IL CITOSCHELETRO
FUNZIONI

Controlla e modifica in relazione all ambiente la
forma cellulare

Esercita una trazione det cromosomi nella divisione

cellulare e taglia la cellula in divisione in due
Spinge e guida il traffico intracellulare di organelli
Sostiene la membrana plasmatica
Permette il movimento cellulare
Guida la crescita della parete vegetale




TRE TIPI DI PRINCIPALI FILAMENTI

PROTEICI

« Microfilamenti che determinano la forma della cellula e
sono necessari per la locomozione

« Microtubuli che determinano la posizione degli organelli
racchiusi da membrana e dirigono il trasporto
Intracellulare

e Filamenti intermedi che forniscono forza meccanica e
resistenza agli stress

Questl componenti sarebbero inefficacl Iin assenza di proteine
accessorie , tra cul I motori proteicli
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Proprieta delle tre classi di fllamenti cltoscheletricl

Proprieta Microfilamenti Microtubull Fllamentl intermedi

Monomero Actina Tubulina o & B Proteine varie, tessuto-specifiche
Tipo di filamento Filamento ad elica Cilindro cavo Corde intrecciate

Diametro (nm) 7 25 10-14

Struttura Conservata Conservata Diversa (subdomini conservati)
Espressione Eucariofi Eucarioti Eucarioti (no lievito; no protozoi?)
Solubilita Alta Alta Bassa

Polarita Sl Sl Mo

Localizzazione Citoplasma Citoplasma Citoplasma, nucleo (lamineg)
Proteine associate  Parecchie Parecchie Poche

Fosforilazione Limitata Limitata Estesa

Farmacl che agiscono sul cltoscheletro:

Stabilizzanti Falloidina Taxolo lgnoti

Destabilizzanti Latrunculina, citocalasina Colchicina, colcemide lgnoti

swinolide

vinblastina, vincristina,
nocodazolo




| TRE TIPI PRINCIPALI DI FILAMENTI PROTEICI CHE FORMANO
IL CITOSCHELETRO
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25 um

1
25 nm

| filamenti intermedi sono fibre simili a corde
del diametro di 10 nm circa; sono costituite
dalle proteine dei filamenti intermedi, una
grande famiglia di molecole piuttosto
eterogenea. | filamenti intermedi di un certo
tipo formano un tessuto subito sotto la
membrana nucleare, che si chiama lamina
nucleare. Altri tipi si estendono nel citoplasma,
irrobustendo le cellule e distribuendo le
sollecitazioni meccaniche cui va soggetto il
tessuto epiteliale; a questo scopo attraversano
tutto il citoplasma da una giunzione cellulare
all’altra. (Foto al microscopio gentilmente
concessa da R. Quinlan.)

25 nm

| microtubuli sono lunghi cilindri cavi costituiti
da una proteina, la tubulina. Hanno un
diametro di 25 nm e sono pil rigidi dei
filamenti actinici o di quelli intermedi. |
microtubuli sono lunghi e dritti; generalmente
presentanco una estremita attaccata a un unico
centro organizzatore dei microtubuli, il
centrosoma. (Foto al microscopio gentilmente
concessa da R. Wade.)

25 nm

| filamenti actinici (noti anche come
microfilamenti) sono polimeri elicoidali di una
proteina, I'actina. Si presentano come strutture
flessibili, del diametro di circa 7 nm, e si
organizzano in tutta una serie di fasci lineari,
reti bidimensionali e gel tridimensionali. Pur
trovandosi sparsi per tutta la cellula, i filamenti
di actina si concentrano particolarmente nel
cortex, subito al di sotto della membrana
plasmatica. (Foto al microscopio gentiimente
concessa da R. Craig.)



