| trasporti e la comunicazione cellulare.
Energia e metabolismo.



Le funzioni delle proteine di membrana (1).

o= % _Interno
== :45.4 cellula

3 1 — Integrina

Esterno
cellula

Interno
cellula

Esterno
cellula

Ancoraggio della cellula, ponte
matrice extracell.- citoscheletro.

Trasporto passivo.

Trasporto attivo.



Le funzioni delle proteine di membrana (2).

Esterno

Interno

cellula cellula

Esterno Interno

cellula cellula
O\

Esterno

Interno

cellula cellula
batterica

Antigene
Interno Interno
cellula 1 cellula 2

Azione catalitica di enzimi di
membrana.

Regolazione della trasduzione del
segnale.

Azione di “riconoscimento” cellulare.

Giunzione intercellulare.



La permeabilita di membrana e selettiva.

La selettivita e dovuta alla natura fosfolipidica della
membrana.

- Piccole molecole liposolubili

Regione ideodila Replone idreioba

- HZO b peceeing & protena

- Gas, molecole polari (molto piccole),

. . . .Iu‘ Dappio
molecole apolari anche di grandi el
dimensioni.

- loni, molecole polari di medie dimensioni Proteina / Proteing ntesle

werilerica {ransememibeana)
passano attraverso la membrana molto iz iy
Ientam ente. 1 madallo a mosay

Le proteine di membrana si
specializzano per le funzioni
di trasporto.



Gases

COs5, N5, O
S Permeable
Small
uncharged Ethanol Permeable
polar o
molecules
” H,O 7
NHZ_C_NHz Water Slightly
Urea permeable
Large
uncharged
polar Glucose, fructose
molecules
Impermeable
lons
K*, Mg?*, Ca2*, Cl-,
HCO5~, HPO,2~
Impermeable
Ch;rrged Amino acids, ATP,
PO glucose 6-phosphate,
molecules

proteins, nucleic acids
Impermeable



L’Osmosi

a. Dimostrazione del fenomeno b. Principio base del flusso osmotice d'acqua

di osmosi
La soluzione di glucosio Regione in cui la
si innalza - o ' concentrazione
all'interno _— - B di acqua libera
del tubo H R & minore

_— | —— Molecola
e di glucosio
H,0 - Ih
distillata | Membrana
¥ selettivarnente

Soluzione = i permeabile
di glucosic i o
in gicqua _______________ 3 &——Molecola d'acqua
Direzione :. o ~ . ) Regione in cui la

fl == I PO - R cancentrazione
g:lm;ﬁg 5 - il di acqua libera
d‘acqua & maggiore
Membrana
5eletti-.ramen}e
permeabile

Movimento netto di molecole di acqua attraverso
una membrana selettivamente permeabile, da una
soluzione a concentrazione di soluto minore,
Verso una a concentrazione di soluto maggiore




Le cellule si adeguano ai cambi di pressione osmotica.

Extra-
cellulare

e I
O o it
0C- |°

Extra-
cellulare

Intra-
cellulare

Extra-
cellulare

Intra-
cellulare

Intra-
cellulare

o
o

Molecole
o o di soluto
O/ Oe
(o) O =

netto di acqua

Courtesy of Dr. R, F. Baker, Emeritus/USC School of Medicine

(a) Soluzione isotonica.
Quando una cellula viene
posta in una soluzione
isotonica, le molecole
d'acqua passano dentro
e fuori dalla cellula, ma
con un movimento netto

pari a zero,

Isotonica

Nessun movimento

di acqua verso
I'esterno della cellula

(b) Soluzione ipertonica.
Quando una cellula viene
posta in una soluzione
ipertonica, si ha un
movimento netto di acqua
verso |'esterno della cellula
(freccia blu) e la cellula si
disidrata e si raggrinzisce.

lpertonica

Moavimento netto
di acqua verso
l'interno della cellula

(c) Soluzione ipotonica.
Quando una cellula viene posta
in una soluzione ipotonica, si ha
un movimento netto di acqua
verso l'interno della cellula
{freccia blu) che ne causa

il rigonfiamento. La cellula
potrebbe anche scoppiare.

Ipotonica



Trasporto di membrana

molecole piccole

i

molecole grosse

l

l

trasporto passivo

endocitosi

esocitosi |

1 l

diffusione facilitata

diffusione semplice (da i o permeasi)
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1) Diffusione semplice

Diffusione = spostamento determinato dalla tendenza naturale
delle molecole a spostarsi in modo casuale occupando lo spazio
disponibile, c10 risulta nel tempo 1n un movimento netto dalla zona
piu concentrata alla meno (vedi es.)

| |

@ .I |

.I '. I
..-i-'* ..i ._L.. (]

° ° |

equilibrio dinamico

I.a causa della diffusione di una sostanza e la
presenza di un
gradiente di concentrazione

processo spontaneo, non richiede dispendio di energia
sempre che la membrana sia permeabile alla sostanza

es. O, ed H,O



2) Diffusione facilitata

v

movimento secondo gradiente senza dispendio di energia
aggiuntiva (trasporto passivo)

v

I mediata da proteine |

SN

proteine trasportatrici proteine canale o canali ionici

solute

Carrier 4/ Y M[

snlute-hindina sita

Canale

IMPORTANZA DEL GRADIENTE DI
CONCENTRAZIONE



Il trasporto attivo:
le molecole si muovono contro gradiente elettro-chimico.

i
Membrana 'J, Site di
b Iegame
Proteina
di trasporto

, Bassa concentrazione di ione

Quando il sito di
legame & libero, la
prateine ritorna alla sua
conformazione originale,

La riduzione della
forza di legame porta
al mlasoo dello ione
dal lato a maggior
concentrazione, A
queste punte viene
liperato anche il
gruppo fosfalo legato
al trasportatore.

