                      Le membrane cellulariPRIVATE 

   Tutte le cellule sono circondate da una membrana detta membrana plasmatica, che separa il citoplasma (interno) e gli organuli cellulari in esso contenuti dall'ambiente esterno. 

   Oltre alla membrana plasmatica le cellule sono fornite di altre membrane dette membrane interne o membrane endocellulari, che circondano gli organuli cellulari (mitocondri, nucleo, lisosomi, vacuoli ecc.).

  Il fine principale delle membrane cellulari e' quello di isolare l'ambiente interno da quello esterno. In tal modo, le reazioni metaboliche sono possibili in compartimenti cellulari perfettamente isolati non solo dall'ambiente extracellulare, ma anche dall'ambiente intracellulare. Si parla in questi casi di compartimentalizzazione.
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Dal punto di vista morfologico le membrane cellulari sono pressoche' identiche. La loro struttura molecolare invece e' varia pur mantenendo una certa similitudine.

  Da un punto di vista funzionale le membrane interne, con l'eccezione delle membrane mitocondriali, sono strettamente collegate tra di loro avendo probabilmente un'origine comune. Queste membrane vengono indicate come membrane del GERL (Golgi-Reticolo Endoplasmatico-Lisosomi).

  La membrana plasmatica ha un'origine ed alcuni funzioni comuni alle membrane del GERL, ma se ne differenzia largamente per alcune caratteristiche strutturali e per le diverse funzioni metaboliche cui e' preposta. 
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Struttura delle membrane cellulari

  Le membrane cellulari sono strutture insolubili in acqua. Tale caratteristica e' loro conferita dalla presenza di lipidi come costituenti principali (dal 20 all'80% della massa). 

  Le membrane cellulari sono definite come strutture idrofobiche, dotate cioe' di forze di repulsione che per ragioni termodinamiche impediscono alle molecole apolari, che le compongono, di interagire con le molecole polari come l'acqua.

  Esempi di molecole apolari che incontreremo nelle strutture biologiche sono le catene alifatiche e i gruppi aromatici.

  Una sostanza fortemente apolare, come un grasso neutro, e' incapace di organizzarsi in membrana, ma in acqua formera' piccole vescicole galleggianti.

  La formazione di una membrana e' ottenuta da una specie particolare di lipidi detti bipolari o anfipatici che sono: i fosfolipidi, il colesterolo e i glicolipidi.
  La doppia polarita' permette che queste molecole si orientino in modo da esporre la parte polare alle molecole di acqua e di nascondere ad essa la porzione apolare. In presenza di aria tali molecole si posizionano alla superficie dell' acqua esponendo all'aria la porzione apolare. In assenza di una superficie libera si organizzano in micelle o vescicole. Sulla superficie esterna di tali micelle saranno localizzate le teste polari, mentre nella parte interna la porzione apolare. Situando le molecole anfipatiche in una condizione nella quale si creino due ambienti acquosi, uno interno e l'altro esterno alla micella, si ottiene una struttura bimolecolare, in cui i lipidi sono paralleli e presentano le teste polari sulla superficie superiore ed inferiore, e le code apolari nello spazio interno.

  La condizione appena descritta e' esattamente quella che si riscontra nelle membrane cellulari. La membrana plasmatica infatti separa due ambienti acquosi, il citoplasma e l'ambiente extracellulare

       Prove sull'ipotesi del doppio strato lipidico.
  1. il numero di molecole di fosfolipide che riveste un globulo rosso e' esattamente il doppio del minimo necessario a ricoprirne completamente la superficie.

  2. un'elettrodo introdotto nell'interno di una cellula viva permette di misurare un'impedenza di circa 1000 ohm/cm2, simile a quelli che si ottengono misurando l'impedenza di uno strato bimolecolare artificiale.

  3. lo spessore calcolato su foto ottenute al microscopio elettronico di membrane artificiali e' di circa 60-70 A, lunghezza circa doppia delle dimensioni di un fosfolipide.

