FUNZIONE CELLULARE E
TRAFFICO INTRACELLULARE
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Diffusione semplice
Diffusione facilitata
Trasporto attivo

ITTa D. vioualita al us =5 £ 350, [

fusione semplice: ¢ influenzata dalle dimensioni e dalla lipofili:
della molecola, dalla temperatura del sistema. Piccole molecols
polari come I'acqua o apolari come I'anidride carbonica pos
sono passare liberamente attraverso la membrana plasmatics
seguendo il lore gradiente di concentrazione. (b] Diflusiong

aspDOrio PIODUID 1 | 2 BJji

facilitata mediata da permeasi o carrier: il passaggio, anche se
avviene senza dispendio di ATP, ¢ mediato da proteine che
facilitano il transito di grosse molecole polari attraverso il dop-
pio strato lipidico. La permeasi GLUT1, ad esempio, ha il com-
pito di favorire I'ingresso del glucosio all’interno della cellula.

(c) Diffusione facilitata mediata da canali: questi, al contrario

ol cars] I iomi |
I'interazione tra gli ioni e le pareti dei pori. (d) Trasporto attivo
permette il movimento di soluti contro gradiente di concentra-
zione; & mediato da proteine che hanno la capacita di idroliz-
zare ATP, ad esempio pompa sodio-potassio.
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Trasporto attivo

Stato iniziale: Esterno
la pompa e aperta della cellula
o VErso l‘inteE_no o
2 K* vengono P \ {7
espulsi all’interno;
la pompa ritoma
allo stato iniziale

3 Na" vengono
presi dall’intemo

Contro un gradiente di
concentrazione o
elettrochimico

La defosfo- @

L'ATP fosforila
ri[az[gn‘e Interno della cellula e
determina
il cambiamento
conformazionale

Due K vengono
accettati dall’esterno
2

La pompa ,ora aperta,

Un cambiamento
conformazionale

successivo alla fosforilazione
determina il rilascio
all’estemo di 3 Na*

verso l'esterno,
& pronta a cominciare
la seconda parte del ciclo

&= Figura 5.13 Meccanismo d’azione della pompa Nat/K* ATPasi. Il trasporto mediato da questa pompa prevede, per
ognimolecola di ATP idrolizzata, il trasferimento di tre ioni Na* all’esterno della cellula e due ioni K* all'interno. In que-
sta figura sono illustrate, in maniera sequenziale, le fasi che costituiscono un ciclo completo di trasporto di queste due
specie ioniche contro gradiente di concentrazione. E, ed E, indicano i due stati conformazionali in cui pud trovarsi la
pompa Na*/K* ATPasi, rispettivamente aperta verso I'interno e verso I'esterno della cellula,
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Le caderine e le CAM (cell adhesion molecules) mediano il riconoscimento e
I’adesione fra cellule

Tessuto A Tessuto B & Figura 5.93 Riconoscimento fra caderine e citoscheletro; ricono-
A scimento fra molecole di caderine e CAM appartenenti a cellule
diverse.

it

Citoplasma

" IO . Actina
ﬁ & Figura 5.91 Esperimento di aggregazione cellulare. Cellule T ) J
appartenenti allo stesso tessuto in adeguato mezzo di coltura sono
in grado di aggregare a formare agglomerati.
CUIDCcD



Adesione fra cellule e fra cellule e matrice extracellulare e stabilizzata da
giunzioni cellulari specializzate

Giunzioni strette- sigillano e materiale non puo passare attraverso spazio tra le cellule
Giunzioni aderenti- collegate all’actina- funzione meccanica
Giunzioni comunicanti- consentono il passaggio di alcune molecole

Giunzione stretta

Giunzione aderente

ufta :,""':"."
O
» g

!