=

lone @&

BL'allacca
del gruppo
fosfato
rmodifica
anche il sito
di legarme cel
lraS.’}UrlalGrt‘
cormvertendolo
ad una stato
che lega
prontamente
lo igne,

3 ATP_; ADP

\
i

La proteina di trasporte
idrolizza 'ATP ad ADP e
fosfato; il gruppo fosfato
rirnane legato al trasportatore.
Proprio il legame del gruppo

| fasfato pesmette al trasportatone

di passare ad uno stato ad
alta energia,

B I rispasta al legame
dello ione, il trasportatore
subisce una madificazione
conformazionale che
determina I'esposizione del
sito di legame sulla parte
opposta della mernbrana.

Il cambiamenta strutturale
riduce anche la forza di legame
deal sito che trattiene lo ione.

L’energia e
fornita
dall’idrolisi della
molecola di ATP

POMPE
ATP-DIPENDENTI



trasporto attivo: le molecole si muovono contro gradiente elettro-chimico.

membrana plasmatica.

— La pompa sodio-potassio Piu alto
mantiene un gradiente elettrochimico ai lati della : @

il )1

@ Tre ioni sodio si legano
alla proteina di trasporto.

(b)

Gradiente di concentrazione
del sodio

Pil1 basso Citosol

(@) La proteina di trasporto
subisce un cambiamento

() Un gruppo fosfato si
trasferisce dallATP alla
proteina di trasporto. conformazionale e rilascia

tre ioni sodio all'esterno

della cellula.

(®) lifosfato viene rilasciato.

(®) La proteina di trasporto
assume di nuovo la sua
forma originaria e due
ioni potassio vengono
rilasciati all'interno della
cellula.

Esterno Piu basso

Canale di
trasporto

|
ADP +P, I
&

®© Piu alto

jod |op
BUOIZBJUSJUOD Ip BjuaIpeID)

0ISSE;

(@ Due ioni potassio
si legano alla proteina

// di trasporto.

POMPE Na+/K+
ATPasi

Per ogni molecola di

ATP idrolizzata 3 Na+

escono dalla cellula e
2 K+ entrano

->riduzione
dell’osmolarita cellulare,
conseguente
regolazione del volume

Ineuguale distribuzione
di specie ioniche tra
ambiente intra/extra

cellulare:
Na+ 150/10-20mM
K+ 5/100 mM



Trasporto di ioni: un caso particolare

Tutte le membrane hanno un potenziale elettrico tra 1 due lati dato
dalla diversa distribuzione di cariche di segno opposto a1 2 lati
della membrana

Il citoplasma ¢ complessivamente =

I1 liquido extracellulare ¢ complessivamente

Il potenziale elettrico di membrana funziona come una batteria
ed influenza 1l passaggio delle sostanze cariche:




Due tipi di trasporto attivo:

1) trasporto attivo 2) trasporto attivo
primario secondario

es. pompa sodio-potassio es. pompa elettrogenica
o pompa protonica (H*) e

sinporto con 1l saccarosio
Biologia Applicata a.a.2012-13 M.Greco



rasporto di molecole grosse

mediato da vescicole

vescicola

- . : . V 2
esocitosi endocitosi escicola




L’Esocitosi

NaMAE] AN () WON feMmeXIy]

0.25 um

(@) Una vescicola si awvicina alla
membrana plasmatica

(@ sifonde con essa, e

(®) rilascia il suo contenuto all’esterno

della cellula



La Fagocitosi

introduce nella cellula grosse particelle quali batteri o cell morte,
vescicole con diametro 250nm

Vacuolo

Lisosoma

Lisosoma

(1) Pieghe della membrana plasmatica (2 Il vacuolo in seguito ad una strozzatura (@) | lisosomi si fondono con il vacuolo
si libera all'interno della cellula. e riversano i loro enzimi sul materiale

circondano la particella che deve essere
ingerita, formando intorno ad essa un ingerito.

piccolo vacuolo.

Batteri
ingeriti

Nucleo

2.5um

Glicogeno (nutrienti
~ diriserva)

— Batteri

D.W. Faweett




La Pinocitosi

introduce nella cellula fluidi e soluti tramite vescicole piccole, con
diametro 150nm

Yescicole

/ Microvilli pinodt?time
- -_."'-.. - _;. -::_ A : a o

Citoplasma

€ Le goccioline di fluido © Queste subiscono una © Il contenuto di queste
sono intrappolate da strozzatura all'intermo el vescicole viene
pieghe della membrana citosol e divengono piccole lentamente trasferito

plasmatica. vescicole piene di fluido. al citosol.



Le funzioni delle proteine di membrana (2).

Esterno

Interno

cellula cellula . .. . . . .
Azione catalitica di enzimi di
membrana.
Esterno Interno
llul . .
ce"U'ao cetia Regolazione della trasduzione del
S segnale.
Esterno Interno . . . .
cellula o Azione di “riconoscimento” cellulare.
Antigene
Interno
cellula 2

Giunzione intercellulare.




ENERGIA E METABOLISMO



Energia

A Autotrofi
<‘;Q>solare

GLUCOSIO

!alore

Fotosintesi

calore‘

Respirazione

CO2

Ete ofl

La vita, come tutte le attivita fisiche e chimiche, € un processo guidato dal’ENERGIA



Definizione di energia

L'energia si puo definire come la
capacita di svolgere lavoro.

Puo essere espressa in kilojoule (kJ)

oppure in kilocalorie (kcal).
1 kcal =4,184 kJ N \.




L'energia si trasforma continuamente:

energia potenziale, energia cinetica.

POTENZIALE
Energia di posizione

CINETICA
Energia di movimento

In pratica:

..uno zucchero
racchiude nella sua
molecola I'energia
potenziale

..la scomposizione di una
molecola di zucchero da
parte di un organismo
vivente consente di
trasformare l'energia
potenziale immagazzinata
nei legami chimici in
energia cinetica, necessaria
la metabolismo



Termodinamica : studio dell’Energia e delle sue trasformazioni
Le leggi della termodinamica: si applicano su tutti gli elementi
(sistemi) che costituiscono I’Universo (esterno) .

weEnergia Autotrofi

*solare

GLUCOSIO

!alore

Fotosintesi

Calok

Respirazione

CO2

Ete ofli




(a) Sistema chiuso

(b) Sistema aperto

CELLULA: sistema
termodinamicamente aperto, in grado
di scambiare energia e materia con
I'ambiente esterno.

