CITOSCHELETRO

Reticolo di fibre proteiche (scheletro e muscolatura della cellula)

FUNZIONI

- Da forma alla cellula (p.e. neurone)

Membrana
plasmatica

Microfilamento - SRt/ - Sostegno alle membrane (plasmatica, nucleare)

Filamento
intermedio

Microtubuio—3 i A7&S- - Divisione cellulare

- Ancoraggio cellulare
- Continuita meccanica tra le cellule
" - Movimento della cellula

- Posizione e movimento degli organelli

* - Movimento dei materiali cellulari
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CITOSCHELETRO: TRE COSTITUENTI

Actina

Microfilamenti 7 nm
Filamenti
intermedi —_ === 8-12 nm
Microtubuli
25 nm
Tubulina

Ciascun costituente & un polimero di proteine.




FILAMENTI INTERMEDI

Sono le strutture pit robuste e durevoli. Danno forma e resistenza agli stress
meccanici (assenti nelle cellule vegetali).(?)

- Pit abbondanti nel i
citoplasma di cellule soggette
a stess meccanici (?)

- Pitt abbondanti nel ikl

citoplasma di cellule di forma
particolare (?)

Intermediate <=
filaments

FILAMENTI INTERMEDI: STRUTTURA

NH, COCH
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) @—'M\@ monomero (alfa-elica)
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regione ad elica « del monomero

NH, COOH
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@_-—-'%m dimero (spirale)
NH, COOH

N, COOH COOH i .
o == 4* tetramero (dimeri

N oo — Zon U sfalsati e antiparalleli)

tetramero di due dimeri sfalsati e antiparalleli #

) due tetrameri uniti in filamento con le estremita sfalsate sovrapposte

filamento (tetrameri con
estremita sovrapposte)
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corda (otto filamenti 7 ‘\ ot e sk i b ben
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FILAMENTI INTERMEDI: CATEGORIE

Le varie categorie dipendono dalla differente struttura dei monomeri

w-helical rod domain
r 1
amino terminus
\

carboxyl terminus
|

\ * * '.
keratins \M— — |
U

vimentin

neurofilament proteins E@_ — d %W

nuelear lamins W = i ]
HPPHCPC - i

regions containing heptad repeats

| strutture e funzioni

specifiche
CITOF'LASMATICl\ NUCLEARI
5 vimentina " .
cheratine e el neurofilamenti lamine nucleari
negli epiteli nel tessuto nelle cellule in tutte le cellule
connettivo, nervose animali
muscolare 5
e neurogliale

FILAMENTI INTERMEDI: CHERATINE

Conferiscono forza e resistenza agli epiteli soggetti a sollecitazioni meccaniche
Epidermide

Epitelio intestinale
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* strato corneo

cellula senza cheratina
(reti di cheratina legate da \

di ¢ y ! / ; V-

ponti disolfuro) - ® - @ >
. . LE CELLULE RESTANO INTATTE LE CELLULE S| STACCANO

(anche capelli ed unghie) E ATTACCATE TRA LORO £ ROMPONO
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FILAMENTI INTERMEDI: VIMENTINE

Conferiscono forma e integrita cellulare, ancoraggio degli organelli.

Pressocche ubiquitarie (soprattutto tessuto connettivo, muscolare e neurogliare).
Formano una rete che si estende dal nucleo alla periferia.

b. Filamenti intermedi

Cellule gliali

Neuroni

Fibroblasti primari

FILAMENTI INTERMEDI: NEUROFILAMENTI

| filamenti intermedi dell’ assone dei neuroni
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Alterazioni dei neurofilamenti sono una delle cause della SLA
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FILAMENTI INTERMEDI:LAMINE NUCLEARI

Formano un reticolo all'interno dell’involucro nucleare. Sostegno e forma al nucleo.

s

pol ) lamina
nucleare 25~ nucleare

CITOSOL
involucro nucleare

A

- Struttura meno statica rispetto agli
altri filamenti intermedi (mitosi)

Transcription

machinery L

-Regolazione della trascrizione
(che altro meccanismo puo regolare
la trascrizione?)
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MICROTUBULI

Sono le strutture pit grandi del citoscheletro. Forma tubulare.
Contribuiscono alla organizzazione dinamica della cellula.

