Il citoscheletro:
Il movimento in una cellula eucariotica

Fonti: Sadava et al., 2014, 2019;
https://www.cellsalive.com/



Elementi fondamentali del citoscheletro
microtubuli, microfilamenti e filamenti intermedi

- SUPERFICIE CELLULARE Il citoscheletro di una cellula & composto da microfila-
S = Z menti, microtubuli e filamenti intermedi, tutti del cali-
= NUGEE B o — £| bro di qualche nanometro. La forma tondeggiante vi-

X e cino al centro di ogni microfotografia & il nucleo cellu-
lare. I tre elementi, di cui & mostrata la struttura mo-
lecolare sopra la rispettiva foto, si collegano per for-
mare il reticolo del citoscheletro, che si estende dalla
superficie cellulare fino al nucleo (gui a sinistra).

FILAMENTI INTERMEDI
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Fonti: Sadava et al., 2014, 2019; Reece et al., 2006



Microfilamenti, filamenti intermedi e microtubuli
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Fonti: Sadava et al., 2014, 2019



“Tensegrita”
la proprieta di adattamento del citoscheletro

Modello di tensegrita di una cellula co-
struito con cilindretti di legno e fili clasti-
ci. Come una cellula vivente, guesta strut-
tura (¢ il nucleo al suo interno) si appiatti-
sce quando aderisce a una superficie rigi-
da (a sinistra) ¢ assume una forma pin sfe-
rica se ¢ posta su un substrato flessibile.
corrugandone la superficie (@ destra).

Fonte: https://www.researchgate.net



Tensegrita:
modelli meccanici di cellule eucariotiche

Fonte:
https://lwww.researchgate.net




Microdil

Dimensioni degli elementi del
citoscheletro

complesso del poro

Micro llamert *
[flamem d acting

filamento
intermedio

7.5nm

DNA

subunita maggiore

diiGfoflamants - molecola lipidica

(ANAAANANAANANANNANANANNANANNANANANANNNNNG)

a-Tubulin
Tubulin dimer monomer monomer

(000000000000000000000000.

| e | —f
10 nm 2.5nm

Fonti: Sadava et al., 2014, 2019; Reece et al., 2006; Alberts et al., 2002



Microtubuli,
base del movimento cellulare
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Fonti: https://www.hhmi.org; http://plantphys.info



Assemblaggio e “treadmilling” (“scorrimento”) dei microtubuli

o- e ftubulina eterodimero subunita nella parete
del microtubulo

eterodimero
di tubulina

protofilamento

Fonti: Sadava et al., 2014, 2019; Alberts et al., 2002



Dimeri di a e B-tubulina, protofilamenti e microtubuli

tubulin o,p dimer ol oop Le tubuline sono proteine globulari di due tipi, a e 3, che in presenza di
| GTP si associano stabilmente, formando un dimero

| dimeri si dispongono in modo alternato, formando un tubicino
composto da 13 protofilamenti e con diametro 25 nm

wg sl (polimerizzazione del microtubulo) (Conde and Caceres, Nature 2009)
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Tubulin dimer
bound 1o GTP
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end

Shrinking microtubule

Paused microtubule (neither polymerizing
nor depolymerizing)

Nature Reviews | Neuroscience

La perdita di energia trasforma GTP in GDP e destabilizza i protofilamenti, depolimerizzando il microtubulo

Fonti:
Conde and Caceres, Nature Reviews Neuroscience 10: 319-332, 2009; https://www.researchgate.net



Microtubuli e centrioli
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FIGURA 4-22 Centrioli.
FIGURA 4-21 I Organizzazione dei microtubuli. (a) Nellaimmagine TEM i centrioli sono sistemati ad angolo retto, vi-
(a) | microtubuli vengono a formarsi all'interno della cellula per ag- cino al nucleo di una cellula animale che non si sta dividendo. (b) E
aitntadidimen diios;p=tubdlina ad unsiestremitardel cllindrg da notare |'arrangiamento 9 x 3 dei microtubuli. Il centriolo a destra

cavo. E da notare che il cilindro possiede una polarita. L'estremita
rappresentata nella parte alta della figura & quella a crescita mag-
giore o estremita piu; |’estremita opposta € la meno. Per ogni giro di
spirale sono necessari tredici dimeri. (b) Immagine al microscopio
ottico a fluorescenza confocale in cui i microtubuli sono visibili colo-
rati in verde. Il centro di organizzazione dei microtubuli (macchia

rosa) & visibile in vicinanza o sopra buona parte dei nuclei cellulari Fontl Sadava et al_’ 2014’ 2019’ SOlomon et al_’ 2014

(blu).