Desmosoma

Emidesmosomi

@ Figura 5.95 Le giunzioni cellulari: strette, aderenti, comunicanti, desmosoma ed emidesmosoma. La giunzione adesiva ha il compito di
== unire fasci di actina provenienti da due cellule vicine; la giunzione stretta sigilla cellule adiacenti impedendo il passaggio di molecole; il
mgm desmosoma unisce i filamenti intermedi di due cellule vicine; la giunzione comunicante permette il passaggio di piccoli ioni e molecole
solubili in acqua; giunzioni aderenti, desmosomi e emidesmosomi fanno parte delle giunzioni adesive.



Matrice extracellulare é I’'ancoraggio delle cellule a un substrato comune

1) costituita da proteine strutturali (collagene,
elastina) e proteine altamente idratate in cui sono
immerse le proteine strutturali (proteoglicani)

2) funzione di sostegno, mantenimento forma e
mobilita cellulare

3) funzione specializzata- osso-connettivo-cartilagine

& Figura 5.101 Micrografia elettronica a scansione di fibroblasti
della cornea di ratto. Fibrille di collagene della matrice extracellu- ==
lare circondano 1 fibroblasti.
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@ Figura 5.102 (a) Le mole-
cole di collagene a tripla elica
interagiscono fra loro a forma-
re fibrille. (b) Micrografia elet-
tronica che mostra fibrille di
collagene.
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Funzione della segnalazione cellulare

cellula
apoptotica



Provenienza dei segnali

DIPENDENTE DA CONTATTO PARACRINA AUTOCRINA ENDOCRINA
Recettore Cellula endocrina hCeLluE?
f‘b ersaglio
Molecola segnale \C Q" S ormoni \
attaccata alla membrana Cellula t g
segnalante ", g i
. —t®) - Cellule 'p @
\ ’ bersaglio ....ﬂ b ‘)
\ © s
Cellula Cellula Mematare .
segnalante bersaglio locale Recettore
intracellulare
a) b) c) d)

& Figura 5.38 La segnalazione dipendente da contatto (a) necessita di un contatto fra le due cellule; le segnalazioni paracrina (b), auto-
crina (c¢) ed endocrina (d) dipendono da segnali rilasciati dalle cellule. Nel caso della comunicazione paracrina, una sostanza rilasciata da
una cellula va ad agire su una cellula posta nelle immediate vicinanze. La comunicazione autocrina prevede che una cellula secerna una
molecola segnale che va ad agire sulla cellula stessa che 'ha prodotta oppure su cellule dello stesso tipo che risponderanno in maniera
coordinata. La comunicazione endocrina ¢ diretta da sostanze che, una volta secrete dalle cellule, tramite la circolazione sanguigna rag-

giungono i bersagli che possono trovarsi in distretti lontani del corpo.
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Esempio di segnalazione paracrina

SINAPTICA

sinapsi
neuranea IJ_I

d330Ne

. callula
COrpo neurotrasmettitore bersaglio

cellulare
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Esempio di segnalazione paracrina
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Ligandi e recettori nella segnalazione cellulare
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a) Recettori di membrana
Membrana

plasmatica

p
Recettore di
membrana

Molecola 7
segnale idrofilica = 7

b) Recettori intracellulari

Piccola molecola

/'—"/ segnale idrofobica

1)

Proteina
trasportatrice |

“™Recettore
intracellulare

@ Figura 5.39 Recettori di membrana e recettori intracellulani. (a)
Le molecole di segnalazione sono per lo pili di natura idrofilica e per
questo incapaci di passare attraverso il doppio strato lipidico della
membrana plasmatica, il meccanismo di azione prevede che esse
riconoscano e leghino recettori di superficie che sono in grado di
trasdurre il segnale all'interno della cellula. {(b) Le piccole molecole
segnale di natura idrofobica, invece, entrano facilmente nella cellula
e legano recettori sia citoplasmatici che nucleari.



