STRUTTURA della CELLULA EUCARIOTICA

mitocondrio

perossisoma
iy s deogi Dimensione 10-100um

vescicola
endoplasmatico

Componenti fondamentali Componenti non ubiquitarie

(in tutti gli eucarioti) (in alcuni eucarioti)

- Membrana plasmatica - Parete cellulare

. L Cellula vegetale

- Citoplasma - Plastidi

- Citoscheletro - Vacuolo centrale

- Compartimenti - Centrioli
- Lisosomi Cellula animale
- Ciglia/Flagelli
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COMPARTIMENTAZIONE

Ogni compartimento della cellula é
fisicamente e funzionalmente delimitato

Le molecole vengono convogliate in compartimenti cellulari differenti.
Velocizzare e regolare il flusso di molecole.




COMPARTIMENTI e STRUTTURE

| compartimenti sono delimitati da membrane
e (spesso) hanno una posizione specifica nella cellula

3. A 1 Cellula animale

Reticolo

4 endoplasmatlco

Assenti nella
maggior parte <
delle cellule = =
vegetali Ribosomi 2
8 : Apparato §
Perossisoma di Golgi

¢ Microtubulo Membrana plasmatica 10

9Citoscheletro < EAann 6
intermedio Mitocondrio

\ Microfilamento

CELLULA ANIMALE aI microscopio (1)

Nucleolus

Mitochondrion ~ Cytoskeleton

endoplasmic
reticulum

Free
ribosomes

Peroxisome

Centrioles
Rlbosomes )
Smooth
Golgi Plasma endoplasmic
apparatus membrane reticulum
LIFE 8e, Figure 4.7 (Part 1) LIFE: THE SCIENCE OF BIOLOGY, Eighth Edition © 2007 Srauer Associates, Inc. and Wi H, Frearman & Co.
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CELLULA ANIMALE al microscopio (2)

Mitochondrion ~ Cytoskeleton | AN ANIMAL CELL |
i yt Nucleolus nucleus AN ANIMAL CELL

endoplasmic
reticulum

ribosomes

Peroxisome

Golgi

apparatus memtirane

Outside of cell

# " Inside of cell

-
30 nm
LIFE 8e, Figure 4.7 (Part 2) LIFE: THE SCIENCE OF BIOLOGY, Eighth Edition © 2007 Sinsuer Assaciales, . and W. . Freemsn & Co.

5

IL SISTEMA ENDOMEMBRANOSO

Sistema di compartimenti e canali che servono a
sintetizzare, immagazzinare e distribuire le molecole

Vescicola di trasporto
proveniente Vescicola di trasporto proveniente
Reticolo endoplasmatico| dal reticolo endoplasmatico dall'apparato di Golgi

e

-La superficie € molto maggiore
di quella della membrana cell.

-Tutti i compartimenti sono
interconnessi

- In ogni compartimento
avvengono delle trasformazioni

S
atico liscio

Reticolo endopl




IL NUCLEO contiene I'informazione genetica
Esperimento di Hammerling (1943)

Acetabularia

Ipotesi: il nucleo determina la
forma del cappello

Esperimento 1: che succede

stelo se elimino il nucleo?
‘ ,, Esperimento 2: che succede
: < base se sostituisto il nucleo?
Alga monocellulare (nucleo)
(5cm)
Esperimento e Risultato 1 Esperimento e Risultato 2

Nessuna
rigenerazione

NUCLEO

A

- € 'organulo piu grande (5um)
- & sferoidale

- contiene l'informazione genetica

- sede della replicazione del DNA

- sede della trascrizione del DNAin
RNA

- assemblaggio subunita ribosomiali

Nucleoplasma Membrana esterna
e — —— Membrana interna

nucleare




INVOLUCRO NUCLEARE e PORI

- Costituito da due membrane (doppio doppio stato) continue con RE
- barriera che separa la trascrizione (nucleoplasma) dalla traduzione (citoplasma)

L'involucro nucleare contiene i pori nucleari:

- in corrispondenza di punti di fusione delle due membrane

- ottagoni con diametro di 9 nm

- forma a canestro dal lato del nucleo (anelli proteici, 8 filamenti, foro centrale)
- 8 filamenti citoplasmatici