@ stato tagliato trasversalmente.




Collegamenti tra centrioli, microtubuli e
centromeri (con cinetocori) dei cromosomi

¥ (| microtubul cai cinetocori si
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Fonti: Sadava et al., 2014, 2019



Il centriolo (o centrosoma)
centro del movimento e dell’'organizzazione dei microtubuli
nella cellula animale

(0} Struttura @ un centrico

La struttura di un centricio
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Fonti: Sadava et al., 2014, 2019; Reece et al., 2006



Struttura dei centrioli e dei
microtubuli che li compongono

o < :
icrotubule cm';:: Centriolar tripiet Sedons longudinds Microtbull  Sedons rasversals
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Fonti: Solomon et al., 2014, 2019; Reece et al., 2006



Cilia (ciglia) e flagelli: la motilita negli Eucarioti
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Fonti: Sadava et al., 2014, 2019; http://www.zoology.ubc.ca



Struttura delle ciglia e dei flagelli
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Sezione di un ciglio (o di un flagello) a vari livelli
osservato al TEM
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Dal centriolo (corpo basale) al flagello

membrana plasmatica

coppie periferiche

sistema 9 + 2

centriolo (porzione
asportata per

mostrare la sezione
trasversale)

i microtubuli centrali del sistema
9 + 2 cominciano a questo livello

Fonti: Sadava et al., 2014, 2019, Alberts et al., 2002




La dineina sposta i microtubuli e genera un
movimento ondulatorio che fa oscillare il flagello
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Fonti: Sadava et al., 2014, 2019, Alberts et al., 2002



(a)

central singlet
microtubule -

plasma membrane

Organizzazione dei microtubuli e
delle dineine in un flagello

Fonti: Reece et al., 2006; http://www.zoology.ubc.ca



Dineine e microtubuli

FIGURA 4-24 Struttura delle ciglia.

Un ciglio (o un flagello) contiene microtubuli nella disposizione 9 + 2.
(a) Questa rappresentazione tridimensionale mostra 9 paia (dop-
pietti) di microtubuli attaccati tra loro, sistematiin un cilindro intorno
a due microtubuli non accoppiati. Le braccia di dineina, mostrate
ben separate per motivi di chiarezza, sono in realta molto piu vicine
fra loro lungo all’asse longitudinale. (b) Le braccia di dineina muo-
vono i microtubuli formando e rompendo i legami con i microtubuli
adiacenti, cosicché ciascun microtubulo “cammina” lungo il paio di

microtubuli adiacenti. (¢} Immagine TEM di una sezione trasversale Le d I nel ne SpOStano I m |Cr0tu bu II

delle ciglia che mostra la disposizione 9 + 2 dei microtubuli. (d) Im-

magine TEM di una sezione longitudinale di 3 ciglia del protista tramite un “powerstrOke”

Tetrahymena, un organismo molto usato per studi genetici. Alcuni

dei microtubuli interni sono ben visibili. |a CUi energia é fo rn ita dal | !ATP
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Fonti: Solomon et al., 2012, 2014, Alberts et al., 2002



Dineine e chinesine
strutture molecolari motrici associate ai microtubuli

La membrana plasmatica di un ciglio @ stata rimossa
par mostram & struttura assonemale dei microtubuli.

A\

La dinsina & stabiimente ancorata a
un componente cal citoschekto

{un microtubulko) e e provoca o
scommento rispetto a un compomente

@ Dinoina citoschelktrico contiguo.

—Micmotubulo

— Dineina

-

Molecola mofrice

Microtubulo :
{a) del citoscheletro (elimentarce A1)

Le molecole motrici aderenti a un microtubulo (o a un microfilamento)
slittano una sull'altra. Lo scorrimento di tubuli adiacenti fa muovere
ciglia o flagelli. Nella contrazione delle cellule muscolari, le molecole
motrici fanno scorrere microfilamenti anziché microtubuli.