Il mantenimento ordinato del suo
stato interno e reso possibile grazie al
continuo apporto di energia
dall’'ambiente e alla sua restituzione
sotto forma di calore



Primo principio della termodinamica
(legge della conservazione dell’energia)

L’energia non puo essere neé
creata né distrutta, puo essere
trasformata o trasferita da una

forma all’altra.




Secondo principio della termodinamica
(il disordine dell’Universo e in continuo aumento)

Quando I’energia e convertita da
una forma all’altra, una parte di
energia utilizzabile per compiere
lavoro viene dispersa
nell’ambiente come calore.




Tutte le reazioni chimiche sono regolate
dalle Leggi della Termodinamica.

H=G+T5 Contenuto energetico

G=H-TS
AG = AH - TAS

AH = AG + TAS

LA TERMODINAMICA PUO FARE PREVEDERE LANDAMENTO

DI UNA REAZIONE MEDIANTE LA DETERMINAZIONE DELLA
VARIAZIONE DI ENERGIA LIBERA AD ESSA ASSOCIATA

H:entalpia —energia potenziale totale del sistema G: energia libera
T. temperatura = cntropia



Reazioni esoergoniche ed endoergoniche

7 Reagenti 10

S

© L’energia libera
3 diminuisce

P

2

(&)

= v

uT Prodotti 2

—Corso della reazione —»

(a) Reazione esoergonica
(spontanea; rilascia energia)

AG=2-10=-8
AG negativo

Prodotti10

T

L’energia libera
aumenta

Energia libera (G) —»

Reagenti 2

—Corso della reazione —»

(b) Reazione endoergonica (non spontanea;
richiede un apporto di energia)

AG=10-2=38
AG positivo

AG = AH - TAS



Gradiente di
concentrazione

Q9
0% |
Q90—
o, 8
.
2 10

(a) Bassa entropia (S)
Alta energia libera (G)

Processo
esoergonico che
awviene
spontaneamente

(b)

L

J 9 ' >

d %o
o lo |

J ' 4

Alta entropia (S)

Bassa energia libera (G)

FIGURA 6-4

I Entropia e diffusione.

La tendenza dell’'entropia ad aumentare puo essere utilizzata per
compiere lavoro, nel caso particolare, quello della diffusione. (a) Un
gradiente di concentrazione € una forma di energia potenziale. (b)
Quando le molecole sono distribuite uniformemente, esse hanno

un'alta entropia.

Reagenti

— Energia libera (G) —»

L’energia libera

I TL

diminuisce

Prodotti

—Energia libera (G) —»

Reagenti

Prodotti

|

L'energia libera
aumenta

(a)

——Corso della reazione —»

Reazione esoergonica
(spontanea; rilascia energia)

——Corso della reazione —»

(b) Reazione endoergonica (non spontanea;

richiede un apporto di energia)



“ATP: moneta energetica della cellula”

Adenina
I
C N
NZ oo
| I CH Gruppi fosfato
HC C
SN o o O
| I |
Ribosio O O O
H H
OH OH
Adenosina trifosfato (ATP)
Idrolisi di
ATP H30
(0} (0]

| |
—0~P—OH + HO—P—O'

[ f—
O

Fosfato
Adenosina difosfato (ADP) inorganico

(P)



A reazioni endoergoniche si accoppiano reazioni esoergoniche

a. |l ciclo ATP/ADP accoppia reazioni che rilasciano energia
libera a reazioni che necessitano di energia libera

Le reazioni
esoergoniche cataboliche
forniscono energia per la

redazione endoergonica
di sintesi dell'ATP

ADP + P

Energia

!

Cil:lﬂ ATP
ATPfADP '

La reazione esoergonica
v di idrolisi dell'ATP
Energia—+{fornisce 'energia
NECEsEArd [Fer le reazioni
endoergoniche cellular.

b. Esempi di eventi cellulari guidati dall’idrolisi dell’ATP
Reazioni anaboliche:

ATP ADP + (P

Glutammato + NH;, ¥>Glutammina+ (Hz0)

{Ammaniaca)

Regolazione dell'attivita proteica:

ATP ADP
I..""\l : 5 P
JAN e, O
N ! Fosforilazione _——

Proteina inattiva Proteina attiva

Trasporto di soluti:

Armbiente extracellulare = @

@ @
Proteina di trasporto

Membrana cellulare

atP:  © aDP+(P)
P I

Ambiente cellulare @



La trasformazione di energia avviene anche mediante
reazioni redox

NAD* (ossidato) NADH (ridotto)

Nicotinammide

0o
H/| Ribosio
O —P—0
Fosfato
NH,
g |
c N
Z \C/ \ Adenina
o—p=0 b I
L. N
Fosfato

NAD+ e FAD'sono due coenzimi Che vengono
ridotti'in molte reazioni di deidrogenazione
del'catabolismo ossidativoe. La loro ri-

ossidazione consente invece il rilascio di
energia necessario alla sintesi ditATP.-Nella
fosforilazione ossidativa mitocondriale




‘?/8 S Metabolismo

L’'insieme di tutte le reazioni
chimiche che permettono la vita:

cAnabolismo - sintesi

-Catabolismo - degradazione



Gli enzimi giocano un ruolo
fondamentale nella regolazione dei

processi metabolici.



Gli enzimi abbassano lI’energia di attivazione
necessaria per avviare una reazione.

A
A
Energia di attivazione (E,)
in assenza dellenzima
s Energia di attivazione
S (E4) in presenza
o dell’enzima
© ¥
8 . . A
7 Energla.del
D | reagenti Variazione
L;E; di energia
libera (AG)
\J
Energia dei prodotti

Corso della reazione >




Come funzionano gli enzimi?