Microfilaments Microtubules Intermediate Filaments
Actin binds ATP oB-tubulin bind GTP bl

Form rigid gels, networks,
and linear bundles

Rigid and not easily bent

Great tensile strength

Regulated assembly from a

Regulated assembly from a small

Assembled onto

large number of locations number of locations pre-existing filaments
Highly jynamic Highly jynamic Less dtnamic
PoIaJrrized Polatzed Unpoltrized
v v v
Tracks for myosins Tra;l;zfg;ll:ie?::ins No motors

v

v

v

Contractile machinery and
network at the cell cortex

Organization and long-range
transport of organelles

Cell and tissue
integrity

Figure 18-1a
Molecular Cell Biology, Sixth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Processo della polimerizzazione dell’actina in provetta

nucleazione allungamento stato stabile allungamento stato stabile
(fase di latenza) (fase di crescita) (fase di equilibrio) (fase di crescita) (fase di equilibrio)
100 . 100 y
cc(;pcentraznor)e 1 o 0 C, non cambiata o
i monomeri
: A dall’aggiunta dei nuclei
allo stato stabile = C;-~-- -z g’.bi'&aab‘fé’&%qaa L - v ; ‘090&9@@5@9@0&9@

subunita
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di actina con subunita
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filamento
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9% di subunita di actina nei filamenti

7
@ filamento di actina ©
con subunita
che entrano ed escono

O filamento
d| actina in crescita

A

tempo dopo I'aggiunta di sale —

tempo dopo I'aggiunta di sale ——

Allo stato stabile la velocita di aggiunta di subunita e uguale a
quella di dissociazione . La concentrazione di subunita libere
In soluzione e chiamata concentrazione critica.



MICROFILAMENTI

estremita piu molecola di actina
estremita
piu
estremita meno
estremita

meno

(B)



Figura 2.85 Modello della actina G. La ricostruzione della
molecola tramite cristallografia prevede che possa formare un allog-
giamento per un nucleotide (ATP o ADP) e nel complesso assuma una
conformazione bilobata.

/ | G. De Leo, S. Fasano, E. Ginelli
. Biologia e Genetica Il Ed.
EdiSES

EdiSES




DP

actina & actina
con ADP Iegato con ATP legato
o LT 3

s
P.

* L’actina lega ATP o0 ADP

o L’tdrolisi dell’ATP favorisce la depolimerizzazione



NUCLEAZIONE ACTINA
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¢ % Gﬁ 9-‘-5 @ Proteine nucleanti
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A curadi Lewin et al., CELLULE, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2




Location:

Fimbrin

Microvilli,
filopodia,
focal adhesions

a-actinin

9

Stress fibers,
filopodia,
muscle Z line

Cell cortex

Spectrin

Filamin
’mw Leading edge,
stress fibers,
filopodia
. Plasma Linkiqg memb!'ane
Dystrophin membrane Proteins to actin

cortex in muscle

Figure 17-18a
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Movimento ameboide

cortex actinico margine guida  substrato
(lamellipodio)

la polimerizzazione
| dell’actina all’estremita piu
estende il lamellipodio

movimento dell’actina monomerica

miosina Il
retrazione .
- ( {
r e U —
7

contatti focali
(punti di ancoraggio

delle integrine) ‘




(A) cellula quiescente (B) attivazione con Rac (C) attivazione con Cdc42

Attivazione con Rac: formazione lamellipodi
Attivazione con Cdc42: filopodi



MIOSINA: MOTORE ASSOCIATO ALL’ACTINA

MIOSINA II: cellule muscolari

(A) molecola di miosina Il

(B) filamento di miosina ll teste miosiniche




ACTINA E GIUNZIONI

Nelle giunzioni aderenti
(cellula-cellula) le caderine
legano catenine e poi actina

Il collegamento di caderine
classiche ai filamenti di
actina

dimero di
caderina

membrana
plasmatica



ACTINA E GIUNZIONI : ADESIONI FOCALI

Alcune giunzioni di ancoraggio attaccano le cellule alla matrice
extracellulare invece che ad altre cellule.