R

Recettore per la molecola
motrice

I
Molecola mc/>/1rice Microtubulo
ib) {alimentata da ATP) del citoscheletro

Le molecole motrici che si attaccano ai recettori di un organulo possono
far muovere I'organulo lungo i microtubuli o, in acuni casi, lungo

i microfilamenti. Ad esempio, in questo modo le vescicole contenenti
neurotrasmettiton si portano all’apice degli assoni della cellula nenvosa.

. Le dineine si spostano sui microtubuli in direzione
retrograda con un andamento oscillante, come

) Chinesina : /\G:):cola
oorganukb
— (({ y
Chimasina

Micotubulo

La proteina motrice chinesina st ancora agh oanulio ale
vascicole e e trasporia ‘camminando” lungo il micictubulo,

Fonti: Sadava et al., 2014, 2019: Alberts et al., 2002
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Chinesine
motori molecolari che trasportano “carichi” sui microtubuli

Vescicola

Recettore
per la
chinesina

Chinesina
*m La chinesina “cammina” sul microtubulo con un
SR : % movimento “processivo” che richiede ATP,
trasportando un carico (“cargo”)

Microtubulo fermo

FIGURA 4-23 Modello ipotetico di motore di chinesina.

Una molecola di chinesina si attacca ad uno specifico recettore sulla
vescicola. L'energia fornita dall’ATP permette alla molecola di chi-
nesina di cambiare conformazione e di “camminare” lungo il micro-
tubulo, portandosi dietro la vescicola.
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Fonti: Sadava et al., 2014, 2019; https://www.hhmi.org



Le chinesine trasportano vescicole (“cargo”) lungo i microtubuli dell’assone della
cellula nervosa (trasporto assonale)

Light chains

L

el A\

FEEEEEEE.

Filmato

Le vescicole contengono neuromediatori

Fonti: Karp, 2009; Reece et al., 2006



Il trasporto tramite le chinesine avviene anche all’interno dello stesso flagello
(in questo caso non si trasportano mediatori ma proteine e materiali di ricambio)
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Cell BOdy @ )\ Licrotubules
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Fonte: http://www.wikiwand.com


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/b8/IFTsimplified.JPG
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/b8/IFTsimplified.JPG

Le chinesine possono usare i microtubuli anche per trasportare altri microtubuli
ed organizzare il citoscheletro

i Tl e, S o

§~~~~~~~~s~s~~~
+ B A o O S
AR S S S R E B B B

L T T . A T T T S T T

> oy S O o S LoF o o a4 4 4 > A ¥ S S S 4o S o SoF JaF JaF S > & & o
B S A B R R R R R R R SR R R R R R e R g
R R R R RS RS R R R R R R R R R R S R R R R T R BB
rtrtrtrtrts *¢f+¢ff+¢¢+¢¢*+%++++++4++¢¢#¢+4 rPrtrtrdrtriridsr
(S IS L L RS I S I S B L PSS S

Fonte: http://iopscience.iop.org



Microfilamenti,
ubiquitari “tuttofare” cellulari

Kedersha/ImmunoGen, Inc

Nancy

(b) 100 um

FIGURA 4-25 l Microfilamenti. ‘ \N Ny ' -

(a) Ogni microfilamento & costituito da due catene di molecole di ac- \ ‘ . i

tina intrecciate tra loro. (b) Questa fotografia al microscopio confo- ﬁ 1‘ ".; e et - .

cale a fluorescenza di un fibroblasto (cellula del tessuto connettivo) v“ b . ‘& ——— '*hﬁ M? 1

mostra molti fasci di microfilamenti (in verde). MIOI’OfIErTEﬂtI Imi
1}

Fonti: Solomon et al., 2014, Reece, 2006



| microfilamenti sono composti da actina,
la proteina piu diffusa nelle cellule eucariotiche

» o Actin + ATP
estremita meno Qoo O Actin+ ADP

estremita meno

estremita pid
= (B} (C) o estremitd piv

Anche i microfilamenti eseguono il “treadmilling”

