POTENZIALE DI EQUILIBRIO, OSMOSI E TRASDUZIONE DEL SEGNALE
Quali processi si verificano nelle cellule viventi per creare un gradiente elettrico? Le cellule biologiche non sono completamente impermeabili a tutti gli ioni: hanno canali aperti e proteine di trasporto che permettono agli ioni di spostarsi tra citoplasma e liquido extracellulare. Si usa una cellula artificiale per mostrare il potenziale di membrana a riposo. Questa contiene ioni K+ e grandi proteine negative Pr-.. La membrana è permeabile al K ma non alle Pr. La cellula si trova in una soluzione di Na+ e Cl- e le soluzioni sia esterna che interna sono elettricamente neutre. Il sistema è inizialmente in equilibrio elettrico ma non chimico: ci sono gradienti di concentrazione per tutti e quattro gli ioni, e il K è l’unico che può muoversi liberamente lungo il gradiente di concentrazione. Poiché non ci sono ioni K nel liquido extracellulare, una piccola quota di ioni K possono uscire dalla cellula diffondendo lungo il loro gradiente chimico, lasciandosi dietro le proteine cariche negativamente. Questi ioni gradualmente costituiscono un eccesso di cariche negative all’interno della cellula: la perdita di ioni positivi dalla cellula crea un gradiente elettrico. Le Pr- all’interno della cellula cominciano ad attrarre di nuovo alcuni ioni K+ all’interno: quando gli ioni K diffondono fuori dalla cellula lungo il gradiente di concentrazione, il gradiente elettrico determina la diffusione di altri ioni K all’interno della cellula. Il movimento netto degli ioni K attraverso la membrana si ferma: il numero di ioni K che si muove verso l’esterno della cellula lungo il gradiente di concentrazione è esattamente uguale al numero di ioni K che si muove all’interno della cellula lungo il gradiente elettrico. La differenza di potenziale di membrana alla quale il gradiente elettrico è esattamente opposto al gradiente di concentrazione è noto come potenziale di equilibrio di un certo ione. Per il K è di -90 mV; l’equilibrio potenziale per qualsiasi ione può essere calcolato usando l’equazione di Nerst. 

Determiniamo il potenziale di equilibrio dell’ Na: si crea una cellula artificiale che contiene K+ e Pr- ma non contiene Na+, e ha una membrana permeabile solo all’Na+ . Essa si trova in una soluzione di Na+ e Cl- . Poiché c’è un gradiente di concentrazione, l’Na comincerà a diffondere verso l’interno della cellula: le cariche positiva si accumulano all’interno della cellula e gli ioni Cl-  lasciati nel liquido extracellulare rendono questo compartimento negativo. Questa separazione di cariche crea un gradiente elettrico che porta gli ioni Na di nuovo fuori la cellula. Il potenziale di equilibrio per l’Na è +60 mV. Una cellula liberamente permeabile agli ioni K ma impermeabile agli ioni Na avrà un potenziale di membrana a riposo di -90 mV. Una cellula reale ha un potenziale di membrana a riposo di -70 mV poiché una piccola quantità di Na entra nella cellula: questa piccola quantità rende l’interno della cellula meno negativo di quanto sarebbe se l’Na  fosse totalmente escluso dal liquido intracellulare.

Il potenziale di membrana può andare incontro a:

· DEPOLARIZZAZIONE (la differenza di potenziale diventa positiva): l’apertura dei canali dell’Na fa sì che il sodio entri nella cellula e vada a legarsi alle cariche negative all’interno della cellula, invertendo così il potenziale.

· IPERPOLARIZZAZIONE: l’apertura dei canali del Cl fa sì che il Cl- entri nella cellula lasciando all’esterno cariche positive, causando un aumento di cariche negative all’interno della cellula e un aumento di cariche positive all’esterno.  
La chiusura dei canali del K non permette al K di uscire dalla cellula e depositarsi sulla membrana esterna, che in questo modo subisce una minore polarizzazione.

Se una cellula si trova in un mezzo ricco di K, quest’ultimo ha una minore spinta ad uscire dalla cellula, e meno cariche positive usciranno all’esterno, e si avrà meno polarizzazione della membrana.