  4. al microscopio elettronico si osservano sezioni traversali di membrane cellulari che mostrano tre strati paralleli. I due strati esterni misurano 10-15 A e sono densi, mentre lo strato intermedio e' chiaro e misura circa 35-40 A. I due strati densi sono le teste polari, mentre lo strato chiaro corrisponde alle catene alifatiche apolari.
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Sviluppo dei modelli di membrana

      Fino al momento in cui, nei primi anni a partire dal 1950, la microscopia elettronica è stata applicata allo studio della struttura cellulare, nessuno aveva visualizato una membrana. Molto tempo prima che le mebrane fossero realmente viste, prove indirette avevano già portato ad ipotizzarne l’esistenza. I ricercatori, infatti, avevano tentato di capire l’organizzazione molecolare delle membrane per più di un secolo.

     Gli studi hanno portato alla formulazione del modello a mosaico fluido per la struttura della membrana. Questo modello, che oggi si ipotizza appliccabile a tutte le membrane biologiche, ipotizza una membrana come un mare fluido di fosfolipidi ed altri lipidi con proteine che galleggiano come “iceberg” in esso e su esso.

Le osservazioni di Charles Overton (1890) e di Langmuir

Le prime osservazioni degne di nota si devono allo scienziato Charles Overton nel 1890. Overton notò che le cellule smbravano circondate da una sorta di strato selettivamente permeabile che permetteva  a sostanze diverse di entarre e uscire dalla cellula, con velocità differente. Eglì trovò una correlazione tra la natura lipofilica di una sostanza e la facilità con cui essa poteva entrare nella cellula. Da queste osservazioni Overton concluse che i lipidi erano presenti sulla superficie cellulare, come una sorta di rivestimento. Dieci anni dopo Irving Langmuir, studiò il comportamento dei fosfolipidi purificati e disciolti i un solvente organico (benzene). Ponendo la miscela di fosfolipidi in benzene sull’acqua, quando il benzene evaporava si formava un monostrato di fosfolipidi in maniera che la testa polare restasse immersa nell’acqua, mentre la porzione apolare si esponeva all’aria. Queste osservazioni divennero la base per ulteriori studi sulle membrane.

Le osservazioni di Gorter e Grendel (1925)

Due fisiologi tedeschi, Gorter e Grendel, nel 1952 cercarono di scoprire quanti strati lipidici sono presenti nella membrana plasmatica. Utilizzando gli eritrociti o globuli rossi dl sangue, estrassero da un numero noto di essi i fosfolipidi e utilizzando il metodo di Langmuir, stratificarono questi su una superficie acquosa. Calclarono l’area coperta dal film di fosfolipidi e dedussero che ogni globulo rosso doveva possedere due strati di fosfolipidi. Ovviamente le teste polari erano orientate verso l’acqua e verso l’aria, proteggendo la porzione apolare. In questo modo si formava una membrana trilaminare.

Modello di Davson e Danielli (1935)

Il solo modello del doppio strato lipidico non spiegava molte delle caratteristiche delle membrane biologiche. Ad esempio il passaggio di ioni potassio attraverso un doppio strato lipidico impiega giorni, mentre in una membrana plasmatica naturale solo ore. Hugh Davson e James Danielli, al fine di spiegare alcune proprietà, ipotizzarono la presenza di proteine. Nel 1935 proposero che le membrane biologiche erano formate da due strati di fosfolipidi rivestiti esternamente da uno strato di proteine. Il loro modello definito a “sandwich” era quindi costituito da proteine-lipide-proteine. Nel 1954 i due scienziati aggiunsero altre prove al loro modello e definirono che alcune proteine sono inserite nella membrana in modo da formare dei pori polari. Una delle prove che insinuò dei dubbi su questo modello si ottenne sottoponendo all’azione delle fosfolipasi, enzimi capaci di degradare i fosfolipidi rimuovendone le teste polari, le membrane. Tale azione enzimatica degradava le membrane dimostrando che non era presente uno strato proteico di protezione, come proposto dai due ricercatori. 