Cellula nervosa Cellula di divisione Spermatozoo
. . c - -0~ ™
Servpno a coqrdmare il =\° > oi,l,,,/_ : S’;o
movimento di: " of ="
. . Re 5, e -
- materiale intracellulare o7 \
. d 9
- organelli o © o
. . Dendrite 1 Cellula migrante
- cellule in un fluido o
0° >
Assone T o

(A) CELLULA INTERFASICA

Si dipartono a stella da un
“centro organizzatore dei microtubuli (MTOC)”

centrosoma




MICROTUBULI: STRUTTURA

Monomeri B
(alpha-tubulina + beta-tubulina) &

Ete rod | mero (tubu"na) eterodimero di tubulina

(=subunita del microtubulo)

25 nm di diametro

protofilamento

estremita +
(beta-tubulina)

Microtubulo cavo

Protofilamento (13 protofilamenti)

estremita
meno

estremita :
(alpha-tubulina) @ (©  microtubulo
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MICROTUBULI: Tub-GTP e Tub-GDP

Il dimero di tubulina & sempre legato ad una molecola di GTP o0 GDP

a B
@) GTP-ap-tubulin | Interazione stabile con altri dimeri

O GDP-P—a.p-tubulin

(@) GbP-a.p-tubulin | Interazione labile con altri dimeri

Kinked (€11 Straighter

Nucleotide \ = Cp

exchange

Depolymerization Polymerization

Phosphate «— GTP
release hydrolysis

<— Increasing strain
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MICROTUBULI: DINAMICA

Allungamento ed accorciamento del microtubulo dipendono dal bilanciamento tra
velocita di associazione di tubulina-GTP <-> velocita di idrolisi di GTP

- g molecola
di tubulina
<+— Q@ conaGTP
~ legato
< i protofilamenti di tubulina a GDP

olecole di tubulina a GTP si
dalla parete del microtubulo

sono instabili e si staccano
iungono all'estremita del microtubulo

mol
agg
&
&
@
4

la tubulina a GDP
torna libera nel citosol

molecola
di tubulina
cappuccio a GTP :;Zr;gDP
ALLUNGAMENTO ACCORCIAMENTO
Entrambe le estremita dei microtubuli possono accorciarsi/allungarsi?
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MICROTUBULI: MTOC

Il centro organizzatore dei microtubuli (MTOC) € il centro di nucleazione
(solo cellule animali). Forse nelle piante 'involucro nucleare funge da MTOC.

Due strutture perpendicolari

o4 Fomeert oad W Berroten

siti di nucleazione 3 k
(anelli di tubulina y) o
Struttura 3x9 (+ 1)

~\ / Estensione a partire

dalla gamma-tubulina

//, \\
Quanti MTOC ha una

cellula?

coppia

di centrioli
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MICROTUBULI: ESEMPI di MTOC

4\
o o o >
0. BAS >
0 o o b e
o aj e V)
AN SN0 o (C) CELLULA CILIATA
/ Q Q\— 5 \
(A) CELLULA INTERFASICA (B) CELLULA IN DIVISIONE
corpuscolo
basale
centrosoma
poli del fuso Y H
1 salirles 2 Multipli

Come fanno i microtubuli ad avere lunghezze differenti?
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MICROTUBULI: VELOCITA’' DIFFERENTI

L'estremita - € bloccata dalla gamma-tubulina legata a proteine “cappuccio”

% 8 %

=
B-Tubulin o :.} 1
a-Tubulin o ':.4
- (7
ubulin dimer oy
bound to GTP ':
Tubulin dimer 3
bound to GDP ‘.
0.-_
'.
OOQ ol
- 0 -
M
I'- o
00 » P, ’:_
‘G
.t
y-Tubulin Q;
Capping .
proteins @

Paused microtubule (neither polymerizing
nor depolymerizing)

L'estremita + si allunga e accorcia in maniera non uniforme tra i vari microtubuli
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MICROTUBULLI: INIBITORI

Cellula in
divisione

Dato che i microtubuli sono
strutture molto labili, la loro
dinamicita puo essere facilmente
bloccata con degli inibitori

COLCHICINA «<——— origine vegetale ——— TAXOLO

(vacuoli) (corteccia)
Inibisce la polimerizzazione Inibisce la de-polimerizzazione
dei microtubuli dei microtubuli
(lega tubulina libera) (stabilizza i microtubuli)

entrambi sono antimitotici.
Che se ne fa la pianta? Perché venivano usati come chemioterapici (?)
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MICROTUBULI: PROTEINE MOTRICI

Mediano il movimento di materiali, organuli e cellule usando i microtubuli come binari

carico
coda
testa motrice

cHinesine. Movimento centrifugo

ESTREMITA
PIU

ESTREMITA
MENO

——— testa
motrice

coda DINEINE . Movimento centripeto

carico

microtubulo

catene leggere

e DOMINI:
- Testa: 2 catene pesanti (funzione motrice)
- Dominio centrale (snodo)

- Coda: 2 catene leggere (attacco del carico)

microtubule

estremita piu
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Meccanismo delle PROTEINE MOTRICI

Meccanismo a cicli sequenziali (richiesta di ATP)

Dineina: Chinesina:

- cambio conformazionale e distacco - la catena lega ADP (distacco)

- rilassamento e allungamento - 2a catena lega ATP (rotazione)
- trascinamento - 1la catena rilascia ADP (attacco)

- idrolisi di ATP: distacco 2a catena pesante

® AP
® ~Aorp

..
I
o @@ EEEEE Q0.