D

Sito
attivo

[homas A. Steiz

Per gent. cong

Enzima + Substrato (i) —— Complesso ES

Complesso ES —— Enzima + Prodotto

Gli enzimi sono specifici: stretta correlazione strutturale tra il sito attivo e la
forma del substrato



Il disaccaride Il substrato (lattosio) si lega
lattosio all'enzima B-galattesidasi,
b
formando un complesso

@@ enzima-substrato.

Glucosio Galattosio

B-Galattosidasi

Sito attiva

/\

N
3 L'enzirna pud N

catalizzare un'altra

reazione.
La |§-galattosidasi catalizza
la rottura del legame tra i due
zuccheri del lattosio, portando
alla liberazione dei prodotti
Figura 4.11

Il ciclo catalitico degli enzimi. Qui & mostrato I'enzima B-
galattosidasi, che idrolizza lo zucchero lattosio producendo
glucosio e galattosio,



Stato di transizione : stato attivato molto instabile

\H'.

Prodotto —
Substrati
[ . WY __.-""" Y t 0 Y
"'\_.-' e . 1'
| r |
— — ." —— o ’
# - |I -
'-H_ Enzima \ A
lm"‘-\-._\_\_ x""'-.\,_ HH'"\-\.
I substrati Stato di transizione Lenzima esce dalla
legano il sito attive (legame saldissimo, reazione assolutamente
dell'enzima ma scarsamente stabile) inalterato

'enzima aumenta la velocita di reazione, senza prenderne parte

Meccanismi

1. Molecole dei reagenti in stretta vicinanza tra loro

2. Orientamento dei reagenti in posizioni tale da favorire lo stato di transizione
3. Creare un microambiente modificato che faciliti I'interazione tra i reagenti



Un elevato numero di enzimi necessita di
COFATTORI

Alcuni enzimi sono costituiti da due parti
distinte: apoenzima (porzione proteica)
ed un cofattore (natura organica o meno)

Un composto organico non proteico che si lega
ad un apoenzima e funge da cofattore e detto
(NAD+).




Effetto della temperatura e del pH
sull’attivita enzimatica

Stomaco

A |La maggior Enzimi dei
parte degli batteri
enzimi umani termofili

Velocita della
reazione

0 1b 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Temperatura (C)

(a)

=

Tripsina

= Pepsina

QO

£ Intestino
(&)

Q0

(]

b

0 1 2 3 4 § @8 78O

(b)



Le cellule regolano I'attivita enzimatica: effetto delle
concentrazioni di enzima e di substrato sulla velocita
di reazione.

Eccesso di S Conc. costante di E

Concentrazione

Concentrazione
— : . —> —_— —»
dell'enzima del substrato

R
—

Velocita della
reazione

Velocita della
reazione

—

fo¥]
-’



| sistemi endogeni di inibizione dell’attivita enzimatica.

* Inibizione a feedback:

Treonina
Enzima 1
(Treonina s
deaminasi) <:

o-Chetobutirrato

Enzima 2
o-Aceto-a-idrossibutirrato Inibizione
Enzima 3 u a feedback
(Lisoleucina
o, B-Diidrossi--metilvalerato inibisce
Enzima 4 I'enzima 1)

o-Cheto-B-metilvalerato

Enzima 5 L
Isoleucina /




Inibizione allosterica:

Attivazione allosterica

Attivatore
allosterico
Sito Sito Substrato

allosterico  attivo

o | =y
I-.

=

5

Y n Lenzima lega

kS

Enzima nello stato a bassa affinita

!

3 }/

Stato ad alta affinita

)

o,
y
D B nello stato ad
\ ¥ alta affinita, I'enzima
lega il substrato.

Stato ad alta affinita

a Laver legato
|'attivatore porta
I"enzima nello stato
ad alta affinita,

. I"attivatore allosterico,

Inibizione allosterica

Inibitore
allosterico
Substrato

Enzima

n Lenzima lega
I"inibitore allosterico,

Enzima nello stato ad alta affinita

}

a Laver legato
['inibitore porta "enzima
nello stato a bassa
affinita; il substrato viene
rilasciato

Stato a bassa affinita

Figura 4.17
La regolazione allosterica.



a. Mormalmente il substrato si lega al sito attiveo
dell’enzima

Sito attivo

Ensza

&

Substrato

Inibizione

competitiva

Inibizione
non-

b. Inibizione competitiva

|| substrate non pud
legarsi quande l'inibitore
occupa il sito attivao,

Liniditore competitivo

assormiglia strutturalmente
alla molecola del substrato
e compete per il sito attivo.

Inibizione non competitiva

Cambiamento
nella _
forma [
dell'enzima)

-

competitiva

44 Il substrato non
DU legarsi.

|Linibitere non competitiva
sl lega all'enzima in un
sito diverse da quello
attive, causando un
carmbiamenta nella farma
dell'enzima a tal punto
che il substrato non pud
legarsi al sito attivo




Metabolismo energetico



* | carboidrati, i grassi e le proteine possono
funzionare da fonti di elettroni per le vie
metaboliche ossidative che portano alla
produzione di energia



Calorie alimenti

KILOCALORIA: rappresenta la quantita di calore necessaria per innalzare la
temperatura di 1 Kg di acqua distillata da 14,5°Ca 15,5°C.

i carboidrati forniscono al nostro corpo in media 4 Kcal
per grammo

i grassi forniscono al nostro corpo in media 9 Kcal per
grammo

le proteine forniscono al nostro corpo in media 4 Kcal
per grammo



La glicolisi
il glucosio viene scisso in 2 molecole di piruvato con produzione
di due molecole di NADH + H+ e 2 molecole di ATP

Regolazione del processo glicolitico in base alle
esigenze energetiche della cellula

* La glicolisi e regolata in precisi punti chiave:
— ESOCHINASI
— FOSFOFRUTTO CHINASI
— FOSFOENOLPIRUVATO/PIRUVATO