Sono facili da vedere nei fibroblasti in coltura

proteina della matrice extracellulare

diintegrina N\

membrana
plasmatica

o
SMA

o-actinina, taling
o filamina

10 um

filamento

vinculina
di actina

Le integrine.



| microtubuli sono polimeri di tubulina

Vista laterale
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| legami laterali rendono resistente un microtubulo

B Legame longitudinale B [ cgame laterale

In un protofilamento isolato tutti i
legami hanno la stessa forza e la
stessa probabilita di rompersi

............... l
#}% d) p% Frammentazione

Protofilamento

In un microtubulo, le subunita situate
alle estremita sono mantenute in
posizione da un numero minore di
legami rispetto a quelle che si trovano
nella porzione centrale

Le subunita vengono addizionate
e sottratte soltanto a livello
delle estremita

A curadi Lewin et al., CELLULE, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2008 7119
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Microtubulo

Oligomeri Protofilamerto Foglietti Microtubulo
in allungamento

di tubulina di protofilamenti in chiusura

Figura 2.91 | microtubuli in vitro si assemblano a partire da dimeri di tubulina ap. Una molecola di tubulina a ed una mole-
cola di tubulina B si associano strettamente a formare un eterodimero afi. Inizialmente essi si aggregano casualmente in ocligomeri (1) e solo in
seguito si formano delle strutture lineari che sono i singoli protofilamenti (2); unendosi tra di loro lateralmente i protofilamenti formano dei
foglietti (3) e, successivamente, i foglietti formati da |3 protofilamenti si chiudono a formare un tubulo (4); una velta chiuso, il microtubulo pué

allungarsi per aggiunta di altre subunita alle estremita (5).




molecola
di tubulina

Microtubuli strutture

la polimerizzazione procede
pil

velocemente dell'idrolisi di GTP

dinamiche possono crescere
O aCCOrCiarSi- INSTABILITA, MICROTUBULOINAEES:::::NTO
DINAMICA

@

L
i protofilamenti d| tubulina a GDP
sono instabili e si staccano
dalla parete del microtubulo

Dipende dalla capacita della

tubulina di idrolizzare GTP

la tubulina a GDP
torna libera nel citosol

molecola
di tubulina
con GDP
legato

MICROTUBULO IN ACCORCIAMENTO



MICROTUBULI E FUSO MITOTICO

Fuso mitotico di una cellula in divisione

7\\'&;. LO DEL FUSO
! \“"'"., Microtubuli
ENF \ del cinetocore

Microtubuli
polari

/ Microtubuli
astrali

A curadi Lewin et al., CELLULE, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2008
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La polimerizzazione della
tubulina nucleata nasce
da complessi ad anello di
y-tubulina dal lieviti
all’uomo In un centro
organizzatore del
microtubuli, (MTOC) o
centrosoma
generalmente uno e
vicino al nucleo

v-tubulina
a-tubulina
B-tubulina

proteine accessorie
in un complesso ad anello
(A) di y-tubulina



siti di nucleazione
(anelli di tubulina v)

IL
CENTROSOMA

coppia
di centrioli

(A) (B) microtubuli che crescono da
complessi anulari di tubulina y
del centrosoma



Centrioli

coppia di cilindri cavi perpendicolari, fatti da 9 triplette di
microtubuli (a, 13; b, ¢ 11 protofilamenti)

Duplicati prima della divisione cellulare, formano il fuso
mitotico




MOVIMENTO CON PROTEINE MOTORE

DINEINE E CHINESINE

carico
coda
testa motrice

ESTREMITA
MENO

CHINESINE

ESTREMITA
PIU

o testa

<= '
microtubulo motrice
carico



Ciglia e flagelli:
microtubuli stabilizzati

Photosynthetic chloroplasts are prominent
features in a typical Fuglena cell.