Recettori intracellulari

Dominio
di legame al DNA

N C

Recettore del cortisolo

N+C

Recettore degli estrogeni

. —

Recettore del progesterone

N?C

Recettore della vitamina D

H—E—c

Recettore dellomnone tiroideo

N+C

Recettore dell'acido retinoico

a)

Dominio di
n/ attacco del ligando

Dominio di
attivazione della trascrizione Proteina
inibitrice

H2N
Dominio di legame COOH
al DNA

b) Forma inattiva del recettore

Proteine
coattivatrici

Ligando

DNA — 1
—1

Sequenza che Trascrizione
lega il recettore dei geni bersaglio

c) Forma attiva del recettore

& Figura 5.41 | recettori intracellulari sono una superfamiglia costituita da molecole in grado di legare il DNA. In (a) &
mostrata la posizione del dominio di legame al DNA di diversi recettori. In forma inattiva (b), il recettore & legato a proteine
inibitrici; nel momento in cui il ligando lega il recettore si verifica una modifica della molecola che comporta il distacco della
proteina inibitrice e (€} I'attacco di proteine co-attivatrici. [l complesso pud allora legare il DNA ed attivare/reprimere I'espres-
NN sione di geni specifici.




| recettori sulla membrana trasducono un segnale all’interno della cellula

Molecola segnale
extracellulare

-
M OZT_O
T - 0
|
Recettore
proteico chinasi

Proteina

l fosfatasi
a)
‘ . Proteine di segnalazione Pi
intracellulare

OFF Chinasi ON

- -
Fosfatasi
Chinasi p
. . Prateine m
hersaglm Fosfatasi
OFF

Enzima Proteina Proteina ON
metabolico che regola geni  del citoscheletro

b)
l l l i Figura 5.43 Reazione di fosforilazione/defosforilazione delle pro-
teine. In una cellula eucariotica, migliaia di proteine possono essere
Espressione Forma modificate mediante I'aggiunta o la rimozione di gruppi fosfato. Gli
Metabolismo 0 movimento enzimi responsabili della fosforilazione sono comunemente chia-
alterato genica cellulare mati chinasi o cinasi, mentre quelli che provvedono alla defosforila-
alterata alterati zione sono detti fosfatasi. [n {a) & mostrata la fosforilazione di un

residuo di serina. Non sempre la fosforilazione causa I’attivazione di
una proteina, ci¢ dipende dal sito di fosforilazione e dalla struttura
& Figura 5.42 Una molecola segnale idrofilica lega il suo recettore dellapmolecola[b). P

extracellulare, cid scatena all'intemo della cellula una serie di eventi
mediati da proteine Intracellulari di segnalazione. Queste proteine
possono a loro volta interagire con proteine bersaglio, modifican-
dole in modo da alterare il comportamento della cellula.
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Esistono 3 tipi di recettori di superficie

| recettori di superficle possono essere collegati

a canali lonicl (a), alle proteine G (b), ad enzimi (c).

= Figura 5.46

Molecola
@ segnale

a) Recettori collegati a canali ionici

"]

Membrana
plasm atica

b) Recettori collegati a proteine G

Molecola
segnale

Wy

Proteina G
attivata

Enzima

Proteina G

attivato

Molecola
segnale

c) Recettori collegati ad enzimi

Molecola segnale

i 4

ity

e

L -
Dominio catalitico

sotto forma di dimero
Dominio catalitico

=
U]
o
@
)
W
Q

attivo

inattivo
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Attivazione proteina chinasi A (PKA)-effettrice di molti ormoni

‘ guesto segnale influenza una via metabolica

Molecola
segnale Adenilato
ciclasi attivata

Glucagone

Membrana plasmatica

Subunita o attivata
della proteina G

(nattiva) Adenilato  Adehilato guesto segnale influenzala AP 090
ciclasi (inattiva) ciclasi (attiva) .. . . R W g
trascrizione di geni
ATP CAMP b ers ag I i O PKA inattiva !

sy
©{b+.. 2e s
o8 2 U, | QW

,’-ﬂll
PKA PKA U0
(inattiva} (attiva)