ESOCHINASI FOSFOGLUCOMUTASI

—POj’
CH,OH (30P) CH,0PO%
H 0. H H 0. H CH, 0. CH,OH
H H -
- -
OH H OH H H H
HO OH @ HO OH @ H OH
H OH H OH OH H
Glucosio Glucosio 6-fosfato Fruttosio 6-fosfato

Triosofosfato
0—rPO} 0—Po} TPO% deidrogenasi

‘ e lals i Al
CH, 0 CH,0H W @ CH, 0 CH, (I:HZO PO3  NAD® NADH '|:H20 PO3
. ?HDH ‘: { ?HOH
H H = =
H oh @& H 0 (=0 é = 2
H 0-PO3
Lo L.\ | ALDOLASI ;
Fruttosio é-fosfato Fruttosio 1,6-difosfato Gliceraldeide 3-fosfato 1,3-difosfoglicerato
(3PGAL)
FOSFOFRUTTOCHINAS T l Triosofosfato
isomerasi
(IZHZO
CH,0—POY

Diidrossiacetone fosfato



Regolazione

 ELEVATE CONCENTRAZIONI DI ESOCHINASI
GLUCOSIO-6-P INIBISCONO o s B
ALLOSTERICAMENTE LA Q o
ESOCHINASI o

 ELEVATE CONCENTRAZIONI DI ATP
(SURPLUS DI ENERGIA) INIBISCONQT
A FOSFOFRUTTOCHINASI, MENTR
AMP E ADP LA ATTIVANO (DEFICIT N
DI ENERGIA) inibizione a feedback

Fruttosio 1,6-difosfato

N

FOSFOFRUTTOCHINASI



Fase di cattura dell’energia
Quattro ATP e due NADH prodotti per molecola di glucosio

Due gliceraldeide-3-fosfato (G3P)
dalla pagina precedente

- [e]
c~® O Le due molecole di gliceraldeide-3-fosfato (G3P) sono sottoposte
| a deidrogenazione, in una reazione nella quale due molecole
H—C—OH di NAD™ fungono da accettori di atomi di idrogeno. | prodotti
| di questa reazione, altamente esoergonica, sono due molecole
HC—Oo—@® di fosfoglicerate, che reagiscono con due molecole di fosfato

inorganico presenti nel citoplasma per trasformarisi in due

Due 1,3-bisfosfoglicerato molecole di 1,3-bisfosfoglicerato.

* I i ﬂ Fosfoglicerochinasi

~°
70_

Cc
€ Uno dei gruppi fosfato di ciascuna molecola di 1,3-bisfosfoglicerato

HC — OH reagisce direttamente con una molecola di ADP per formare ATP.
Questo trasferimento di un gruppo fosfato da un composto
fosforilato all’ADP con produzione di ATP & detto fosforilazione

HC—0—® a livello del substrato.

Due 3-fosfoglicerato

j | Fosfogliceromutas ° R E G O LAZ | O N E :

4/0
c—0O"

| = @ |l 3-fosfoglicerato & riarrangiato a 2-fosfoglicerato attraverso
HT T i lo spostamento del gruppo fosfato. Questa reazione & solo

preparativa.
H.C— CH

FOSFOENOLPIRUVATO
IN PIRUVATO. enzimi

©) Una molecola d'acqua & rimossa, con formazione di un doppio - Lo
cC—Oo~@ legame nella molecola residua, il fosfoenolpiruvato (PEP). Tale S u S Cettl b I I I aI I a
” doppio legame rende instabile il legame del gruppo fosfato

al carbonio 2 (linea ondulata).

ST concentrazione
intracellulare di ATP

- ¢]
C— O
| {0 Ciascuna delle due molecole di PEP trasferisce il suo gruppo
c=0 fosfato all’ADP per formare ATP e piruvato. Quest'ultima
| reazione & una fosforilazione a livello del substrato.
CH,

Due piruvato



* dalla degradazione dei carboidrati, lipidi
proteine si ottengono molecole piu semplici
che entrano a far parte del ciclo dell’acido
citrico e della fosforilazione ossidativa
mitocondriale producendo energia.



Proteine Carboidrati complessi Grassi

(amido, glicogena)
Amminoacidi Monosaccaridi Glicerolo  Acidi grassi
Dridmgcnmne
fosfato

" Ossidazione
S

[ Fosforilazione -]_
ossidativa |]:"h ﬁ:.ﬂ.l"l;l-t}

chp
"L
NAD" s NaDH]

[ ———————_

-

*------—'---

ADP +®| %
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Glicolisi Formazione Ciclo dell’acido Trasporto
dell’acetil citrico degli elettroni
coenzima A e chemiosmosi
Glucosio R - e

. :‘:::_::::::'T:::- =77 __ ] : ; = i:.--,. : ;,‘I = L J/'a..
o Mitocondrio ; ' ! D —
\-':::_—_ — ! 1 - - | r"f
\ Acetil A / Ciclo Trasporto
] : dell'acida
citrico /'

coenzima degli elettroni
e chemiosmosi

Piruvato

2 ATP

Il piruvato entra nei mitocondri : simporto piruvato-H+

La sua ossidazione completa a CO2 consente la produzione di molte piu
molecole di ATP, rispetto alla glicolisi



Produzione di energia

GLICOLISE: 2NADH + H" e 2 ATP

La massima resa energetica si ottiene quando gli e del
piruvato e del NADH + H* sono trasferiti sull’OSSIGENO.

