Citologia Animale e Vegetale (corso A - I. Perroteau) - citoscheletro

Cltoschelelro
Miickeitulbull
(clglia @ agelli)

Citologia Animale e Vegetale (corso A - I. Perroteau) - citoscheletro

D Filamenti
intermedi

Plasma
Membrane

v g
Endoplasmic A E Microtubule

Reticulum “ : s
Mitochondrion

Ribosomes % .‘
v~

Mlcvohlammﬂs

ann mlermcd-alc

11 citoscheletro svolge il ruolo di
impalcatura intracellulare.

11 citoscheletro ¢ una struttura dinamica coinvolta in primo luogo nella forma delle
cellule ma anche nel loro funzionamento, nella disposizione intracellulare degli
organelli e nei trasporti intracellulari di organelli e molecole, nella migrazione
cellulare, nella struttura e il movimento di flagelli e cilia, nella divisione cellulare.
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10 pm

citoscheletro

Microtubuli

Microfilamenti

Due reazioni di immunoistochimica di cellule eucariote con anticorpi anti-actina
(rosso) e anti tubulina (verde) e con la marcatura della cromatina in blu

1l citoscheletro e presente in tutte le cellule eucariote e
recentemente é stato anche identificato in cellule procariote.
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11 citoscheletro ¢ composto di 3 tipi di filamenti che si differenziano per

composizione e dimensione:

Tubulin _
subunit

25nm

W
)

8-10 nm =

Microtubule

Actin
filament

(microfilaments)

Intermediate
fiament

Comuni a tutte le cellule

Lamina nucleare +

Diverse tipologie a secondo
del tipo cellulare
(neurofilamenti,
citocheratine)
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| filamenti intermedi sono fibre simill 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

[E—
25nm

I microtubuli sono lunghi cilindri cavi costituiti
da una proteina, la tubulina. Hanno un
diametro di 25 nm e sono pili rigidi dei
filamenti actinici o di quelli intermedi. |
microtubuli sono lunghi e dritti; generaimente
presentano una estremita attaccata a un unico

[em—
25nm

| 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

centro dei il

i sparsi per tutta la cellula, i filamenti
i el

nucleare. Altri tipi si nel
irobustendo 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.)

(Fotoal
concessa da R. Wade.)
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diactina si par n

cortex, subito al di sotto della membrana
(Foto al mi

concessa da R. Craig.)
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Microtubules are tubes made up of spiraling, two-part subunits. It is made
of tubulin. It aids in chromosome movement, movement of organelles, and
the movement of cilia and flagella.

MICROTUBULES

25 um

Microtubules are long, hollow cylinders

made of the protein tubulin. With an outer

diameter of 25 nm, they are more rigid than

actin filaments or intermediate filaments.

Microtubules are long and straight and

typically have one end attached to a single

microtubule-organizing center called a

centrosome. (Micrograph courtesy of Richard

Wade.) 7
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(A) CELLULA INTERFASICA

Funzioni dei microtubuli _— Z}\
* Organizzazione e mantenimento della struttura degli organuli (’ \.4§</;
cellulari (es.RE) —)
* Trasporto intracellulare centresem
° Componenti strutturali di: (B) CELLULA IN DIVISIONE
-Ciglia J— e
-Flagelli 4 / e \)\x
o ==
-Centrioli (=¥ ¢ |
toti =)/
-Fuso mitotico \ S ) /
. ~\ &
Per movimento della cellula ol det fiso
Per segregazione dei cromosomi nella mitosi et

(C) CELLULA CILIATA
Polimerizzazione-depolimerizzazione dei microtubuli: I microtubuli

non sono strutture stabili: i protofilamenti assemblati sono in
equilibrio dinamico con dimeri di tubulina solubile. Processo
continuo di polimerizzazione-depolimerizzazione della tubulina e
conseguente assemblaggio-disassemblaggio dei microtubuli. La
cellula modula I’equilibrio variando le condizioni che favoriscono la
polimerizzazione (dimeri di tubulina polimerizzano in presenza di { .<=L
8

corpuscolo
basale

GTP e Mg++; sono inibiti da Cat++).
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Fibroblasto | Neurone
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MICROTUBULI

« Presenti in tutte le cellule

« Strutture cilindriche cave con diametro di
25nm

« Parete del microtubulo ¢ formata da una serie
di subunita sferoidali: TUBULINA.