S

AT -

Nucleo Poro nucleare
Fosforilasi Fosforilasi G!icogen::u G licogen_'m ?;E::&';a
chinasi chinasi-P sintetasi sintetasi-P CREB inattiva
attiva inattiva Proteina che
{inattiva) (attiva) { ) ( )
lega CREB (CBF) Gene bersagho attivato
Glicogeno Glicogeno
fosforilasi fosforilasi-P
{inattiva) (attiva) Elemento che Trascrizione
lega CREB
Glicogeno Glucosio
Traduzione
& Figura 5.51 Meccanismo di azione del glucagone nelle cellule l
Nuova proteina

epatiche. In seguito all'interazione ligando-recettore, si attiva il re-

cettore, con conseguente attivazione delle proteine G fino alla sintesi
2 Figura 5.52  In molte cellule la PKA attivata entra nel nucleo e

di cAMP. Il cAMP attiva a sua volta la PKA che ha il compito di atti- U
vare la via della glicogenolisi e contemporaneamente bloccare quella fosforila una pmteina! regolatrice, CREB (proteina che lega un ele-
della glicogenosintesi. Il risultato dell’azione del gluca one & Pau- mento di risposta alPAMP ciclico). Questa a sua volta recluta un

e y 3 altro fattore, la proteina che lega CREB (CBP). Il complesso modula

mento di glucosio in circolo. C = subunita catalitica; R = regolativa. 1a trascrizione di geni bersaglio.



Recettori di membrana collegati ad enzimi

Molecola
segnale

i

Citosol

chinasi
Recetton tirosina La dimerizzazione stimola
chinasi inattivi l'attivita chinasica

& Figura 5.55 Recettori collegati ad enzimi. Tali recettori sono
proteine transmembrana monopasso con un dominio esterno
capace di legare il ligando ed un dominio intracellulare dove & loca-
lizzata Tattivitd chinasica. Per potere funzionare questi recettori
devono dimerizzare per potersi fosforilare a vicenda.

De Leo, Ginelli, Fasano
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L’ attivazione della proteina ras porta all’attivazione della MAP chinasi

@ Figura 5.57 Coinvolgimento della proteina Ras. Una volta
che il recettore & stato attivato dal legame con il ligando, la
proteina Ras, inattiva, viene attivata da Grb-2, che lega il
recettore, grazie ad una fosfotirosina e da un attivatore di Ras,
la proteina SOS. Quest'ultimo stimola Ras a scambiare GDP
con GTP, Cosi attivata, Ras pud, a sua volta, attivare nume-
rose vie di trasduzione del segnale,

membrana plasmatica

..............

S EEEE L e EE LS X ¥ CE EE EE EX EX € EE XK £ X £X X &% £F X £X 4 X X K

Citosol
MAPKKK

(Raf)

Proteina
Ras attiva

MAPKK
{Mek)

MAPK
(Erk}

v v v v

Proteina X Proteina Y Proteina Proteina

che regola che regola
geni A geni B

Cambiamenti nell'attivita di proteine Cambiamenti nell'espressione genica

Proteina Ras
attiva

Proteina Ras

Spazio
inattiva paz

extracellulare

g

Trasmissione in
avanti del segnale

Attivatore di Ras (S0S) lungo vie multiple

Recettore tirosina Proteina
chinasi attivato adattatrice Grb-2

& Figura 5.58 Viadi attivazione innescata da Ras mediata
da MAP chinasi. La cascata inizia con una MAP-chinasi-
chinasi-chinasi (Raf) che attiva una MAP-chinasi-chinasi
(Mek) che a sua volta attiva una MAP-chinasi (Erk). Erk &
in grado di fosforilare numerose proteine che vanno a
modulare 'espressione genica.