- regolano il passaggio delle molecole

e
= y

Interno del nucleo

Canestro
nucleare

Involucro
nucleare

Filamenti
citoplasmatici
~

Interno della cellula

PASSAGGIO ATTRAVERSO IL PORO

Diffusione passiva

)

O
Le piccole molecole Piccole
(<20 KDa) entrano ed molecole

escono liberamente
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Esempio di PASSAGGIO nel PORO

1. Sequenze segnale (NLS) 2. Importine/Esportine

Protein with NLS
——NLS

I antigen

- 000600

Importin

Binding
Outer

nuclear

Nucleoplasmin
membrane

ST DeCe

Si possono usare a posteriori per predire
la localizzazione di una proteina

3. Energia:

GTP + H,0 > GDP + P,

CROMATINA (1)

Complesso nucleo-proteico (40% DNA e 60% proteine)

Serve ad impacchettare il DNA (quanto sarebbe lungo il DNA altrimenti?)

Allivello pits semplice vi & Doppia elica di DNA
una struttura elicoidale di e = A €@ (1
DNA a doppio filamento. ) MAMis” A : A

V40 4 J
= [ / 2 nm ) 4
I DNA & complessato Ciascun nucdeosoma & formato da I nucleosomi formano
agli istoni a dare i otto proteine istoniche intorno alle le «perline» disposte
nudeosomi. quali |I DNA si awolgc 1,65 volte. su un «filo» di DNA.
Istone H1
// o =
8 \ " P \" Z
Core istonico composto/,f/ =
da otto molecole istoniche ‘, p 4 Vi
O\ & ‘ 11 nm ‘
 JLJ -

~146bp 40-80bp
Nucleosoma: DNA + 2 x 4 quattro tipi di istoni (H2A, H2B, H3, H4) (piccoli, basici)

Istone H1: piu grande, al di fuori del nucleosoma
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CROMATINA (2)

anse solenoide

[ I...che da orig‘i?e ad anse T —— >
unghe in media 300 nm. nucleosomi si ripiegano per § M=
i e il ?generare una fibra da 30 nm.... . Wfa

4 Y % : {

\ \J A . # ( N @'g w > \\‘
Le fibre da 300 nm vengono o2t DA
. compresse e ripiegate per A -
Fibra larga 250 nm ottenerne una larga 250 nm. Tfﬁ&?ﬁg (2’56(‘;‘1 r?:ﬁl ';:r?é%?f:"a

e e AR AAAAAAARAA )
700 nm ra

fibre

Solo durante la
divisione cellulare

(10000x)
- Il grado di compattezza della cromatina e variabile
- Influisce sulla regolazione della trascrizione del DNA (?)
- Sia il DNA che gli istoni sono modificabili (epigenetica)
https://www.youtube.com/watch?v=7Hk9jct2ozY (2018) 13

LAMINA NUCLEARE

Rete di filamenti immediatamente sotto la membrana nucleare interna

- da forma al nucleo

- ruolo nella formazione
/distruzione dell'involucro
nucleare (quando?)

- lega cromatina
(regolazione della
trascrizione)
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NUCLEOLO

R Pori nudeari

Il nucleolo & una agglomerato di DNA, rRNA e proteine ribosomali

“Fattoria” per la produzione e pre-assemblaggio dei ribosomi
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RIBOSOMI

Sono le “macchine” per la sintesi delle proteine
2 Subunita grande

Sequenza e struttura molto conservate tra gli
organismi. Tre tipi: eucariotici, procariotici,
mitocondriali

Ribosoma

Dove troviamo i ribosomi all'interno
della cellula eucariotica?

| ribosomi si trovano:

- nel citosol
- sulla superficie del reticolo end.

- nei mitocondri (!diversi!)
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La traduzione COMINCIA sempre nel citosol

Outer nuclear
membrane

Inner nuciear

— '/ \\'L Overview of major protein-sorting
R pathways in eukaryotic cells. T

..ma CONTINUA nel citosol O nel reticolo en.

