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1 1.1. La cellula

Si distinguono due fipi di cellule: le cellule procariotiche [archea
e batteri) e le cellule eucariotiche (piante, alghe, protisti, animali,

funghi).

| batteri

Sono organismi procariofi (dal greco pro <precedente> e kayron
<nucleo>) unicellulari privi di un nucleo delimitato da membrana.
Si riproducono per scissione binaria, una riproduzione asessuata
che comporta la divisione della cellula batterica in due unitd
eguali. Nella cellula batterica & possibile distinguere dall'esterno
verso |'interno:

- | flagelli batterici, appendici mobili, formati dalla polimeriz-
zazione di una singola proteina, la flagellina.

- la eapsula, uno strato mucoso superficiale, presente soltanto
in alcuni batteri ed evidenziabile al microscopio offico con co-
lorazioni ad inchiostro di china o nigrosina.

- la parete cellulare, responsabile della forma e della ri-
gidita dei batteri, li protegge dalla lisi osmotica; & cosfitvita
da peptidoglicano composto da una porzione glicanica (N-
acetilglucosamina e N-acetiimuramico)] e da una porzione
peptidica responsabile della formazione di legami crociati.
la sua struttura condiziona la fingibilita del microrganismo e
consente, attraverso la colorazione di Gram, di distinguere i
batteri Gram positivi (+), che assumono il colorante, da
quelli Gram negativi (=), che invece non lo frattengono.
Nei Gram+ la parete & cosfituita per il 90-95% da peptidogli-
cano e presenta acidi fecoici e lipotecoici. Essendo una sfruttura
pluristratificata, intrappola il colorante utilizzato col metodo di
Gram. Nei Gram-= la mureina costituisce solo il 15-20% della
parefe, menfre la componente maggiormente rappresentata &
lo membrana esterna con il lipopolisaccaride (LPS).

Figura 1.1: Cellula batterica.

Curiosita

La colorazione di Gram permette di classificare i batteri in Gram positivi
(+) e Gram negativi (-). Prevede I'utilizzo del violetto di genziana, chiamato
anche cristalvioletto o violetto di Nicolle, e della fucsina basica. Dopo
circa tre minuti si opera un lavaggio con liquido di Lugol, una soluzione di
iodio e ioduro di potassio denominata mordenzante perché fissa la prima
colorazione. Il preparato va poi trattato per una ventina di secondi con
decolorante (alcol o acetone). Si aggiunge quindi un secondo colorante
(fucsina o safranina) che dona un colore rosato alle cellule che non hanno
fissato il primo colorante. | Gram+ hanno una parefe molto spessa che non
si decolora e quindi fissano il primo colorante viola. | Gram- si decolorano
e trattengono il secondo colorante rosso.

I CAPITOLO 1 BIOLOGIA E BIOCHIMICA

Lla molecola del LPS presenta tre regioni fondamentali:

1. Lo strato piv inferno, di natura lipidica, & chiamato lipide A;
& uguale in tutti i batteri Gram- e cosfituisce la componente
tossica (endetessinal). Proprio al lipide A sono quindi
riconducibili molti dei classici sintomi clinici di un'infezione
da Gram, fra i quali la febbre.

2. la parte centrale, di natura polisaccaridica, & chiamata
C [o core] e pud presentare differenze fra batteri o ceppi
batterici differenti. )

3. la parte esterna & chiomata antigene O. £ anche questa

di natura polisaccaridica, & specie-specifica ed immuno-
gena.
Nella membrana esterna si riconoscono anche piccolissime
profeine, chiamate porine, che regolano l'assunzione di
nutrienti e di alfre sostanze come gli stessi antibiotici (si
oppongono al loro ingresso).