ATP ADP
®

rotation

MOVIMENTO di MATERIALE ed ORGANELLI

corpo cellulare

terminale
assonico
microtubulo assone j.
° \ e | Cosatrasportano
-

=9 ~0+® |e chinesine e le

o0
_ PR
- = > + . . .
° ~® [. '| e! dineine in un
° | I °
b r trasporto trasporto \.J neurone?
r-\ centripsto centrifugo

Per osservare il movimento:

e
Y it

inamosom

Perché non microscopio elettronico?




MICROTUBULI: CIGLIA e FLAGELLI

I microtubuli permettono anche il movimento di alcune cellule

guaina interna

il ciglia di NG § o\ [rexnd
U {':}

microtubulo —

un prOtiSta della coppia centrale | -

braccio interno
della dineina

| Microtubulo A microtubulo B |

(COS& spostano?) microtubulo esterno a doppietta
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MOVIMENTO di CIGLIA e FLAGELLI

nexina -
. ller like
proteine proverrhe
di connessione
¥ back and forth

beating

dineina

flessione [ff
—_—

passive part
in motion

basal body
Flagellum Cilia

Flagello Ciglia
(movimento a frusta) (movimento a remo)
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MICROFILAMENTI

Sono le strutture piu sottili e flessibili del citoscheletro.
Formano fasci sia paralleli che reticolari. Ruolo sia strutturale che dinamico.

Funzioni strutturali:

Funzioni contrattili:

Cortex cellulare Microvilli Fasci Anello
contrattili contrattile

Adesione e Movimento:

(su solid) Lamellipodi e fillopodi
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MICROFILAMENTI: STRUTTURA e DINAMICA
pumescwns @ e i
2 protismens o SRARBOARRRRCAYRP | 7~

in un elica)

Solo la G-actina legata ad ATP € in grado di polimerizzare

Idrolisi di ATP e
accorciamento
(estremita -)

allungamento
(estremita +)
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MICROFILAMENTI: PROTEINE INTERAGENTI

L'attivita e le funzioni dell’actina dipendono dalle proteine con cui interagisce.

monomeri
Esempi nei ( " SSe 5 —» . :-i-proteina che
vertebrati: R -Zel. sequestrai
proteina che monomeri
. forma nuclei Tl TIMOSINA
proteina che
frammenta i
filamenli e
GELSOLINA \ “ : E
P el proteina che
ilamenti forma fasci
di actina \ ALFA-ACTININA
T . prolelnd molore
I
legami crociati fra MIOSINA
i filamenti (nella
corteccia cellulare) proteina che si lega
FILAMINA lateralmente ai filamenti
proteina che forma un TROPOMIOSINA

cappuccio ad un'estremita.
bloccandola
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MIOFILAMENTI

Sono i filamenti che permettono la contrazione muscolare

3. Miosina testa

1. Tropomiosina 2. Troponina

B
coda

Fascio di miosina

G-actina

thin filament tropomyosin

£

o troponin
Miofilamento ! myosin (thick filament)
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MIOFIBRILLE

I miofilamenti si aggregano a formare miofibrille

Actina-tropomiosina- o Actina-tropomiosina-
troponina Fascio dll miosina troponina
S i
ey I .
Disco-Z SRRty | Disco-Z
Nty |
1

I l Movimento delle teste della miosina

- — e
e

Durante la contrazione i filamenti di actina e miosina scorrono gli uni sugli altri.
(Non c’é accorciamento dei filamenti).
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FIBROCELLULA MUSCOLARE

Thin (actin)
filament Z disc

Sarcomero
(unita strutturale
della miofibrilla)

Thick (myosin) |pand A band
filament - Sarcomere \

Sarcolemma

Piu fasci di miofibrille Sarcoplasma,
attraversano la cellula del
muscolo scheletrico Miofilamenti <5

Miofibrille B\ Striature




GIUNZIONE NEURO-MUSCOLARE

Ogni fibrocellula muscolare € innervata dal un motoneurone

Presynaptic
Axon of _/terminal

motor junction

Synaptic
vesicles

Neuromuscular
junction

Muscle fiber

Mitochondrion Postsynaptic
membrane

Myofibrils

- Esocitosi di acetilcolina (neurone)
- Recettore per acetilcolina (fibrocellula muscolare)
- Stimolo elettrico lungo il sarcolemma
- Rilascio di calcio dal reticolo sarcoplasmatico
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CICLO DELLA CONTRAZIONE

1)Fibra ariposo:latesta della : .
miosina non e attaccataall’actina Dove si blocca il ciclo

guando un organismo
muore (e finisce ATP)?