Il movimento dell’acqua lungo gradiente di concentrazione è detto osmosi. L’osmosi è simile alla diffusione poiché l’acqua si muove da un’area con una concentrazione più alta di acqua ad un’area con una concentrazione più bassa di acqua. La quantità di acqua e la concentrazione di soluto sono inversamente correlate: una soluzione concentrata ha meno acqua; una soluzione più diluita ha più acqua. Nell’osmosi l’acqua si muove per diluire l’area più concentrata di soluti.

Due compartimenti di uguale volume sono separati da una membrana permeabile all’acqua ma non al glucosio: il compartimento A ha una soluzione concentrata di glucosio, il B una soluzione diluita. Questo crea un gradiente di concentrazione sia per l’acqua che per il glucosio Il glucosio non può diffondere e raggiungere l’equilibrio. L’acqua invece può attraversare liberamente la membrana, e può muoversi per osmosi dal compartimento B che contiene la soluzione diluita di glucosio, a quello A che contiene quella più concentrata. L’osmosi continuerà finché la concentrazione del glucosio nei due compartimenti non saranno uguali a questo punto il movimento netto di acqua si ferma.

La pressione che deve essere applicata ad un pistone per opporsi esattamente al movimento osmotico dell’acqua è detta pressione osmotica.
Per prevedere il movimento osmotico dell’acqua, dobbiamo conoscere la concentrazione delle soluzioni di cui ci stiamo occupando. La molarità della soluzione esprime quante molecole ci sono per litro di soluzione. Il fattore importante nell’osmosi è il numero di particelle in un dato volume di soluzione, non il numero di molecole. Poiché alcune molecole si dissociano in ioni quando si sciolgono in una soluzione, il numero di particelle non è sempre uguale al numero di molecole. L’acqua si muove osomoticamente in risposta alla concentrazione totale di particelle che si trovano in soluzione. Ogni soluzione acquosa ha come caratteristica quella di possedere un’osmolarità. Essa di definisce come molarità per numero di particelle che si originano dalla dissociazione di ogni molecola di soluto. Ad una osmolarità si associa una pressione osmotica. La formula è: π=CiRT

“i” indica il numero di particelle che si possono originare dalla dissociazione di un soluto, per NaCl sarebbe 2. Tale formula corrisponde alla formula della pressione di un gas P=nRT/V. L’osmolarità normale dell’organismo va da 280 a 296 milliosmoli per litro.

Tonicità: descrive cosa accade al volume cellulare se la cellula è posta in una soluzione. Se una cellula guadagna acqua, cioè si gonfia quando è posta in soluzione, la soluzione è ipotonica rispetto alla cellula. Se la cellula perde acqua quando è in soluzione, diciamo che la soluzione è ipertonica; se la cellula non presenta nessun cambiamento di volume, la soluzione è isotonica.
   L’acqua è una molecola polare piccola che può attraversare la membrana ma con poca efficacia a causa della sua polarità. (L’acqua distillata ha pressione osmotica 0 perché non contiene soluto). La permeabilità dell’acqua varia da membrana a membrana. L’acqua, per passare da un comparto all’altro, può sfruttare dei carrier particolari, più che altro dei canali detti acquaporine. Questo canale è molto importante per il rene e viene regolato dalle specie cellulari del rene per regolare la velocità con cui l’acqua passa da un comparto ad un altro. La presenza delle acquaporine è regolata o tramite espressione genica (regolata da ormoni) o tramite modulatori che aprono o chiudono i canali. 

Esistono solo due fondamentali tipi di segnali fisiologici: chimico ed elettrico. I segnali elettrici sono, limitati alle cellule nervose e muscolari e solo raramente sono trasferiti direttamente da cellula a cellula. I segnali chimici sono secreti da tutte le cellule e costituiscono le basi per la maggior parte della comunicazione interna.
Sono tre i metodi di base per la comunicazione intercellulare:

· trasferimento citoplasmatico diretto di segnali chimici ed elettrici attraverso le giunzioni comunicanti che uniscono cellule adiacenti.

· comunicazione chimica locale tramite neuromodulatori

· comunicazione a lunga distanza che usa una combinazione di segnali chimici ed elettrici.
La forma più semplice di comunicazione intercellulare è il trasferimento diretto di segnali chimici ed elettrici attraverso le giunzioni comunicanti, canali proteici di connessione che creano ponti citoplasmatici tra due cellula adiacenti.

Una sostanza chimica secreta da una cellula per agire sulle cellule presenti nelle sue immediate vicinanze è detta paracrina. Se le molecole segnale agiscono sulle stesse cellule che le hanno secrete, la sostanza chimica è detta autocrina.

