela di proteine smistamento
J L | 1 DEVIAZIONE Al LISOSOMI
MEDIATA DA SEGNALE

recettore del
mannosio 6-fosfato

&

Pdd

3 VIA
\ / SECRETORIA
\  COSTITUTIVA

/\\

membrana plasmatica
SPAZIO

CITOSOL| EXTRACELLULARE
reticolo & . @© DEVIAZIONE ALLE
del Goigi cis Mediale\ ) - . VESCICOLE SECRETORIE
| cis trans =5 MEDIATA DA SEGNALE (PER
ER | | LA SECREZIONE REGOLATA)

apparato di Golgi

Via secretoria costitutiva: cellule polarizzate e non polarizzate



La formazione di vescicole sinaptiche

Possono formarsi direttamente da vescicole endocitiche

Il neurotrasmettitore € importato direttamente nelle piccole vescicole endocitiche

(antiporti spinti da un gradiente di H* mantenuto da pompe protoniche presenti nella m. delle vescicole)

TERMINAZIONE
NERVOSA

proteina trasportatrice
dealla vescicola sinaptica

reticelo del

protena di membrana
della vescicola sinaptica

CORPO DELLA
CELLULA NERVOSA

TRASPORTO

Ot COMPONENTI

DELLA VESCICOLA
SINAPTICA ALLA

MEMBRANA PLASMATICA
ENDOCITOSI DEI
COMPONENT! DELLA
VESCICOLA SINAPTICA

PER FORMARE DIRETTAMENTE
NUCVE VESCICOLE SINAPTICHE
ENDOCITOS! DI

COMPONENTI

DELLA VESCICOLA
SINAPTICA E TRASPORTC
AGLI ENDOSOMI
GEMMAZIONE DELLA
VESCICOLA SINAPTICA
DALL'ENDCSOMA
CARICAMENTO

Ot NEUROTRASMETTITORE
NELLA VESCICOLA
SINAPTICA

SECREZIONE

Of NEUROTRASMETTITORE
PER ESCCITOSI IN RISPOSTA
AD UN POTENZIALE D’AZIONE