Osservazioni microscopiche e membrana unitaria di Robertson (1950)

        Le osservazioni al microscopio elettronico verificarono direttamente la presenza della membrana plasmatica attorno ad ogni cellula. Si constatò anche che la maggior parte degli organuli delle cellule eucariotiche era delimitato da membrane. Ma la scoperta più importante si ottenne con l’uso dell’ osmio, quale “colorante” per microscopia elettronica. Si potè osservare che al livello della membrana apparivano due linee scure (l’osmio reagisce con le teste polari) separate da una zona centrale chiara (vedi figura precedente). Tale modello definito di colorazione trilaminare era sempre presente in tutte le membrane osservate. J. David Robertson propose che tutte le mebrane cellulari hanno in comune una struttura fondamentale che eglì denominò membrana unitaria.

Modello a mosaico fluido di Singer e Nicolson (1972)

       Il modello a mosaico fluido proposto da S. Jonathan Singer e Garth Nicolson nel 1972, presenta due caratteristiche principali (1 e 2). Il modello ipotizza una membrana come un mosaico (1) di proteine incluse in modo discontinuo in un doppio strato lipidico fluido (2) (ricco di acidi grassi insaturi – vedi oltre).

MOSAICO DI PROTEINE (1)

Vennero distinte tre classi di proteine di membrana: 

1. le proteine integrali o intrinseche di membrana immerse nello doppio strato lipidico.

2. le proteine periferiche o estrinseche, più idrofile e localizzate sulla superficie della membrana legate con legame non covalente alle teste polari.

3. le proteine ancorate ai lipidi, proteine idrofile presenti sulla superficie della membrana, ma ancorate ad essa a causa del loro legame covalente con i lipidi.
FLUIDITA’ (2)

La maggior parte dei componenti lipidici di una membrana è in costante movimento. Le proteine di membrana sono in grado di spostarsi lateralmente ad eccezione di quelle ancorate ad elementi strutturali del citoscheletro.

Alcune proteine intrinseche hanno più segmenti transmembrana (1975)

       Nigel Unwin e Richard Henderson, nel 1975 hanno comunicato che alcune proteine della membrana (in particolare la batteriorodopsina) possiedono più di un segmento che si inserisce nello strato fosfolipidico (segmenti transmembrana).

       E’ attualmente opinione comune che tutte le proteine intrinseche siano ancorate allo strato fosfolipidico per mezzo di più di un segmento transmembrana.
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Fluidita' delle membrane cellulari

  Se gli acidi grassi che costituiscono le code dei fosfolipidi fossero tutti saturi, le membrane cellulari sarebbero strutture rigide formate da molecole impilate regolarmente in un cristallo solido. I fosfolipidi che compongono le strutture cellulari sono caratterizzate dalla presenza di acidi grassi insaturi. I doppi legami tra gli atomi di carbonio deformano la catena alifatica, generando una interferenza tra le varie catene, le quali assumono una conformazione irregolare nello spazio. Tale disordine rende fluida la regione polare della membrana, permettendo ai fosfolipidi di poter diffondere (temperature fisiologiche 37 C)  nel piano della superficie della membrana stessa.
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Componenti delle membrane cellulari

Diversi componenti sono stati riscontrati nelle membrane cellulari:

   Fosfolipidi: molecole anfipatiche formate da una molecola di glicerolo esterificata da due soli acidi grassi. Il terzo gruppo alcoolico del glicerolo e' legato ad un radicale fosforico, che a sua volta lega una molecola di colina, di etanolammina o di serina (fosfaditilcolina, fosfaditiletanolammina, fosfaditilserina).
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  Glicolipidi: anfipatici con la porzione polare costituita da piccole catene di oligosaccaridi. Al posto del glicerolo hanno un amminoalcool, la sfingosina contenente un gruppo amminico e un gruppo ossidrile  che interagiscono con gli altri componenti. I residui di zuccheri da uno a sei (glucosio, mannosio, galattosio, fucosio e acido sialico) rappresentano dal 15% al 50% del peso dell'intera molecola. La loro porzione oligosaccaridica, fortemente idrofila, sporge sulla superficie esterna della cellula  ed e' responsabile delle  interazione specifiche con l'ambiente esterno mediate dalle membrane.