Fonte: Sadava et al., 2014, 2019; Alberts et al., 2002



Struttura molecolare dell’actina e “treadmilling”
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Fonte: https://ghr.nim.nih.gov/gallery



| molteplici ruoli dei microfilamenti
“tuttofare”

Filopodium

@ Adnhesion sites -
Actin
Stressfiber +
Microspike

Protrusion

Retraction

Fonti: Sadava et al., 2014, 2019; Reece, 2006
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http://www.ebsa.org/npbsn41/pictures/sarcomere.gif
http://www.ebsa.org/npbsn41/pictures/sarcomere.gif

Miosina, actina, altre proteine, ATP e numerosi altri fattori collaborano
tra loro nella contrazione muscolare

with

Myosin complex
AlPase

ACHVATION
Aciin Helix
Tropomyosin
ATP
(W)
2+
P; Ca
¢
Troponin M2+
ADP 1

Fonte: http://www.sci.sdsu.edu
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Microfilamenti:
citodieresi e modificazioni citoplasmatiche

| mcrovilliche conedano Fapice dagh La struttura di un microvilio
enterocitiamplifizano notevolmenta

l'area attraverso ka quak avwiene
I'assorbimento intestinale dalie
sostanze nutritiva.

Una calctia di proteine @
appicata alfestemo distake
dai microfiamenti.

Microfilamenti fascicolati di actina
perconcno l'intera lunghezza

dal micrwillo consolidandone

la struttura.

Tramite lgami trasversi, queste
peculian proteine uniscono tia
loro le mokcok d actina e quindi
ancorano mciprocamente |
micrcfilamenti, connettendoli
incite alla membrana plasmatica.

Membrana
plasmatica

= Filamenti
/: intermedi

Fonti: Sadava et al., 2014, 2019; Solomon et al., 2014



Citodieresi (o citocinesi), separazione delle due cellule figlie

FIGURA 9-9 | Citocinesi in cellule animali
e vegetali.
\ | nuclei in entrambe le figure sono allo stadio di telo-
fase. Ogni figura & accompagnata a un disegno inter-
’ pretativo che mostra le correlazioni tridimensionali.

. ” . / (a) Questa immagine al microscopio elettronico a tra-
Nel Ia Cel | u |a ani male I anel IO d| 4 smissione mostra la formazione del solco di divisione
. . \ . : nel piano equatoriale di una cellula animale durante
Anello di la citocinesi. (b) La citocinesi avviene con la forma-
m ICrOfI Iamentl (perpend ICOIare microfilamenti zione della piastra cellulare in questa immagine al mi-
1 1 i contrattili croscopio elettronico a trasmissione di una cellula di
a.I fuso m |t0t| CO) d ete rm I n a Ia (filamenti di ) foglia di acero, Acer saccharinum.
. \ actina e miosina
separazione del citoplasma
Formazione
Nucleo della piastra
cellulare
Le vescicole si Piccole vescicole si Infine, si ha una Nuove pareti cellulari
dispongono sul fondono, formando sola grande (dal contenuto delle
piano equatoriale vescicole piu grandi vescicola vescicole)

Nella cellula vegetale la
separazione e determinata da
una serie di vescicole che
confluiscono dal centro alla
periferia (fragmoplasto)

Membrana Parete Formazione Nuove membrane
plasmatica cellulare della piastra plasmatiche (dalle
(b) cellulare membrane delle
vescicole)

Fonti: Sadava et al., 2014, 2019; Solomon et al., 2014



Solco di
divisione

Nelle cellule animali la citodieresi e effettuata “eonl)
. . . . . . . “Anello contrattile

da un anello di microfilamenti perpendicolari ai (actina e miosina)
microtubuli del fuso

Citodieresi cellula animale

)

Il sclco di divisione ha proneduto alka completa
saparazione del citoplasma diuna dealle due cellule
fole da quello dalaltra, noncatanta ke duae superic
cellulan siano ancora a contatto.,

. Microvilli

Microtubuf

icok é dastinata a fondersi
5 um per formare una piast@ di saparazione
! i fra Ffekemento callulare superiore e quello infercre.
170 pm

Fonti: Sadava et al., 2014, 2019; Solomon et al., 2014



| filamenti intermedi,
robusti “cordoni” composti da cheratine

Protofilamento

Subunita
proteiche

"
P
1 |
(b) 100 um r‘ “ rn
1

FIGURA 4-26 Filamenti intermedi.