Ribosomi liberi nel citosol
per le proteine dirette a

MANA codificante una proteina citosolca polinbasoma kbaro
. <he resta libero nel ctosol nel citosol
- Citosol s:

\ 5‘
- Nucleo &’-_3, =
- mitocondri e cloroplasti

- perossisomi )
(cosa permette l'indirizzamento
ad un compartimento?) O O Q O

UNICO PArco ¢ subunitd nboscmiche
nel citosol

Ribosomi sul reticolo end.
per le proteine dirette a

- reticolo endoplasmatico

- apparato di Golgi e lisosomi
- membrana plasmatica

- al’esterno della cellula

mRNA f te una prot b na legato alia membrana
desmuu drﬂE delRE da catene polipeptidiche
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RETICOLO ENDOPLASMATICO

- Sistema di membrane fosfolipidiche e proteine
- Lume interno

- Occupa circa il 10% del volume cellulare

- Contiene molti enzimi

RER:
-Sacche piatte
-Continuita con le membrane nucleari
- Ribosomi in superficie

REL:
- Sistema tubulare
- Continuita con il RER
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SEPARAZIONE DI RER e REL

Lo studio delle funzioni (enzimi) dei due comparti ha richiesto la loro
separazione fisica

rough ER O (@) ol
’ &3
i OOOO smooth microsomes
*% centri- have a low density and
0.- homogenization %og ”, fugation OOOOOS :ltop se?imeming and
—_— —] —_— oat at low sucrose
0@ OOOO 0 07| concentration
0 0 ER w -.,DO rough microsomes
rough and | have s high density and
‘ = smooth stop sedimenting and
microsomes float at high sucrose
% 4 . concentration
microsomi
(Al tube with gradient of

g sucrose
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RER: INGRESSO CO-TRADUZIONALE (1)

Le proteine entrano nel RER durante la loro stessa sintesi
distacco e reimpiego di SRP

»

mRNA ribosoma

a3 5 —
particella
di riconosci-
mento del
segnale (SRP,

CITOSOL

sequenza
segnale

I'RE
Su';:rcatena recettore di SRP canale

polipeptidica nella membrana dell’'RE di traslocazione * Sito di binding per
in crescita 2 SRP RNA Il peptide segnale

LUME DELL'RE

s ESRE

! 1

Dominio per la pausa

traduzionale
Sito di binding per il

recettore SRP del RER
L )

256 nm
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RER: INGRESSO CO-TRADUZIONALE (2)

mRNA tRNA

ignal
SAP binds to SRP is Slouel sogiencs .
SRP receptor liberated growing polypeptide O

New polypeptide
with initial
signal peptide

Signal recognition
particle (SRP)

RER membrane

Source: Anthony L. Mescher: Junqueira’s Basic Histology,
14th Edition.

www.accessmedicine.com

Copyright © McGraw-Hill Education. All rights reserved.

Copyright © 2019 McGraw-Hill Education. All rights reserved
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RER: N-GLICOSILAZIONE

Una delle possibili modifiche post-traduzionali. Avviene nel 90% proteine.

Esempio di N-glicosilazione Meccanismo di N-glicosilazione

Oligosaccaride
ramificato (14
/ residui)

growing
polypeptide chain
Sito  di  legame
dell’oligosaccaride

(Asn-X-Ser; Asn-X-
Thr) som - @
NEEVIOse » .

Nacatylgluccsamin = .

C
lipid-linked
oligosaccharide

RER: PROTEINE nella membrana o nel lume
%, - ‘

stop-transfer
sequence

Proteine che attraversano la
membrana del RER

ER LUMEN

mature
double-pass
transmembrane
protein

Proteine rilasciate nel lume
del RER

SIGNAL PEPTIDASE CLEAVES OFF
SIGNAL SEQUENCE, RELEASING 24
MATURE PROTEIN INTO ER LUMEN




RER: PROTEINE legate alla membrana

GPI: glicosil-fosfatidil-inositolo

Determina I'ancoraggio di una proteina allo strato interno della membrana del
RER (per proteine destinate alla membrana plasmatica)

cleaved C-terminal

O0H glycosylphosphatidylinositol ioypephde
NH; Q

protein bound
to membrane
by GPI anchor

CYTOSOL

ER LUMEN
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RER: CONTROLLO della CONFORMAZIONE