Recettori che attivano canali ionici: trasmissione impulsi elettrici
cellule nervose e i loro target

Canale del Terminazione nervosa

CaZ* regolato
dal voltaggio

Acetilcolina

Canale
cationico
regolato da

acetilcolina Canale del

Ca?* regolato
dal voltaggio

Canale del
Na* regolato
dal voltaggio

Reticolo
sarcoplasmatico
Canale

del Ca?*

Membrana

plasmatica
del muscolo

a) Giunzione neuromuscolare a riposo b) Giunzione neuromuscolare attivata

= Figura 5.59 (a) Glunzione neuromuscolare a riposo e (b) attivata. In seguito ad un impulso nervoso, si osserva il

— rilascio dell’acetilcolina nello spazio sinaptico e la successiva attivazione in sequenza di diversi canali (vedi numera-
semend zione). L’aumento del calcio citosolico fa contrarre le miofibrille nella cellula muscolare.




Smistamento delle proteine nei compartimenti cellulari

& Figura 5.62 Disegno schematico
delle vie di smistamento delle proteine
nei comparti cellulan.

Membrana
plasimatica

Spazio
extracellulare

De Leo, Ginelli, Fasano
e Biologia e Genetica




Recettore di importazione nucleare

Dissociazione

Nel nucleo e dal nucleo

di Ran-GDP
? Ran-GDP Ran-GDP
Proteina con +
segnale di
localizzazione
nucleare
Citosol
Nucleo
Proteina con
Ran-GTP @m segnale dlp
esportazione
Carico nucleare
importato Attacco
nel nucleo di Ran-GTP Ran GTP
a)
Recettore
Proteina di importazione
da trasportare
Ran-GTP
Segnale
di localizzazione
nucleare
Scancamentu Caricamento
del carico
del canco Ran- GDP
rilasr.iato
Protelna
riasciata

(.

Recettore di eportazicne nucleare

Carico
‘)esportatn
dal nucleo

Membrana
Involucro nucleare Membrana
nucleare interna nucleare

esterna

Membrana
del RE

Lume
del RE

perinucleare .
Lamina

nucleare

Complesso
del poro
nucleare

& Figura 5.63 L'involucro nucleare (o carioteca).



Dal citosol ai mitocondri--- Translocator Outer (Inner) Membrane TOM/TIM

Proteina destinata alla
- matrice mitocondriale

Chaperon citosolico
(Hsp7()

Recettore

|||||

b)

Chaperon

mitocondriale & Figura 5.67 Trasferimento di proteine all'interno di un mitocondrio. Coin-

(mtHsp70) Proteina volgimento dei complessi TOM e TIM. Le sequenze N-terminali della proteina
della matrice (sequenze segnale) riconoscono il complesso TOM, inglobato nella mem-

brana esterna. La proteina attraversa la prima membrana e poi, grazie ai com-
plessi TIM, anche la seconda. Il peptide segnale é tagliato nella matrice da una

Peptidasi & i dac ceqy richi " ; - ; ali
mifnc ondriale {@_ Sequenza peptidasi. Questo processo nch_lede Pintervento di molecole chaperon quali

: segnale tagliata Hsp70. (@) Processo diimportazione di proteine nel mitocondrio. (b) Modello
a) del macchinario deputato all'importazione di proteine nel mitocondrio.
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Dal citosol al RER

51

Sequenza
segnale —
per il RE/

SRSy e ———

Un mRNA che codifica una
proteina indirizzata al RE
resta attaccato alla membrana

Poliribosoma

Un mRMNA che codifica
una proteina citosolica
rimane libero nel citosol libero nel citosol
Pool comune di subunita
ribosomali nel citosol

= Figura 5.69 Rihosomi liber ¢
rihosomi legati alle membrane del
reticolo. E il polipeptide nascente
che, grazie ad un segnale, indirizza
il complesso macchinario della bio-
sintesi verso la superficie del reti-
colo.

Poliribosoma legato alla
membrana del RE da catene

De Leo, Gii polipeptidiche nascenti multiple
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Smistamento delle proteine sintetizzate nel reticolo endoplasmatico

& Figura 5.62 Disegno schematico
delle vie di smistamento delle proteine
nei comparti cellulan.