Il sistema endocrino comunica mediante ormoni segnali chimici secreti nel sangue e distribuiti a tutto il corpo dal plasma sanguigno. Gli ormoni vengono in contatto con la maggior parte delle cellule ma solo quelle che possiedono recettori fungono da bersaglio. Il sistema nervoso usa una combinazione di segnali chimici ed elettrici per comunicare. Un segnale elettrico viaggia lungo un neurone fino a raggiungere la parte terminale della cellula, dove viene tradotto in segnale chimico. Il segnale chimico, il neurotrasmettitore, diffonde dal neurone, attraverso uno stretto spazio extracellulare, verso la cellula bersaglio. I neuroromoni sono rilasciati dalle cellule nervose come i neurotrasmettitori, ma invece di colpire un bersaglio vicino sono rilasciati nel sangue come gli altri ormoni.

Le citochine sono sintetizzate e secrete da tutte le cellule nucleate in risposta ad uno stimolo. Controllano lo sviluppo e la differenziazione cellulari e la risposta di difesa dell’organismo.

I segnali chimici sono rilasciati dalle cellule nel compartimento extracellulare. le sostanze che viaggiano attraverso la circolazione sanguigna raggiungono tutte le cellule, ma non tutte le cellule che si trovano entro la distanza di diffusione rispetto alla cellula secernente sono bersagli appropriati. Cosa determina la specificità della risposta? Sono presenti delle proteine recettore a cui si legano tutti i messaggeri chimici allo scopo di scatenare una risposta.

I recettori per le molecole segnale si trovano sulla superficie della membrana cellulare oppure all’interno della cellula. Una cellula non potrà rispondere a un segnale chimico se manca del recettore specifico. Le differenti cellule possono avere recettori diversi per la stessa molecola, e dare risposte differenti. Per la maggior parte delle molecole segnale, la risposta della cellula al legame della molecola segnale è determinata dal recettore e non dal ligando: la molecola segnale è necessaria per scatenare la risposta ma tale risposta varia in relazione al recettore.

I segnali chimici rilasciati dalle cellule sono detti primi messaggeri, perché sono responsabili dell’innesco della cascata di eventi che portano ala risposta. Chimicamente le molecole segnale possono essere divise in due gruppi in base alla loro azione sulle cellule bersaglio:

- molecole segnale lipofile, le quali diffondono diffondono direttamente attraverso la membrana cellulare d entrano nel citoplasma

- molecole segnale lipofobiche, che non sono in grado di attraversare il doppio strato di fosfolipidico della membrana cellulare.

I recettori per le molecole lipofile si trovano all’interno della cellula, i recettori per le molecole lipofobiche si trovano sulla superficie della membrana cellulare.

I recettori per le molecole lipofobiche sono proteine transmembrana che hanno segmenti che si estendono esternamente verso il liquido extracellulare. Quando il ligando segnale esterno si lega al recettore si verifica uno dei due eventi:

1) se il recettore è una proteina canale, il legame con il ligando apre o chiude il canale

2) l’informazione viene trasferita attraverso la membrana con l’aiuto di proteine di membrana, poi trasformata in risposta intracellulare. 

La trasmissione delle informazioni da un lato all’altro della membrana per mezzo di proteine di membrana è un processo noto come trasduzione del segnale. Un trasduttore converte un segnale da una forma in un’altra differente.

Quando un primo messaggero lipofobico non può entrare nella cellula, la trasduzione del segnale avviene per mezzo della proteine di membrana e di secondi messaggeri che trasportano il segnale nel citoplasma. I secondi messaggeri sono molecole intracellulare che trasformano il segnale del primo messaggero in una risposta intracellulare.

Quando una molecola segnale si lega a un recettore di membrana, il complesso molecola recettore innesca una serie di risposte, che originano sulla membrana e si trasferiscono nella cellula: queste risposte costituiscono una cascata.

L’amplificazione del segnale è una caratteristica delle cascate dei segnali chimici Una singola molecola segnale si combina con un recettore ed attiva un enzima amplificatore. Ogni  enzima amplificatore attiva due o più secondi messaggeri, ognuno dei quali attiva due o più molecole di enzima, ognuna delle quali dà origine a una o più molecole di prodotto. Al termine della cascata, un singolo ligando ha prodotto molte molecole all’interno della cellula.