   Steroidi: derivati da varie sostituzioni dal nucleo del ciclopentano-peridrofenantrene (vedi figura). Appartengono agli steroidi un numero elevato di composti essenziali per le cellule: il colesterolo, ormoni, alcune vitamine e gli acidi biliari. Il colesterolo possiede un gruppo ossidrilico libero che conferisce una certa polarita'. Nelle membrane cellulari svolge una funzione prevalentemente stabilizzante.













Proteine: le proteine hanno molteplici funzioni nelle membrane, contribuiscono alla sua integrita' strutturale, alcune agicono da enzimi, altre entrano nel meccanismo di trasporto attivo di metaboliti. Le proteine agiscono anche da recettori, esposti sulla superficie esterna della membrana plasmatica. Le proteine delle membrane sono continuamente rinnovate (turn-over delle proteine di membrana.

          Le proteine sono macromolecole composte da monomeri legati tra di loro per mezzo di un legame peptidico. I monomeri che costituiscono le proteine sono gli amminoacidi. Gli amminoaidi possiedono un gruppo amminico primario (-NH2) e un gruppo carbossilico (-COOH) legati ad un atomo di carbonio detto carbonio

 Il legame peptidico è il legame chimico (covalente)che lega due amminoacidi per formare un dipeptide. Il dipeptide legandosi ad un altro amminoacido forma un tripeptide e di seguito un polipeptide o proteina. Questo legame si instaura tra il gruppo amminico primario di un amminoacido e il gruppo carbossilico dell’altro in una reazione che libera acqua detta di condensazione.


                                                                                                                                                                                      






     Nella struttura di un polipepeptide sono identificabili quattro possibili livelli di organizzazione.

     La struttura primaria si riferisce alla disposizione lineare dei residui amminoacidici lungo la catena polipepidica.

     La struttura secondaria riguarda il ripiegamento di porzioni di queste catene in strutture regolari, come le -eliche e le strutture a foglietto pieghettato (vedi figure). Alcuni segmenti polipeptidici tendono a disporsi spontaneamente in conformazioni elicoidali regolari. In un -elica, l’ossigeno carbossilico di ciscun legame peptidico forma un legame idrogeno con l’idrogeno del gruppo amminico dell’amminoacido  che si trova quattro residui più avanti nella sequenza lineare. Un altro elemento strutturale regolare presente in numerose proteine è la struttura a foglietto pieghettato, che è formata da una serie di legami idrogeno tra gli atomi che costituiscono lo scheletro dei legami peptidici, appartenenti a diverse catene polipeptidiche o a porzioni diverse dello stesso polipeptide ripiegato su se stesso.






Struttura secondaria ad  elica di una proteina

La struttura terziaria comprende il ripiegamento delle regioni comprese tra le -eliche e quelle a foglietto pieghettato, ma anche la combinazione di queste strutture in domini.



Struttura secondaria di una proteina a foglietto 

La maggior parte delle proteine ha una struttura compatta, globulare. Le -eliche, i foglietti pieghettati  e altri elementi dotati di comuni strutture secondarie sono impacchettati vicini gli uni agli altri con altri elementi strutturali più caratteristici, in una forma sferoidale relativamente rigida. I polipeptidi più lunghi sono spesso ripiegati in numerose unità globulari. Ogni unità che si ripiega indipendentemente su se stessa è detta dominio.
                                                            







la struttura quaternaria indica l’organizzazione di più catene polipeptidiche associate a formare una singola molecola proteica formata da più unità (dimeri, tetrameri ecc. ecc.)



                       Emoglobina

La struttura quaternaria dell’emoglobina mostra la presenza di quattro catene polipeptidiche a formare un'unica molecola proteica. Infatti l’emoglobina è formata da quattro catene (150 aminoacidi ognuna), uguali a due a due, due catene  e due catene . Ognuna di loro lega un gruppo eme che contiene un atomo di ferro.

Proteine con più segmenti transmembrana





Proteine con più segmenti transmembrana
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