i
Stored polysaccharide
from photosynthesis

| Contractile
Photoreceptor vacuole

Protozoo flagellato



Fibre proteiche: resistenza meccanica a cellule e tessuti
Elementi piu stabili del citoscheletro

Importanti in cellule soggette a stress meccanici

L T
4 4

/CITOPLASMATICI\ NUCLEARI
cheratine . vime.ntinal . neurofilamenti lamine nucleari
e vimentino-simili
negli epitel nel tessuto nelle cellule in tutte le cellule
connettivo, nervose animali

muscolare
e neurogliale



18-1 The Major Classes of Intermediate Filaments in Mammals

CLASS PROTEIN DISTRIBUTION PROPOSED FUNCTION
! Acidic keratins Epithelial cells

Tissue strength
I Basic keratins Epithelial cells and integrity

n Desmin, Muscle, Sarcomere Dense bodies Z disk Z disk
GFAP, glial cells, organization,
vimentin mesenchymal cells integrity
Smooth muscle Skeletal muscle

v Neurofilaments Neurons Axon organization —_———

(NFL, NFM, and NFH) %A e —

Xxon
\') Lamins Nucleus Nuclear structure
and organization
Nucleu:

Table 18-1
Molecular Cell Biology, Sixth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Assemblaggio dei filamenti intermedi

Monomeri

Dimero | dimeri si formano

NH, 3SEsEsEsEssg COOH in parallelo e
j&—— 45 nm —>} a registro

| tetrameri si formano

NH, b ot 'Z:C}OH[\“_|2 da dimeri antiparalleli

e sfalsati

FILAMENTO
di lunghezza unitaria

di otto tetrameri

[ Si formano brevi filamenti |

"""""""""""""""""""""""" l U] Le unita interagiscono estremita m°
contro estremita formando un
FILAMENTO filamento immaturo poco compatto
IMMATURO

FILAMENTO (Compattazione)

MATURO

9130



proteine della
famiglia delle caderine

placca citoplasmatica
composta da proteine
di ancoraggio intracellulare

| filamenti intermedi sono
presenti nelle giunzioni, nel
desmosomi (cellula-cellula)
e negli emidesmosomi
(cellula-matrice) o e

citoplasmatica

spazio
intercellulare

membrane plasmatiche
©) interagenti

desmogleina desmocollina
membrana
plasmatica
filamenti — SEazio
. S EXTRA-
e CELLULARE
desmosomi — CITOPLASMA
che connettono
due cellule plakoglobina
desmoplakina
: y (D) filamenti intermedi
A [ (B) L 1
10 um



Teste globulari
o “piedi” ce-elica avvolta
A%

FaN
s Al

Catena pesante

Regione di : Catena
connessione leggera
Sito di legame flessibile
per L’ATP

a)

Stelo
) _ Il “piede™
Reg1one_d1 - anteriore
connessione ' lega una nuova
flessibile subunita

di B-tubulina

“Piede” Il “piede” posteriore
posteriore si muovera in avanti

b)

Figura 2.92 Le proteine motrici permettono il movi-
mento lungo microtubuli e microfilamenti. (a) La strut-
tura di un proteina motrice prevede una regione globulare o dominio
motore, che lega la molecola di ATP, ed uno stelo. (b) La proteina
motrice € capace di avanzare su un filamento; mediante l'idrolisi di
ATP, una testa globulare della molecola si distacca dalla molecola di
tubulina e si sposta in avanti, seguira il movimento della seconda testa
globulare che fara avanzare tutta la molecola lungo il microtubulo.

| G. De Leo, S. Fasano, E. Ginelli

E‘f’:’——ﬁa Biologia e Genetica Ill Ed.
EdiSES
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Proteine associate ai microtubuli

Dineina citoplasmatica ~ Movimento verso l'estremita negativa
del microtubulo

Dineina assonemale Attivazione dello scormimento dei mi-
crotubuli nel flagello

Kinesina Movimento wverso lestremita positiva
del microtubulo

Proteine associate ai microfilamenti

Miosina |, monomero Movimento lungo il filamento di actina

Miosina I, filamento Movimento lungo il filamento di actina
nel sarcomero della cellula muscolare

Tabella 2.6 Alcune proteine motrici delle cellule euca-
riotiche.

i /.| G. De Leo, S. Fasano, E. Ginelli
. Biologia e Genetica Ill Ed.