- la parete cellulare dei micobatteri ¢ caratterizzata dalla
presenza di un soffile strato di peptidoglicano legato esterna-
mente a cere, glicolipidi. E quindi altamente idrofobica, acido-
resistente, resistente ad antibiotici e alla fagocitosi. | micobatteri
sono colorati affraverso la colorazione di Ziehl-Neelsen con
carbolfucsina. Data la complessitsr della parete, i micobatteri
hanno un tempo di replicazione di 12-24 ore.

la membrana plasmatica ¢ costituita da un doppio sfrato
di fosfolipidi. Manca di colesterolo e contiene gli enzimi neces-
sari per le funzioni vitali della cellula. Anticamente si pensava
che le ripiegature della membrana, deftfe mesosomi, contenes-
sero gli enzimi da ufilizzare prontamente da parte della cellula,
ma dagli anni 70 si & scoperio che non si tratta che di artefatti.
Il citosol in cui si distinguono i ribosomi 70S [organuli identi-
ficati dal loro coefficiente di sedimentazione, espresso in unita
Svedberg) e una zona a conforni irregolari defta nucleoide che
contfiene una singola molecola di DNA circolare. | batteri sono
privi di citoschelefro e di altri organuli citoplasmatici.

Alcuni batteri presentano alire piccole molecole di DNA circolari,
dette plasmidi, capaci di replicarsi autonomamente e utilizzati
in ingegneria genetica quali vettori. | plasmidi rendono il batterio
piv virulento poiché contengono I'informazione genefica per ca-
ratteri ausiliari, quali fossine, pili, adesine, batteriocine o fattori di
resistenza. Alcuni plasmidi possono integrarsi nel genoma batte-
rico e successivamente fornare indipendenﬂ (episomi).

| batteri, inclire, possono formare endospore, cellule “a riposo” ca-
paci di soprawvivere per molio tempo in condizioni ambientali avverse.

Interscambio di materiale genetico nei batteri

Mentre negli organismi superiori I'evoluzione della specie & go-
ranfifa dalla ricombinazione genetica, che si attua con meccani-
smi propri della riproduzione sessuata (crossing-over), nei batteri,
soggefti ad una riproduzione di fipo asessuato, lo scambio di
materiale genetico si verifica con 2 meccanismi principali: le
mutazioni ¢ le ricombinazioni.

Biologia e biochimica 9
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Figura 1.2: Struttura del lipopolisaccaride.

- Mutazioni
Eventi casuali che si manifestano con alterazioni e sostituzioni a
livello delle sequenze nucleotidiche che compongono il genoma
batterico.

- Ricombinazioni
Derivano da meccanismi di trasferimento genico: un batterio
donatore trasferisce delle sequenze nucleotidiche al batterio
ricevente, che le integra nel proprio genoma secondo un mec-
canismo di ricombinazione omologa. Cid porta all'acquisizione
di nuovi caratteri, come ad esempio la capsula, la capacite di
produrre particolari tossine o di sintefizzare fattori di resistenza
agli antibiotici, ecc.

Per trasferire il materiale genetico (plasmidi o sequenze genomi-

che) i batteri hanno elaborato tre diversi meccanismi:

- Trasformazione
Frammenti di DNA libero, originati dalla lisi batterica, sono
acquisiti dai batteri riceventi direttamente dall'ambiente
extracellulare.

- Coniugazione

Trasferimento genico affraverso il contatto fisico tra due batteri:
il donatore denominato F+ (fertilita positivo) possiede un pilo
di coniugazione, mentre il ricevente & detfto F-. Alcuni batteri
contengono un plasmide, detto fattore F, che codifica per le pro-
teine del pilo di coniugazione [ponte di coniugazione tra due
batteri). Questo plasmide, dotato di replicazione autonoma,
possiede dei geni che gli consentono di replicarsi e trasferirsi
da un batterio F+ all‘altro F-.

Nei batteri Gram+ (Enferococcus faecalis) si ha produzione e
rilascio di ferormoni da parte della cellula “accettrice” (femmi-
nile). | ferormoni inducono la produzione di una sostanza "ag-
gregante” sulla superficie della cellula “donatrice” (maschile), la
successiva formazione di aggregati cellulari ed infine si attua il
frasferimento del plasmide coniugativo.
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- Trasduzione

II trasferimento genico & mediato da virus dei batteri chiamati

batteriofagi o semplicemente fagi.