(a) | filamenti intermedi sono bastoncini flessibili di circa 10 nm in I fi Iamenti intermedi non eseguono iI

diametro. Ogni filamento intermedio & costituito da protofilamenti

che aloro volta sono costituiti da subunita proteiche avvolte ad elica. treadml”lng, ma restano Stablll per mantenere

(b) In questa cellula umana isolata da una coltura tissutale, i filamenti

intermedi sono colorati in verde. n _ .
In posizione le strutture cellulari

Fonti: Sadava et al., 2014, 2019; Solomon et al., 2014



Struttura dei filamenti intermedi cappuccio

cappuccio
globulare regione centrale globulare
i N-terminale - A 3\ C-terminale
~ L1 L12 L2 P S

Polar coiled-coil dimer

{005 pm length)

2A 2B

Apolar protofilament ——
{2-3 nm diameter)

Irterrmediate filament
{10 nm diamater)

Figura 2. Assembly of keratin molecules into infermediate filaments

| filamenti intermedi sono costituiti da
cheratine, proteine filamentose che si
attorcigliano tra loro formando una
“treccia arrotolata” (“coiled coil”)

Fonti: Sadava et al., 2014, 2019; Alberts et al., 2002



| singoli “coiled coils” si aggregano in modo “sfalsato”,
conferendo robustezza e resistenza al filamento

21 nm 2nm 21 nm ) Central rad domain C
t — — Polypepticde 1~
. (Sa\-l ] A A ran. COOH Head lail
\S // Coiled-coil #
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[Himer

letramer

Protofilament wg wﬁ wa L‘
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[
Filament |

L

SRR

i Gl sy e
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Fonte: http://oregonstate.edu




Herrmann et al. Nat Rev Mol Cell Biol 8:562-573, 2007

| filamenti intermedi non si muovono, ma...

- mantengono in posizione le cellule e gli organelli
—> sono componenti essenziali delle giunzioni cellulari

microvilli

tight junction

adhesion belt

spot desmosome |

keratin filaments

gap junction

=0 ONM protein
=0 INM protein
Plakin-type cross-bridgin,
- molecnﬁlepe o

\) Nesprin

e |F-anchoring plagues
@ Actin-anchoring plaques

© Ribosome

— MFs
= IFs

D M

* Integrins
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Vo

hemidesmosome

)
i
i i —
] :’I|H h | 4 :
<. s
3 Fois
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\ ‘“I i |
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basal lamina

Fonti: Herrmann et al., Nature Rev. Mol. Cell Biol 8: 562-573, 2007; Sadava et al., 2014, 2019
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Giunzioni cellulari

Plasma membranes
of adjacent cells

Intercellular space

Intestinal lumen Microvillus
Transmembrane
B { S proteins
i \(T =
S St /h) (b)Tight junction
>4 S . Tight junction \
Zonula adherens
C'yioplasmic (c) Gap junction
. plaques - Gopyright ©2001 Benjamin Gummings, an imprint of Addison Wesley Longman, Inc.
: Desmosome N ==
i{ : N 2 Apical surface
: .»:~:. Intercellular - =
i filaments =
Lol Intermediate filaments > -
; | 2% in cytoplasm g
§ ¢ (¢) Tight junction
> I L l l Actin
\.‘.Ef
\ l G junction I
=4 Gap junctio Adherens junction
/
Basement membrane Aligned —
membrane Desmosome = IFs
(a) channels w-—
Extracellulér?natrix 9
Fonte: e e

Tsukita et al., Nature Rev. Mol. Cell Biol 2: 285-293, 2001
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Tipi fondamentali di giunzioni cellulari

Giunzioni occludenti
(“tight junctions”)

Giunzioni di ancoraggio:
“zonulae adherentes”,
desmosomi ed
emidesmosomi

Giunzioni comunicanti

Copyright © The McGraw-Hill C Inc.

required for

or display.