EdiSES
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(b) Myosin Il (c) Head and neck domain
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Figure 17-20
Molecular Cell Biology, Sixth Edition
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La miosina Il forma i filamenti spessi

MIOSINA II

Regione ammino-terminale
Motore (Testa) —L

Collo/regione cerniera

Regione Coda (Dominio regolatore)

carbossi-terminale (Elica superawvolta)
) o [ 5953535353535 3535 35353 ISISISISSS 27" CATENE

FILAMENTO SPESSO BIPOLARE

Teste della
v~ Miosina

: Code della :
; miosina ;
: ZONA NUDA:

Miosina Il ha 4
sottoclassi: miosina
I1, citopl non
muscolare, muscolo
cardiaco, muscolo
striato, del muscolo
liscio.
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Le miosine possiedono domini diversi

DOMINIO MIOSINA
DELLA CODA
s lega ad altre I DOMINIO
oroteine REGOLATORE

(Braccio della leva)
CATENE LEGGERE

Conferiscono t\bilité)

DOMINIO
MOTORE

cellulari




Proteine motrici dei microtubuli: 2) Chinesine

dominio motore

500 amminoacidi

CHINESINA (negli esseri umani ce ne sono 40)

Ruoli specifici nella formazione dei fusi mitotici e meiotici e
nella separazione dei cromosomi durante le divisioni cellulari



Proteine motrici dei microtubuli :3) Dineine

Non sono correlate alle chinesine, sono motori verso estremita
meno

Possiedono due o tre catene pesanti con dominio motore e un grande
numero variabile di catene leggere.

catene leggere

dineina = catene
pesanti

estremita meno estremita piu
L >~_ |
10 nm
(A) =Y
((((



Il lavoro di dineine e chinesine

carico
coda
. CHINESINE
testa motrice

ESTREMITA ESTREMITA
MENO PIU
testa
<= <= _
microtubulo motrice
carico



CONFRONTO TRA'T CICLI MECCANOCHIMICI DI
CHINESINA E DI MIOSINATI

testa
0 testa

anteriore

posteriore

chinesina

attaccata

staccata

MENO PIU i idrolisi
(A) CHINESINA
m @ [ADP| miosina

attaccata

staccata

L —- - —L
IADP >~ COLPO DI
i ) POTENZA

12

> 4
ESTREMITA filamento di actina ESTREMITA
MENO PIU

(B) MIOSINA

ciclo
di idrolisi



Direzione di movimento

Ve
Ponti trasversali / Vescicola \\

J/

Direzione di movimento

@6 3

Figura 2.94 Kinesina e dineina. (a) Micrografia elettronica di una molecola di dineina ed una di kinesina. (b) Queste proteine che risul-
tano molto complesse, si legano ai microtubuli e li percorrono in direzione opposta: rispettivamente la dineina verso |'estremita minus e la kinesina
verso |'estremita plus.

I ——)
0,1um

/.| G. De Leo, S. Fasano, E. Ginelli
& Biologia e Genetica Il Ed.
EdiSES
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MIOFIBRILLA e una struttura cilindrica con una serie di unita
contrattili, 1 sarcomeri