Due sono i modi mediante i quali il segnale di un primo messaggero lipofobico viene tradotto attraverso la membrana cellulare:

· una protein chinasi legata alla membrana che fosforila una proteina

· proteine di membrana conosciute come proteine G

Nel sistema più semplice ma meno comune, una singola proteina di membrana agisce da recettore e da enzima amplificatore. Il recettore è la porzione extracellulare di una proteina che attraversa la membrana. Il legame di un ligando al recettore attiva la porzione tirosina-chinasi della proteina. La tirosina-chinasi attiva e aggiunge un gruppo fosfato a una proteina citoplasmatica, aumentando o inibendo la sua attività. I ligandi per i recettori tirosina-chinasi comprendono molti fattori di crescita e citochine.

Le proteine G collegano i recettori di membrana a canali ionici o a enzimi situati sul lato citoplasmatico della membrana. Le proteine G prendono dal nome dal fatto che legano GDP e GTP. L’attivazione di una proteina G si verifica quando la proteina G lega il GTP. Il complesso attivo proteina-GTP scatena la tappa successiva verso la risposta intracellulare. La durata dell’effetto di attivazione è molto breve perché il GTP è rapidamente degradato a GDP, inattivando l’attività enzimatica della proteina G.

 I recettori accoppiati a proteine G sono recettori molto frequenti che mediano reazioni a livello di certi tipi cellulari del sistema nervoso simpatico e parasimpatico. Questi recettori sono stati scoperti tra la fine degli anni 80 e 90. Essi sono recettori di membrana detti eptaelica perché sono delle proteine che attraversano sette volte la membrana. Le proteine G a cui sono associati, sono complessi eterotrimerici costituiti da tre subunità, una alfa, una beta ed una gamma. I recettori interegiscono con la subunità alfa mentre la alfa con  il dimero beta-gamma. Si parla di dimero beta-gamma perché le subunità beta-gamma formano un dimero funzionale. Non sono legate covalentemente tra di loro ma interagiscono fortemente tra loro attraverso interazione idrofobiche comportandosi come un dimero funzionale. Agiscono e si muovono insieme. La subunità alfa ed il dimero sono proteine potenzialmente solubili, ma sono però ancorate in membrana perché legate a gruppi lipidici. Nel dimero il gruppo lipidico è portato solo dalla subunità gamma. La subunità alfa ha una tasca che può legare sia molecole di GDP che di GTP. Il GDP è legato quando il complesso è inattivo. Il recettore viene attivato quando arriva il ligando che si lega determinando un cambiamento di conformazione del recettore. Questo cambiamento induce sulla subunità alfa una modificazione di conformazione. Quando la subunità alfa cambia di conformazione, rilascia GDP e lega GTP. Dal citosol una molecola di GTP occupa il posto del GDP. Il legame del GTP provoca il distacco della subunità alfa dal recettore e dal dimero beta-gamma. Il complesso si disassembla. La subunità alfa ed il dimero possono quindi muoversi sul piano interno della membrana. Diffondendo possono modulare l’attività di proteine, dette effettori, come enzimi o canali ionici ad esempio. Normalmente abbiamo enzimi inattivi che possono essere attivati a seguito della stimolazione delle subunità della proteina G. Un effettore per la subunità alfa è, ad esempio, l’adenilato ciclasi (messaggero secondario) che viene attivato e che porta alla produzione dell’AMP ciclico da un ATP. Anche il dimero beta-gamma ha i suoi effettori. Il ciclo finisce perché la subunità alfa ha una attività GTPasica intrinseca che idrolizza il GTP in GDP e fostato. Il fosfato viene rilasciato nel mezzo e il ciclo si chiude. La subunità alfa reinteragisce con il dimero, ed insieme si rilegano al recettore che nel frattempo ha rilasciato il suo ligando. Esistono diversi tipi di subunità alfa ed effettori. Adenilato ciclasi, canali del potassio voltaggio dipendenti e fosfolipasi C sono gli effettori che analizzeremo. Quello che è stato visto è che alcune subunità alfa attivano le adenilato ciclasi, altre invece inibiscono l’adenilato ciclasi attivato da altre vie. L’attivazione di un recettore aptaelica, in base alla subunità alfa associata, può portare sia all’attivazione che all’inibizione di una adenilato ciclasi precedentemente attivata. Le due subunità alfa sono: alfa s (stimolatoria-> che attiva) ed alfa i (che inibisce l’adenilato ciclasi). Essi inducono cambiamenti conformazionali che attivano o spengono l’adenilato ciclasi. L’AMP ciclico ha la funzione di attivare la proteina chinasi A (la cui abbreviazione è PKA). Le chinasi aggiungono gruppi fosfato sulle proteine determinando cambiamenti funzionali sulle proteine bersaglio. Il cAMP può comunque regolare anche altre proteine, non solo la proteina chinasi A. Anche il dimero beta-gamma può avere effettori. Un effettore importante è il canale del potassio voltaggio dipendente. Gli effetti del sistema parasimpatico sull’attività cardiaca passano proprio attraverso la stimolazione di recettori eptaelica, che liberano i dimeri beta-gamma che poi, modulando i canali voltaggio dipendenti, regolano l’attività del cuore. Un’altra subunità alfa è la alfa q che ha come effettore una fosfolipasi C-beta. Una fosfolipasi è un enzima in grado di idrolizzare i fosfolipidi. Tale fosfolipasi hanno come substrato un fosfolipide presente in quantità minime sulla MP (circa 5-10%). 