Tale trasferimento avviene gradualmente nelle reazioni
del ciclo di KREBS (e del piruvato) e nelle diverse
reazioni della catena respiratoria mitocondriale
associata alla fosforilazione dell’/ATP (e~ del NADH + H*)

MITOCONDRI



MITOCONDRI

* PRESENZA DI DUE MEMBRANE

— MEMBRANA MIT. ESTERNA

* Elevata permeabilita
* Rapporto lipidi:proteine 1:1
* Presenza diporine

— MEMBRANA MIT. INTERNA

* Presenza di CRESTE MITOCONDRIALI (ENZIMI DELLA FOSFORILAZIONE
OSSIDATIVA)

e 80% proteine-20%lipidi
» Assenza di colesterolo/presenza di cardiolipina
* Elevata selettivita

* MATRICE

* ELEVATE CONCENTRAZIONI DI IONI CALCIO
* PRESENZA DEL mDNA

* PRESENZA DEGLI ENZIMI DEL CICLO DI KREBS, BETA-OSSIDAZIONE DEGLI ACIDI
GRASSI, E DEL METABOLISMO DEGLI AA



RESPIRAZIONE CELLULARE

Poro nucleare

Involucro nucleare
Nucleo
Nucleolo

Ribosomi liberi

Mitocondrio

endoplasmati
ruvido

Membrana
plasmatica

Complesso
del Golgi

Cloroplasto
Reticolo
endoplasmatico Perossisoma
liscio

Citosol




= La decarbossilazione dell'acido
Pm piruvico avviene nei mitocondri ad

s e @ opera del complesso
. @] multienzimatico della PIRUVATO
— S R DEIDROGENASI:

;WPWTHa 3 enzimi e 5 coenzimi

ﬁ"g (tiamina pirofostato TTP, lipoamide,

| aceiicon | | coenzima A, FAD, NAD+)

CONVERGENZA di diverse vie metaboliche : il COA
lega i gruppi acetile derivanti anche dall’'ossidazione
dei lipidi o metabolismo proteico



Adenina

NH, Porzione derivata Porzione derivata dalla
(l: dall’acido pantotenica B-mercaptoetilammina
NF M\c"&K W A \
| 2 cn 0. O CH;0HO 0
HCE S C Y 0 | | Lol Il
SN TN CHy=0~P—0-P=0~CHy~(~G~C~N-CHy~CHy~C-N-CHy~CHy-SH
C C
s \fﬂ H / \H g0 CH;H  H H t
Ribosio G ===t . )
o Coenzima A
o}
I .
0=p-0 deriva dalla beta-mercapto-
o . . .
2 etilamina, ac.pantotenico e ATP
. CH,
H B ESEgento reattivo Acetile |
dellgy lipoammide C|—
Gruppo DHI Acetil-lipoammide
idrossietilico HC & +C02# .|5 |S (2] H |S ?H
ol "c\ CH, >C_ Sy
CHy cHy
~ gfi EEEEEER
= = Coenzima A -
|
CH
" &) © -
(=0 @ é—o
ll’.OO' Complesso | = u
. della piruvato g |
Piruvato deidrogenasi [ ]
. -
PIRUVATO Ecoewinar B
DELDROGENASI snnnnnne
Diidrolippammide
b) CHI

(:H2
'i CHy I

NADH

Complesso della piruvato deidrogenasi:
E1= piruvato deidrogenasi

EZ= diidrolipopammide acetiltransferasi
E3= diidrolipoammide deidrogenasi




Ghcolisi Formazione Cichlo dellacido Trasporto
dlaceti| citnco g elettron
OOENZima A eChemosmosi
Glueosio __ = N
Va ) :

Acetil CoA Coenzima A

k-

7
Ossalacetato Citrato

CICLO
DELL’ACIDO
CITRICO

Composto a 5 atomi di carbonio

4 C-NAD'
[NADH|

Composto a 44
atomi di carbonio @

ﬁ Fiaura 8-6 Una visione alobale del ciclo dellacido citrico

Matrice
mitocondriale:

NEL CICLO DI KREBS
S| FORMANO

2CO, (DERIVANTI DA
2 C DELL'ACETILE),

3 NADH + H*

FADH,

ATP

| coenzimi ridotti
verranno riossidati
nella fosforilazione
ossidativa



ACETIL COA + OSSALALCETATO

In dettaglio..

N

E || malate & assidato
ad cesalacetato, iducendo
una molecola di NAD*
a MADH + H
Lossalacetate pud
riusvamente reagire
con una molecola di
acetil-Col per
ricominciare il ciclo,

Il furmarata

& convertito @__./r Fumarasi

in rmalato
in seguita
all'aggiunta di
una molecola
d'acgua.

B || succinato
& nssidato
fumarata; i dus
elettroni e 1 dug
protoni rimoss
dal succinate
a0no trasferiti a
FAD, producendn
FADH,.

B La liberazione di Cod
dal suceinil-Cof produce
il succinato; 'ensrgia
liberata comverte il GDP
in GTP che, a sua volta,
converte "ADP ad ATP
mediante un processo
di fasforilazione a livella
del substrato, Questa &
'unica malecola di ATP
prodatta direttamente da
cicle dell'acido citrico.

B 1l citrate
viene riarrangiato
nel suo isamern,
I'isocitrato.

Ciclo
dell'acide Bl.'is:u:i'.'aln &
S ossidato ad

t-chetoglutarato;
n carbanio &
imosso e liberato
tome COy, edun
A0 & ridotio a
ADH + HT.

L'ee-chetoglutarato & ossidato
a sucainil-CoA; un carbonio &
rimeosso e liberate come €0y, ed
un MAD?™ & ridotto a MADH + H,

uccinil-Cof
(4C)



CONVERGENZA di
diverse vie metaboliche:
Il CoA legaigruppi
acetile derivanti dalla
degradazione dei
carboidrati,
dall’ossidazione dei lipidi
O metabolismo proteico

ADP + Pi
NAD*
FAD

@

Ciclo

dell'acido citrico

NADH| [FADH,]

Trasferimento
degli elettroni

ADP + (P)

ATP

rassi



* | coenzimi ridotti nel citoplasma (glicolisi)
vengono ri-ossidati avvalendosi dei sistemi
navetta che possono attraversare le
membrane mitocondriali:

* glicerolo3P/diidrossiacetone fosfato
* malato/aspartato



Membrana
esterna

CH,0H

C=0 ¢
I I

Diidrossiacetone
fosfato

NADH?