Membrana
plasimatica

Spazio
extracellulare
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Lo smistamento delle proteine sintetizzate nel RE avviene tramite
la formazione e trasferimento di vescicole che, dopo esser passate nel
Golgi, verranno smistate al lisosomi o secrete nello spazio extracellulare

(esocitosi)
miscela di proteine smistamento
| | | SMISTAMENTO Al LISOSOMI
MEDIATO DA SEGNALE

FAAY SECREZIONE
\ COSTITUTIVA
flusso verso
la superficie Seghale come
/ ormone o
neurotrasmettitore
VIA SECRETORIA
| REGOLATA

Golgi

Es: un accumulo di glucosio ematico segnala alle cellule pancreatiche di secernere ormone
insulina.



Ed

COPI COPIlI e CLATRINA sono proteine che consentono la gemmazione

RS EdiSES

delle vescicole

Endosoma
tardivo

Endosoma
precoce

Membrana

Vescicola plasmatica

secretoria

| Cisteme |

COPI Apparato di Golgi

TEREES CDP! [
. & Figura 5.78 | rivestimenti delle vescicole durante il
s Clatrina traffico di membrane. Sono diversi i tipi di proteine di
rivestimento delle vescicole, cisonole COP I, 1e COP I, la

D.e LEFJ,: Ginelli, Fa_sar no clatrina. Questi rivestimenti sono in funzione in posti
Biologia e Genetica diversi della cellula.



Le fusione tra le vescicole e mediata dalle proteine SNARE

Cistema B

t-SNARE

SNARE, NSF

.
-] m

Perdita del
rivestimento

Perdita del
Hvestimento

Cistema A

& Figura 5.81 Le vescicole che originano da una membrana espon-
gono in superficie le proteine v-SNARE in grado di riconoscere e legare
le tSNARE presenti sulla superficie del bersaglio. Altre proteine,
SNAP e NSF (fattore sensibile all’N-etilmacrimide, un inibitore

della funzione della membrana), sono necessarie per il processo di

- g:*ui:.éf;nesl:;:ﬁ aggancio e fusione delle vescicole.




Le proteine dirette ai isosomi hanno un mannosio 6- fosfato
che le indirizza alle vescicole che formeranno i lisosomi

0,2-0,5 pm
pH-7,2

pH-3,0

Idrolasi acide

Nucleasi
Proteasi
Glicosidasi
Lipasi
Fosfatasi

Solfatasi
Fosfolipasi

& Figura 5.83 Schema di un lisosoma. Poiché gli enzimi idroli-
tici lisosomali sono attivi in condizioni di acidita, una pompa man-
tiene il valore di pH all'interno del lisosoma intorno a 5. Tale
caratteristica protegge la cellula, eventuali fuoriuscite di idrolasi nel
citosol non provocano danni perché il pH neutro inattiva gli
enzimi.

Percursare dell'idrolasi
— lisosomale
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L'endocitosi e un processo riguardante la periferia cellulare, attraverso il quale
la cellula internalizza molecole o corpi presenti nello spazio extracellulare.
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TRAFFICO VESCICOLARE NELLE VIE ENDOCITICHE: pinocitosi e fagocitosi
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La fagocitosi e un tipo di endocitosi in cui vengono inglobati batteri
all’interno di macrofagi in seguito all’emissione di pseudopodi
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Figura 5.61 Micrografia al TEM della fagocitosi da parte
di un neutrofilo.
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L’ ingresso del colesterolo, trasportato dalle Low Density Lipoproteine
avviene per endocitosi mediata da recettore

% LDL Recettori
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- Enzimi @ Figura 590 Endocitosi mediata da recettore. 11
idrolitici  complesso LDL-colesterolo inglobato viene fuso con
¢ 0 un endosoma all'interno del quale il pH acido favori-
® o0 0 - sce il distacco fra LDL e colesterolo in modo che que-
® o o Lisosoma stultimo possa essere usato dalla cellula per il suo
Colesterolo fabbisogno interno mentre i recettori sono riciclati ed
libero esposti nuovamente sulla membrana plasmatica.
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