Il lume del RER contiene chaperonine, enzimi che catalizzano la corretta
conformazione della proteina

- )
ubiquitina g%é)@ Peptidi

ubiquiti (5'10 aa)
> 2 ' proteasome
R &’ Proteasoma
oevcad \YA Y- 4 (p.e. altzheimer,
parkinson)

CYTOSOL

ER LUMEN ER protein translocator

%uff\(f (SecB1 complex)

~misfolded protein Se la conformazione é corretta la
chaperonine proteine procede nel percorso

chaperone
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RER: SOMMARIO

Il trasferimento della proteina nel RER avviene in maniera co-traduzionale
La proteina neosintetizzata viene N-glicosilata

La proteina neosintetizzata puo:

1) Essere incorporata nella membrana del RER

2) Essererilasciata nel lume del RER

3) Essere legata covalentemente ad un lipide di membrana (GPI)
4) Essere espulsa dal RER e degradata
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RETICOLO ENDOPLASMATICO LISCIO

Alcune proteine passano dal RER al REL (ulteriori modifiche), ma le funzioni
principali sono altre

Il REL € la sede di : Tipi cellulari :

- degradazione del glicogeno fegato e muscolo scheletrico

- sintesi di lipidi e steroidi cervello, testicoli e ovaie
- modificazione di substrati estranei fegato

muscolo scheletrico
(REL = reticolo sarcoplasmatico)

11l

- deposito di ioni calcio

28




APPARATO DI GOLGI

Sistema di membrane lamellari (da 1-2 a 20) tra il RE e la membrana plasmatica.
Piu di un apparato nelle piante.

Vescicola di trasporto

| cisterne
€ . &8

4{4 Vescicola—¢ < ez
. ) hrpmsel Vescicola in
Faccia trans
Vescicola
- secretoria

- Tre regioni distinte (cis, mediale, trans) e vescicole
-Traffico monodirezionale delle molecole

- Fabbrica: altri tipi di glicosilazione delle proteine, sintetizza molecole complesse
(sfingomielina, glicolipidi e polissaccaridi complessi). Impacchetta e smista.

29

GOLGI: O-GLICOSILAZIONE

Altra modifica post-traduzionale.
Gli zuccheri legano il gruppo OH della catena laterale di alcuni amino acidi (?)

O-glicosilazione (Golgi) mucine N-glicosilazione (RER)
3
3
= Q
m E C
(2] e ] =0
WO om0 = T S
T T Tg
[]
T == o
s
o o [ E erm
£ ) I
[ C=0 'lJH
CH = |
e W L 3 ﬁ\t ¢ I_I:ET!
HoCH-C o Tl O . 1=
HH-CHCO = """3\ " T\NH-CH-CO-NH-CH2-CO-NH-CH-CO-~
3
S/T N X ST

30




GOLGI:

Le proteine N-glicosilate (RER) sono soggette a ulteriori modifiche

MATURAZIONE GLICOPROTEINE

Parziale degradazione Ulteriori
(dal4 a 5 monosaccaridi- modifiche
regione del nocciolo)
'
'
'?H } moata J Oligosaccaridi
Asn complessi
X
1
Ser c:r Thr
1
i ®
O = N-acetylglucosemine {(GlcNAc) O O e Oligosaccaridi ad
- mannose (Man) R OO  ato contenL_Jto di
_: galactose (Gal) @ UL
‘}: Njac_elylr_:eurarr-inic acid
(sialic acid, or NANA)
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FUNZIONI DELLA GLICOSILAZIONE

La glicosilazione modifica solubilita, & una etichetta per ulteriori spostamenti in
altri compartimenti e sulla membrana plasmatica

Virus Bacterium "%, Lymphocyte
. .
\ % i
5 oS
g | Se
g -
=
) v ) ~ o0
Plasma \ @ ) .
8 membrane L9 P4 . ? v & g g
o protein \_ % Toxin ) (. O{' 3 <
3 b3 ) ) ) o
= ,C' - F 2 "/ ‘;/ %ﬁ “P selectin Q (@]
o . YO e AT / S S
= %:‘- 3 3 ii5es, °©
© AT NS L T s
O e _M:D © )W ,
7 (:D o 7 @ )
(-)(;j ” i ;
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Dal RER alla MEMBRANA PLASMATICA