NAD*

CH;0H
HO—-C-H

Glicerolo-3-P

a)

Matrice

Diidrossiacetone
fosfato

FADH,

glicerolo N
3P/DHAP FAD

$H20H
HO—(li—H (I:I)
CH-0—P—0"

o

Glicerolo-3-P

Spazio
intermembranario

(}00’
=0
|
CH,
|
Coo"
Ossalacetato

NADH™

NAD™

l}OO'
HD?H
CH,
Coo
Malato
b)

Matrice

coo”

CH,

Coor
Ossalacetato

NADH

NAD*

(}00‘
HO?H

CH,

Coo

Malato

& Figura 3.12  Sistemi navetta o shuttle. | sistemi shuttle glicerolo-3-P/diidrossiacetone fosfato (a) e malato/ossalacetato (b) che per-

mettono di sfruttare I'energia contenuta nella molecola di NADH che si sono formate durante la glicolisi.



Sistema di trasferimento degli elettroni
e fosforilazione ossidativa

* Membrana mitocondriale interna: proteine
integrali costituiscono i 4 complessi enzimatici
della catena di trasporto degli elettroni

* |l flusso di elettroni e accoppiato al trasporto di
H+ dalla matrice verso lo spazio inter-membrana
con conseguente formazione di un gradiente
protonico



Compless o | Compless o li Compless o lll

NADHdeidrogenasi, Succinato- Citocromo OS_SidO'
contiene FMN e deidrogenasi, FAD Reduttasi ‘Complesso IV
Tcentri ferro-zolfo dipendente ,centri Tr’asfer|§ce e- Citocromo Ossidasi
che trasferiscono e- ferro-zolfo dall'ubichinone al Trasferisce e- dal
fino all'ubichinone. trasferiscono e- fino citC, emeproteina. citC all'o2.
Traslocaz H+. all'ubichinone. Traslocaz H+. Traslocaz H+.
Complesso | NO Traslocaz H+. Complesso Il Complesso IV

®

Complesso Il

Membrana i
interna y

, Succinato
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dell’acido citi
Matrice

® @ ©
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IL TRASPORTO DI ELETTRONI AVVIENE GRAZIE Al
GRUPPI PROSTETICI DEI COMPLESSI ENZIMATICI

0 T IN GRADO DI ACCETTARE/DONARE e-.
-0,2 11,0
’ | componenti si susseguono
NADH coenzima @ D , Comvlesolt ‘ I, infunzione dellaumento del
0,0 [N it ossdoredutasi 1o g proprio potenziale
_ ¢ ossidoriduttivo (-320mV del
1wt NADH+H*, +820mV del O,
g S el e 5 Ogni compomente della
) i ¢ catena di trasporto e- si trova
o l.,i & trailsuoriducente e il suo
z < ossidante, permettendo un
N 1= 2 flusso di elettroni dal
06 Vil fo2 7 substrato, NADH + H* o
| FADH,, fino all'accettore
o @ o | finale, O,.

4 Figura 3.11 Il sistema di trasporto degli elettroni nel mitocondrio comprende 4 grossi complessi e due piccoli trasportatori, ubichi-
none e citocromo c.
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ADP +(P)

w
Fosforilazione ossidativa
L'ATP sintasi catalizza la sintesi di ATP
usande 'erergia del gradiente di H”
dtlraversa la membrana {chemicsmoss).

Il sistama di trasfenme to degli elettmni

Cli elettroni fluiscone attraversa una serie di pompe
di pratan liH IR | ergia liberata crea un gradiente di
H™ attraversa la membrana mitacondriale interna,



Complesso V, F,F, ATPasi

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

Secondo la TEORIA CHEMIOSHMOTICA l'energia liberata durante il
passaggio di e- attraverso i complessi della catena respiratoria viene
viene utilizzata per pompare H* fuori dalla matrice contro gradiente,

generando cosi un gradiente elettrochimico protonico.

La ATPasi utilizza il gradiente per sintetizzare ATP.

H* PASSANO ATTRAVERSO IL CANALE F,, SECONDO
GRADIENTE DO CONCENTRAZIONE E DI pH, FORNENDO
ENERGIA PER LA SINTESI DI ATP DA PARTE DELLATESTAF, :
FOSFORILAZIONE OSSIDATIVA

arziane

In particolare il grad. protonico determina la rotazione della testa e
stelo dell’'enzima, cio consente un movimento ciclico dei 3 siti
catalitici e la sintesi di ATP
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Fasforilazione a livello del substrato

e
Trasferimento di elettroni
2 (NADH) 2,5 I 5

'i Riassunto della produzione di ATP a seguito dell'ossida-

=

Trasrﬂ:?;m e 5 zione completa di una molecola di glucosio. Il totale di 32
maolecole di ATP si basa sull'assunzione che gli elettroni portati
dalla glicolisi mediante il NADH siano trasferiti al NAD" allin-
terno del mitocondn. Se gli elettroni provenienti dalla glicolisi

24 JicetliLah sono invece ceduti al FAD allinterno dei mitocondn, la pro-

Fosforilazione a livello del substrata duzione totale sard di 30 molecole di ATP.
2

Trasferimento di elettroni

6 [NADH) 2.5 —15
Trasferimento di elettroni
Ry < 1,5 EE 3

Totale s G ,\ 32 )




EFFICIENZA

la respirazione cellulare trasforma in ATP piu del 30% dell’energia
chimica contenuta nella molecola di glucosio

Non ha un’efficienza del 100%: la combustione del glucosio rilascia
686 kcal/mol, mentre la quantita di engia conservata in ATP & 224
kcal/mol (32 mol di ATP x 7 kcal/mol)

Tale risultato risulta comunque migliore di qualsiasi congegno
meccanico (dalla combustione carburante automobile , resa 25%)

'enegia chimica non conservata nella molecola di ATP viene
dispersa sotto forma di CALORE (mantenimento temp. corporea).