©88-087¢
Si alternano c}scoz disco\Z
1 1 HH titina linea M miosina (filamento spesso)
filamenti sottili - / topomoctina o
(actina) legati al T DT (e
""" DRI RD LN o
disco Z a > RGO RN nA R L R
WW m mwm\
.. e ( W W‘ﬂ’&\
estremita del Bl i i W‘m\““\ w__& "‘“‘“\ Y i -
— ‘ ';‘:lﬁ'l)'l;‘i: —_'\\\‘\‘««\«‘\“‘
sarcomero e G P P e wwmm m@ R TR T TR R R TR T TR s TR
H . - t t meno
fl Iamentl SpESSI gis;rg?,'ta nebulina e actina (filamento sottile)
- - filamento
(mIOSIna ”) di actina

|l muscolo cardiaco e il liscio hanno sarcomeri ma non cosi regolari
Sono presenti molte ed importanti proteine accessorie

tropomiosina nella scanalatura dell elica dell actina
troponina tre polipeptidi T(tropomiosina), | (inibizione), C (calcio)




Un segnale passa al muscolo scheletrico dal suo nervo motore. 11
segnale del nervo scatena un potenziale d’azione nelle membrana

Questa
eccitazione
elettrica si
diffonde ai

tubuli T del
reticolo
sarcoplasmati
co, scatenando
la liberazione
di calcio

plasmatica della cellula muscolare

LUME DELTUBULO T
(SPAZIO EXTRACELLULARE)
membrana depolarizzata

proteina sensibile al potenziale del tubulo T
membrana ++++ 77
polarizzata |:
del tubulo T o o

potenziale
CITOSOL d'azione

membrana del
reticolo sarco-
plasmatico

0
canale di passaggio dely 0 ©
Ca* 0,9 000 0
LUME DEL

RETICOLO SARCOPLASMATICO



LUME DEL TUBULO T
(SPAZIO EXTRACELLULARE)

membrana depolarizzata
proteina sensibile al potenziale del tubulo T

membrana + 4+ + + [
polarizzata |:
del tubulo T R N
potenziale Ooo o
d’azione o o
CITOSOL O%g o o 35nm
OO OC32+

membrana del
reticolo sarco-
plasmatico

canale di passaggio del5 0 © o o 0950
Ca®® 0,9 000 0° © ©

LUME DEL
RETICOLO SARCOPLASMATICO

L’aumento della concentrazione del calcio e temporaneo perché

esso & pompato rapidamente indietro (entro 30 MSsec) nel
reticolo sarcoplasmatico da una pompa del calcio dipendente da
ATP (Ca?*-ATPasi)



A curadi Lewin et al.

Il complesso troponina/tropomiosina regola la contrazione dei muscoli striati
’C omplesso Longitudinale

della troponina Tropo- Tropo-
I_L|| miosina : e .
T modulina /Sezione
Cal — £ trasversale
D\ L3

La tropomiosina blocca il sito
di legame per la miosina

Miosina

. . MIOFIBRILLA
filamento sottile filamento sSpesso
o W ==y = c e
st fgri':-shbj‘gi’:ﬁt_ < =ty =37

v T
r\_,.L,_;
- - e o) -y :‘

St o = - : N TP, D
e N gt ot IR NN N 3

Il legame di Ca?* alla tropomiosina
espone il sito di legame dell’actina
per la miosina

La miosina si lega all’actina
e si verifica la contrazione

J
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Struttura dell’assonema di un flagello

) Corpo Sezione trasversale
L.“,] cellulare Doppietta esterna
)|

/i
—_—
y

| Flagello

3 Doppietta
aina o esterna
interna - E

Braccio
radiale

: 1Gua‘inal
~_interna
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DINEINA CIGLIARE
9-12 catene polipeptidiche




CORPI BASALI

(B)

rutture chiamate COI'pl basall radicano fermamente le
ciglia e 1 flagelli eucariotici alla superficie cellulare.

Essi hanno la stessa struttura dei centrioli, con NOVE
triplette di microtubuli periferici .




Come gia detto molte cellule si muovono
strisciando su un substrato solido: moto ameboide
coinvolgendo il citoscheletro, In particolare |
filamenti actinici

Le Amebe
| macrofagi e I neutrofili
Gli osteoclasti
| fibroblasti