F ADP
g} La testa della miosinaritorna
suo orientamento originale _ : U4

™ Lirolis  dell’ATR/? — N
> % 2)Legame della testa
& miosina v dellamiosinaall’actina
ATP,

4)Rilascio della festa

della miosina dall*actina .
AN / Rilascio diADPePi e Ca?
Legame di ATP % & ~
”
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ALTRE STRUTTURE CELLULARI

Cortex cellulare: Dal cortex cellulare originano microfilamenti di actina
reticolo di microfilamenti di (differente orientamento) importanti per il movimento
actina legati da filamina

FIBROBLASTO /[1 =

A

Y BT R cortex lamellipodio fillopodio
> N l l
sotto la membrana % i E é %
plasmatica
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LAMELLIPODI e FILLOPODI

Determinano I'avanzamento della cellula su una superficie solida.

Lamellipodio Fillopodio

Sum
L’actina polimerizza sul fronte della L’actina polimerizza all'interno
cellula (lamelle) di sottili estroflessioni

Come fanno queste stutture a determinare il movimento cellulare?
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ADESIONE e MOVIMENTO CELLULARE

cortex actinico

Placche di adesione:

glicoproteine

margine guida  substrato

(lamellipodio)

transmembrana l

(integrine) che legano
actina e substrato

cortex in tensione

la polimerizzazione
1 dell’actina all’estremita piu

estende il lamellipodio

La miosina media
la retrazione della
cellula, facendo

scorrere in avanti

retrazione

-

I'actina. La tension

fa staccare la
placca di adesione

contatti focali
(punti di ancoraggio

delle integrine) I
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TIPI DI MIOSINE

Sono note circa 20 miosine differenti.
Si pensa che medino un movimento actino-dipendente.
La funzione della maggior parte delle miosine & sconosciuta.

Miosina Il (dimero)

ELC (essential Heavy
light chain) chain

Globular
head region

RLC {regulatory
light chain)

Coil of two
a-helical tails

Contrazione muscolare e
movimento della cellula

Funzioni di altre miosine: movimento degli organelli, funzioni sensoriali (vista e udito)

Miosina | (monomero)

Actin filament

Myosin | head

Myosin | tail

Membrane
vesicle

Adesione alle membrana (trasporto di

vescicole o scorrimento sulla m. plasmatica)
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MICROVILLI

I microfilamenti di actina partecipano alla
formazione dei microvilli di alcune cellule epiteliali

/

estremita + (P)
dei filamenti

Microvilli ———— 4
»

- membrana
plasmatica

Microfilamenti &
di actina

bracci laterali
di miosina |
e calmodulinal

2 I~ legami

Filamenti i
trasversali

D
% L. %
intermedi &ifv‘gﬁﬁ (villina e

o . fimbrina)
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SOMMARIO CITOSCHELETRO

[0 [
5 | 1

i
AALA/A
ST
NG

) I

v

25 um
FILAMENTI
INTERMEDI MICROTUBULI MICROFILAMENTI

diametro 10 nm diametro 25 nm diametro 7 nm

Funzione statica o Ciglia 0 microvilli? Interazione con
dinamica? dineina o miosina?
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Amoeba proteus & un eucariote
unicellulare che si muove mediante
estroflessioni della membrana.

Analisi dei dati

Nessuna -
Citocalasina B microfilamenti
Colchicina ??

Inibitore Elemento % cell. l

3%
95%
4%

Esperimento - CITOSCHELETRO

Il movimento ameboide é dovuto al citoscheletro.

La citocalasina B
. . € una sostanza
Citocalasina B c;pace di bloccare
la formazione
dei microfilamenti
che compongono
il citoscheletro.

'\

ESPERIMENTO

o~
e

Controllo:
iniezione,
Ameba 6—\—-\ ma senza
trattata con citoclasina B
citocalasina B
L'ameba trattatae [ L'ameba di
viva, ma assume una controllo &
forma tondeggiante ancora in
e non & piu in grado di
grado di muoversi muoversi