Questo fosfolipide è il fosfatidilinositolo-4,5-bifosfato (PIP2). Dal fosfatidilinositolo le cellule possono fabbricare il fosfatidilinositolo bifosfato legando due gruppi fosfato sul fosfolipide. La fosfolipasi C idrolizza tale fosfolipide in diacilglicerolo (DAG) che resta in membrana e inositolo trifosfato (IP3), una molecola solubile. IP3 fa aumentare i livelli citosolici di calcio. In una cellula a riposo, la concentrazione citosolica di calcio è di circa 100nM. Il calcio in queste condizioni è sequestrato all’interno del reticolo endoplasmatico. Il calcio è uno ione che regola molti enzimi e trasportatori. Normalmente il calcio è concentrato nel reticolo endoplasmatico. IP3 è il ligando specifico per dei canali, detti recettori IP3, che sono presenti sulla membrana del reticolo. Tali recettori sono canali per il calcio. Quando IP3 si lega a questi canali, ne provoca l’apertura, facendo fluire secondo gradiente il calcio dall’interno del reticolo al citosol. La concentrazione del calcio aumenta quindi all’interno del citosol. In questo modo si avrà un’apertura dei canali che permettono al calcio di fuoriuscire. Il DAG è, sia da solo che in combinazione con il calcio, l’attivatore di particolari proteine chinasi dette proteine chinasi C.       

Quindi l’attivazione della proteina G determina uno dei seguenti fenomeni:

· apre i canali ionici della membrana 

· stimola o inibisce un enzima amplificatore presente sul lato citoplasmatico della membrana. Le proteine G legate agli enzimi amplificatori costituiscono la maggior parte dei meccanismi di trasduzione del segnale.

Ci sono tre tipi di enzimi amplificatori:

· adenilato ciclasi: catalizza la conversione di ATP in cAMP

· guanilato ciclasi: controlla la formazione di cGMP

· fosfolipasi C: converte un fosfolipide di membrana in due differenti molecole che sono entrambi secondi messaggeri.

I secondi messaggeri sono molecole intracellulari prodotte in risposta alla trasduzione di segnali: sono i mezzi con cui le molecole che non possono entrare nella cellula, come gli ormoni proteici, influenzano il funzionamento intracellulare. I secondi messaggeri sono prodotti da enzimi all’interno della cellula. Quattro sono i secondi messaggeri chimici conosciuti:

- cAMP

- cGMP

- diacilglicerolo (DAG)

- inositolo trifosfato (IP3)

Molti secondi messaggeri attivano le protein-chinasi, enzimi che trasferiscono un gruppo fosfato dall’ATP a una proteina. La fosforilazione delle proteine scatena una serie di eventi intracellulari che portano alla definitiva risposta cellulare. La risposta interna di una cellula dipende dal tipo di protein chinasi attivata dal complesso recettore ligando e dal bersaglio di quella protein chinasi.

In generale le proteine fosforialte prodotte dalle chinasi controllano uno o più dei seguenti bersagli:

· enzimi metabolici

· proteine di trasporto

· proteine che regolano l’attività dei geni e la sintesi delle proteine

· recettori di membrana
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