® le fimbrie (o pili) del batteriofago si legano alla parefe del
batterio grazie a degli antirecettori che riconoscono specifici
siti di adesione sulla paretfe cellulare.

* la piastra aderisce alla parefe del batterio. Viene liberato il
lisozima, un enzima che lede il peptidoglicano cosfituente la
parete bafterica.

® la coda del batteriofago si contrae ed il DNA del virus viene
spinto all'interno della cellula batterica. A questo punto il
DNA virale puo seguire due vie:

- Una prima via chiamata ciclo litico
II' batterio sintefizza nuovo DNA fagico e proteine e forma
nuovi virus dentro la membrana cellulare che finalmente si
lisa e rilascia i virus.
- Una seconda, detta ciclo lisogeno

Il DNA fagico s'integra nel cromosoma batterico e diventa
provirus. |l batterio si riproduce copiando il profago e fro-
smette tutto alle cellule figlie con formazione di una larga
popolazione di batteri infetti. Viene trasferito alle nuove ge-
nerazioni senza deferminare alcun danno al batterio. Que-
sto sfafo di quiescenza pud venir meno a causa di opportuni
stimoli (raggi UV, sfress, ecc.); in queste condizioni il DNA
virale si pud staccare da quello batterico, passando dal
ciclo lisogeno a quello litico. Quando dal ciclo lisogeno
si passa a quello litico, il frammento di DNA donatore si
spezza. In alcuni casi (evento raro) il distacco non avviene
negli stessi siti in cui si era saldafo, ma in zone adiacenti;
tale frammento, pertanto, avrei perso una porzione di DNA
virale ed acquisito alcune sequenze di DNA batterico. Si
formano cosi nuovi virus che nella testa portano DNA ibrido
e che, infeftando nuovi batteri, trasferiscono determinati e
specifici geni batterici.

A questi pud essere aggiunfo un quarto meccanismo, chiamato
trasposizione, tramite il quale si ha frasferimento di materiale
genetico da una zona all'alira del cromosoma, o dal plasmide al
cromosoma, all'interno dello stesso batterio.

Anche per gli eucarioti esiste la trasfezione: trasferimento di
DNA esogeno in cellule di mammifero per lo studio della funzione
e dei meccanismi di controllo dei geni. Questo meccanismo viene
utilizzato nella ricerca o nella pratica clinica per la cosiddetta
ferapia genica.

Cellula eucariotica

La parola eucariofe significa “vero” nucleo. Infatti, le cellule euca-
riofiche sono caratterizzate dalla presenza di un nucleo delimitato
da un involucro membranoso per questo chiamato involucro nu-
cleare. Nelle cellule eucariofiche si osserva, inolfre, una compar
fimentazione (presenza di molteplici compartimenti intracellulari
con funzioni diverse e delimitati da membrana) del tutto assenti
nelle cellule procariotiche. Gli eucarioti possiedono pit molecole
di DNA lineare che si compattano in strutiure deffe cromosomi,
grazie alla adesione con proteine chiamate istoni. All'interno del
nucleo & presente il nucleolo, dove viene sinfetizzato I'RNA ribo-
somiale. |l citoplasma invece possiede delle "autostrade” (pro-
feine che formano il citoschelefro) che permettono il movimento
degli organuli citoplasmatici. Gli organismi formati da cellule
eucariofiche possono essere organismi unicellulari (alcuni profisti)
oppure organismi pluricellulari (funghi, piante, animali).
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Figura 1.3: Organizzazione di una cellula eucariotica.

Componenti della cellula eucariotica

- Membrana plasmatica: struttura e funzioni
Per mantenere un ambiente inferno idoneo allo svolgimento delle
reazioni chimiche necessarie per la vita, la cellula presenta una
membrana plasmatica che separa 'ambiente infracellulare da
quello extracellulare.