( &
Tight junction Membrane protein .. it
(zonula occludens) | Plasma membrane —<\/)

Microfilament Z
Adhering junction . =
(zonula adherens) Adhesion be"‘|:k
J 4

Intercellular space

Desmosome

(macula adherens) Gap junction

Protein plaque Pore

- Protein filaments

(“gap junCtionS”) :wdejr:(fr:‘nzzisma Plasma membrane
(®)
Gap jumtion Adheens jurtion Tight jurction Desmosome

Actin filamat

%ﬁa ’ keratin filammts

plasma menine

] H.\

Cadhein Proteincompkx Cadhein

Fonte: Tsukita et al., Nature Rev. Mol. Cell Biol. 2001



Giunzioni occludenti
(“tight junctions”)

Il compito delle giunzioni occludenti &
guello di sigillare gli spazi intercellulari,
impedendo il movimento incontrollato dei
soluti tra una cellula e I'altra

Sono costituite da file di proteine di
membrana interconnesse e disposte in
una fitta rete

Le piu comuni tra queste proteine sono le
“occludine” e le “claudine”

Tight
junetion
Adherens
junction

Desmosome )E‘-—-—

I Intermediate filaments |47

Gap junction

i

Extracellular

space between basement membrane Mocus layer{
cells i ’
Copyright & 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings. Aplcalside
Basolateral
surface

.ﬂﬁ SEULIHIIREY

n ) Microvilli
. }\f Tight junction # 605 ,( =7
i 5 :.- ) m»\

5 Interlocking
1] s junctional proteins

L

Desmosome

Intercellular space

1 (a) Tight junction

— Plasma membranes
of adjacent cells

) .:'— Gap junction
‘
Underlying j

Lumen

Tight junctions

Protein complex

Occludin
Claudin 1
E-cadherin
Z0-1
JAM-1
Catenins
Cingulin
Actin

JAMA

Fonte: Tsukita et al., Nature Rev. Mol. Cell Biol. 2001



Giunzioni di ancoraggio: “zonulae adherentes”

Adherens Junctions
(Zonula adherens)

- Il compito di queste giunzioni e di ancorare le
cellule tra loro in posizione basale

- Sono costituite da filamenti di actina, da
caderine (Calcium-dependent adhesion
proteins) e da catenine

Cadherin

Fonte: Alberts et al., Molecular Biology of the Cell, Garland Science, California 2007



Giunzioni di ancoraggio: desmosomi ed emidesmosomi

Il compito dei desmosomi € quello di “punti di
saldatura” tra le cellule

Attachment plaque
desmoplakin
plakoglabins

Sono costituiti da filamenti intermedi (cheratine)
nella regione citoplasmatica e da caderine e (e famert
desmoplachine nella placca di adesione

Keratin
(eytoskeletal filaments)

Desmosome adhesion

extracellular space

adhesion protein

extracellular space

desmoplakin

Keratin

Fonte: Tsukita et al., Nature Rev. Mol. Cell Biol. 2001



Giunzioni comunicanti (“gap junctions”)

Le giunzioni comunicanti (dette anche
“giunzioni serrate”, o “nexus”) hanno il compito
di sincronizzare le comunicazioni tra cellule,
aprendo o chiudendo i connessoni, grandi
complessi canale multiproteici

Ciascun connessone e costituito da 6
connessine, proteine che attraversano piu
volte la membrana

Lo spostamento delle connessine apre e
chiude il canale tra i connessoni

Le “gap junctions” sono particolarmente numerose
tra | blastomeri (durante la segmentazione) e tra gl
spermatidi (durante la spermatogenesi): il loro ruolo
e quello di facilitare le comunicazioni tra cellule e
sincronizzare le divisioni cellulari

Fonte: Alberts et al., 2007
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Proteoglycan Proteoglycan

molecule complex Collagen fiber
Strutture extracellulari \A / Z‘l'éii‘iﬁ"”“”’
(situate all’esterno della cellula) , %

Sono collegate al citoscheletro ma non ne sono parte

nuuou.. ‘

La matrice extracellulare (ECM) e costituita da proteine
fibrose (collagene ed elastina) e polisaccaridi complessi

(glicosamminoglicani, GAG) :1'::1";%{

Integrin  Microfilaments of cytoskeleton
Gopynight £ Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.
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Fonti: https://www.researchgate.net; Reece et al., 2006