PROTEINE DISACCOPPIANTI (UCP): dissipazione del grad. protonico
rendendo permeabile la membrana mit. interna ai protoni



Membrana
esterna Spazio

intermembrana /| De Leo- Fasano - Ginell

Membrana Biologia e Genetica Il Ed.
interna EdiSES
Digitonina
Frammenti della ——% Eg:ﬁzg:ierseer:to
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Soluzione del 1 CENTRIFUGAZIONE
compartimento —— > >
intermembrana - s
h ‘
Membrana N\
mitocondriale Matrice [ &%
interna %:g
Precipitato contenente i frammenti/
della membrana esterna Precipitato risospeso e centrifugato
e la membrana interna che racchiude in un gradiente di densita di saccarosio
ancora la matrice
Frammenti della _a A
bi t
membrana esterna :\ FES
Frammenti
L™ della membrana
esterna

Membrana interna che —ﬁ (
racchiude la matrice

Frazione delle membrane interne e
della matrice sonicata per rompere
le membrane e centrifugata

h !
Frammenti della —§p
i Soluzione della——
membrana interna -
y) s matrice Soluzione
della matrice
Frammenti della | Q%
' membrana interna—

Precipitato risospeso

= Fiebra 3.5 Metodica per il frazi to dei mi dri




Ulteriori funzioni dei mitocondri

Processi metabolici (metab. lipidi, biosintesi
ormoni steroidei, gluconeogenesi, metab
aminoacidi)

Apoptosi
Accumulo cationi
Produzione calore

Regolazione stato redox della cellula (radicali
iberi - stress ossidativo)

nvecchiamento
Patologie mitocondriali




Trascrizione

Phe [\nri elica H
|
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B Geni par AMA ribosomala

W Geni par BMNA di trasferimeano

M Complesso | Geani
par MADH deidroganasi

O Complesso I Gen per coenzima
O-citocromo ¢ reduttasi

Ul Complessa IV Gon
per citocromo ¢ ossidasl

O Geni per ATF sintasi
B DMA non codificante

GENOMA MITOCONDRIALE UMANO

1-5 copie
800-2500 mitocondri
per cellula

tRMA
tANAT
tRrAHE

AN A E

16,6 Kb
37 geni

miDNA = 0,5% DNA cell

13 geni che

codificano
per proteing

22 geni per

gli tRNA




a) b) d) e)
_ f _ - _

g)

~4 Figura 13.1-1 Schema della duplicazione del DNA mitocondriale nei mammiferi. (a) DNA circolare composto da una catena
leggera (L) ed una pesante (H). (b-c) Comincia la duplicazione della catena leggera. {d) Duplicati i due terzi della catena leg-
gera, comincia a duplicarsi anche la catena pesante. Entrambe le catene sono duplicate in modo continuo. (f-g) Terminata la
duplicazione della catena leggera c’é la separazione delle due molecole figlie, quella ancora incompleta viene rapidamente ter-

minata.



Apoptosi



normal WBC

apoptotic WBC

Apoptosi

Morte cellulare programmata

La pluricellularita ha comporato
differenziazione ed omeostasi cellulare nei vari tessuti e
specializzazione regionale delle diverse aree del corpo
1
Costituzione di reti informazionali date da:
molecole segnale

apparati di ricezione (recettori e trasduttori)
attivazione di specifici pacchetti di geni (nel nucleo)

4

esecuzione di uno dei programmi di attivita cellulare

differenziamento quiescenza proliferazione | | morte cellulare

(stasi cellulare)

81



Meccanismi di morte cellulare

NECROSI

APOPTOSI

evento accidentale
passivamente subito dalle cellule
interessa gruppi di cellule

dovuto a un trawma. veleno.
anossia ecc.

EVENnio programmato

attivamente realizzato dalle
cellule

interessa singole cellule
realizzato di norma in condizioni
fisiologiche

82



Quando s1 verifica ['apoptosi

Sviluppo embrionale/fetale € metamorfosi
Normale turn-over tissutale

Ontogenesi e omeostasi del sistema immunitario € di
quello nervoso

Atrofia ormone-dipendente
Deprivazione di fattori di crescita
Perdita del contatto cellula-cellula e cellula-substrato

Tossine. farmaci
Radiazioni
Infezioni virali

83



“PROGRAMMA APOPTOTICO”

VIENE PORTATO AVANTTATTIVAMENTE

CON DISPENDIO DI ENERGIA

RICHIEDE L"AZIONE DEI
PRODOTTI SPECIFICI DI ALCUNI GENI

REALIZZATO DA GENI CONSERVATI
NEL CORSO DELLEVOLUZIONE

84



Extrinsic Intrinsic

(receptor-mediated) (mitochondria-mediated)

Apoptotic stimuli &

|11 Death ligand

Bid

UX Type l cells /(Bak)

caspase-8 |}
Type | cells I, S Qrtochromec—o;

s 1
Caspase-8 0]0 R |0 m'a:r O

l 'u \\:t\poptosome oA<7
Caspase-SE' ’ ¥ 4@>
¥ Dty AP
\ v

NPro-T | <= PHAP
A Y

¥ gCaspase-Q

\
\

)
° AF

o EndoG

Death substrates ._\‘g(;aspase_s \

Caspase-2-dependent

DNA-damage-inducing agents

!

Death substrates

/

Caspase-independent
(perforin/GrA-mediated)

DNA fragmentation
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. _ - SEGNALI ESTRACELLULARI
—» STIMOLI g morte o mancanza di segnali di

sopravvivenza
- SEGNALI ENDOGENI
(es. danni al DNA)

ESECUZIONE — EVENTI A CASCATA PROTEOLITICIE
NUCLEOLITICI

MODIFICAZIONI MORFOLOGICHE TIPICHE
ATTIVAZIONE DI CASPASI (enzimi proteolitici)

I FINALITA’ I
I ELIMINAZIONE DELLA CELLULA [
| in assenza di fuoriuscita di materiale potenzialmente I
[ pro-inflammatorio o immunostimolante;

finalita perseguita in modo metabolicamente attivo. |
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