Importanza dell’ orientamento delle proteine di membrana

o Nel lume del RE rugoso,
alla proteina sono aggiunti
gli zuccheri

@ La glicoproteina
& trasportata al complesso
del Gelgi, dove viene
ulteriormente modificata

Passaggio diretto o L
con vescicola di

trasporto
-
Complesso
del Golgi
Merbrana e Membrana
del complesso E : a : plasmatica

del Golgi - della cellula
—_— "

Vssuoola
di traspono

) Una vescicola k

di trasporto veicola
la glicoproteina alla
membrana plasmatica

@) La vescicola di.
trasporto si fonde con

la membrana plasmatica.
La catena di carboidrati
si proietta all'estemo |

Membrana
plasmatica ‘_‘\-«/

Dal RER al’ESTERNO della CELLULA

Percorso delle molecole destinate all'interno o all’ esterno della cellula

o ~N
Il reticolo endoplasmatico rugoso
& fittamente costellato di ribosomi,
i siti della sintesi proteica, che gli
| conferiscono il caratteristico aspetto
\

dal reticolo endoplasmatico trasferiscono
sostanze alla regione cis del Golgi.

/
=

Lume ‘apparato di Golgi agisce sulle proteme}

T Vescicole contenenti proteine provenienti

quindi le “indirizza” alle J

@S y \
deslmazn)m finali corrette.
Regione N : \
mediale 4

sintesi dei lipidi e modificazioni chimiche delle proteine. Proteine per uso esterno

[Nel reticolo endoplasmatico liscio avengono la
& alla cellula

plasmah(a

Esterno della cellula
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LISOSOMI

Vescicole membranose prodotte dall’apparato di Golgi (solo animali)

0,2-0,5 um

[
pH~7,2
CITOSOL

IDROLASI ACIDE
nucleasi
proteasi

glicosidasi

lipasi
fosfatasi
solfatasi
fosfolipasi

~_ pompa H*

[AoF] + @)

ATP

Enzimi che catalizzano la degradazione di
acidi nucleici, proteine e lipidi

Lisosoma Lisosoma
primario secondario

Che succede se un lisosoma si rompe e
rilascia le idrolasi acide nel citosol?
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Esempio del PERCORSO di una PROTEINA

Sintesi proteine

l

Prime modifiche

l

Vescicole di trasporto

l

Modifiche ulteriori

l

Impacchettamento

l

Vescicole di trasporto

Dove?

Dove e quali?

Tra chi?

Dove e quali?

Dove?

Tra chi?
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ESOCITOSI

Le vescicole si fondono con la membrana plasmatica rilasciando il contenuto

CITOSOL PARTE
ESTERNA
DELLA

CELLULA

Fase 1

Awvicinamento

della vescicola alla
membrana cellulare g

Vescicola
secretoria

Membrana Membrana
della vescicola l cellulare
Fase 2
Fusione delle

membrane

Proteine Proteine

della parte interna della parte

della membrana esterna
della
membrana

Fase 3
Rottura della
membrana
cellulare

Proteine

Fase 4 secretorie

Liberazione
del contenuto
della vescicold
all'esterno
della cellula.
La membrana
della vescicola
si integra

nella membrana
cellulare

" Awiene sempre o
e regolata?
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TIPI di SECREZIONE

SP;?:Z\“F:B lipidi della membrana
di nuova sintesi plasmatica di nuova sintesi . . .
per la secrezione \ vescicola Ricostituzione
costitutiva di trasporto
SR G della membrana
COSTITUTIVA p|asmatica/
/ fusione .
di membrana protelne
non soggetta
a regolazione membrana plasmatica
proteine della membrana
plasmatica di nuova sintesi
CITOSOL
segnale, come
reticolo @ Un ormone o un
di Golgi — neurotrasmettitore
trans e
trasduzione H H
del Segna,e . Secrezione di
SEGREZIONE ormoni, neuro-
T~ @ ______/ o 4  REGOLATA trasmettitori,
fusione ° H -
| insulina
- vescicola secretoria 01 Membrana
apparato di Golgi per laccumulo  S0998tia

di proteine
da secernere

a regolazione
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