- Struttura della membrana
Tutte le membrane biologiche, dalla membrana plasmatica (o
cellulare alle membrane inferme, sono costituite da un doppio
strato [bilayer) di fosfolipidi , profeine e una
piccola quantitar di carboidrati.
| lipidi piv roppresentati appartengono alla classe dei fosfoli-
pidi, molecole che presentano una “coda” idrofoba costituita da
due catene di acidi grassi e una “testa” idrofila contenente un
gruppo fosfato. Per fale struttura chimica sono molecole anfipa-
fiche che in acqua si dispongono a formare un doppio strato.
Tra i lipidi di membrana delle cellule eucariotiche, inolire, sono
presenti il colesterolo {20%) che regola la fluidita di membrana
e i glicolipidi (5%).
le proteine possono essere suddivise in periferiche e infegrali;
le prime sono associate debolmente al doppio strafo fosfolipi-
dico, le seconde invece lo affraversano interamente (proteine
fransmembrana) o in parte, grazie alla presenza di amminoa-
cidi idrofobici. Le proteine svolgono diverse funzioni: strutturale,
di trasporto (le proteine integrali funzionano come canali per il
passaggio di determinate sostanze), di riconoscimento, di co-
municazione (proteine recetirici sono proteine integrali — spesso
glicoproteine — che sporgono all'esterno della membrana pla-
smatica). Generalmente fanfo pit la membrana cellulare & meta-
bolicamente attiva tanto maggiore & il suo confenuto di proteine.
| ecarboidrati partecipano al processo di glicosilazione di pro-
feine (glicoproteine) e lipidi (glicolipidi] e svolgono diversi ruoli:
lubrificante, adesivo, recettoriale e partecipano alla formazione
dell'ambiente extracellulare (ECM, extracellular matrix).
Il modello attualmente accettato delle membrane biologiche & il
modello a "mosaico fluido”, in cui la struttura non & rigida ma
consente ai lipidi e alle proteine di spostarsi sul piano della
membrana.

Esterno della cellula

Carboidrato
Testa idrofila Proteine integrali Code idrofobe
dei fosfolipidi di membrana dei fosfolipidi
00 Doppio
strato
IR fosfolipidico

(Parte idrofoba) (Colesterolo)

Proteine periferiche

di membrana Parte idrofila
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Figura 1.4: Organizzazione del bilayer fosfolipidico.

Trasporto di membrana

la membrana plasmatica & per sua struttura semipermeabile e
permette il passaggio di alcune molecole idrofobe, come i lipidi,
gli ormoni steroidei e gli acidi grassi. Anche piccole molecole
polari {purché non zwitterioniche) come I'acqua, I'vrea, il glice-
rolo, I'efanclo e I'indolo riescono a passare, seppure con una
cerfa difficolta.

Al contrario, le sostanze idrofile (ioni e molecole polari) o le mo-
lecole pit grosse non si sciolgono nel doppio strafo fosfolipidico
e necessifano dunque di sistemi di frasporto specifici.
Si distinguono:
- Trasporto passivo
Quando la molecola affraversa il doppio strafo fosfolipidico
secondo gradiente di concentrazione e non utilizza energia.
- Trasporto attivo
I trasporto della molecola awviene contro gradiente di concen-
frazione e necessita dunque di energia. Tali frasporti possono
essere primari o secondari.

Trasporto passivo

le molecole, quanto piv sono piccole e idrofobe [ad es. alcuni

gas come ossigeno, azofo e anidride carbonica), tanfo pit facil

mente affraversano la membrana. Nella cellula esistono due fipi

di frasporti passivi:

- Diffusione semplice
Se la molecola ¢ piccola e priva di carica, atiraversa la mem-
brana secondo il gradiente di concentrazione, ovvero si muove
da una zona a concentrazione maggiore ad una a concentra-
zione minore.

- Diffusione facilitata
Il passaggio della maggior parte delle molecole (amminoacidi,
zuccheri, nucleotidi, ioni, ecc.) & medioto da una proteina
trasportatrice o vettrice, nel caso di uno zucchero o di un
amminoacido, oppure da uno proteina canale, nel caso di
uno ione. Ogni protfeina trasportatrice &, in genere, molto selet-
fiva e trasporta un solo tipo di molecola. Anche i canali ionici
sono specifici per un determinato ione [ad es. canale Na*, K+,

Ca*, Ch.
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