(+ and)

reetubulin

O tubulin dimar
0 bound 1o GOP

Tubulina

TUBULINA

* Proteina globulare

* Ne esistono due tipi principali: a-tubulina e B-tubulina
* Queste formano un eterodimero di tubulina o/

* I dimeri polimerizzano in un modo dipendente dal GTP
*]l terzo tipo di tubulina (y-tubulina) ¢ importante per 10
I’inizializzazione della polimerizzazione dei microtubuli

(~ end)
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| legami laterali rendono resistente un microtubulo

| i Legame longitudinale | == | egame laterale

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

Protofilamento

Frammentazione

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

1"
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Sezione
trajﬂ:e
*La polimerizzazione inizia
dalla nucleazione di protomeri e
prosegue con la formazione di
catene dette protofilamenti.

*] protofilamenti si assemblano
in gruppi di 13 a formare un
cilindro cavo all’interno: il giunzione
microtubulo

6 filamenti
5

Nucleazione di un microtubulo

= Aggiunta

<€ Perdita Microtubulo 12
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I microtubuli si autoassemblano a partire da un nucleo di polimerizzazione
presente in un’area della cellula: CENTROSOMA o Centro Organizzatore dei
Microtubuli (MTOC).
I1 MTOC si identifica come un’area vicino al nucleo contenente i centrioli e i
corpi pericentriolari (strutture dense vicino ai centrioli)

La y-tubulina, costituisce solo I’1% della tubulina totale e

che ¢ localizzata esclusivamente nei corpi pericentriol

siti di nucleazione
(anelli di tubulina )

Quantita totale di polimero

coppia =
di centrioli Nucleazione }Allungamento Stato
spontanea | del polimero | stazionario

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

13

Tempo
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I microtubuli sono strutture
altamente dinamiche
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Centriole Structure

Centriole Pair

centrosoma

I corpi pericentriolari controllano la crescita dei
microtubuli e ne orientano la direzione,
mantenendo bloccata I’estremita ( - ) oS
* I microtubuli si sviluppano dal centrosoma e si
accrescono verso la periferia

* Sono i corpi pericentriolari, ma non i centrioli
la regione del MTOC

* I corpi pericentriolari contengono un tipo
particolare di tubulina (y-tubulina), che
costituisce solo 1’1% della tubulina totale e che
¢ localizzata esclusivamente nei corpi
pericentriolari

Microtubule
Triplet

Figure 1

y tubulin ring
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Centrioli
I centrioli sono presenti in cellule animali e in alcune piante inferiori

In cellule animali, i centrioli sono localizzati nel e in parte formano il
centrosoma. Sono strutture doppie posizionate ad angolo dritto una rispetto
all’altro. Il centrosoma ha una localizzazione citoplasmatica perinucleare.

I centrioli si duplicano durante le fasi “S” e “G2” del’interfasi e i centrosoma si
separano all’inizio della mitosi durante la profase a formare i due poli del fuso
mitotico.

Singoli centrioli sono anche localizzati alla base dei ciglia e dei flagelli. In
questo contesto sono chiamati “corpi basali” e permettono la nucleazione e il
funzionamento dei microtubuli che sostengono queste specializzazioni funzionali
della membrana plasmatica.

16
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| centrosomi e i centrioli

Centrosoma

Centriolo

Cellula

Centrioli -

Materiale
pericentriolare

9 triplette
di microtubuli

Materiale
pericentriolare
|

Microtubuli

A Microtubulo completo
B,C Microtubulo incompleto

17

Citologia Animale e Vegetale (corso A - I. Perroteau) - citoscheletro: microtubuli

Centrosome

red: centrioles; . .
weownie  green: microtubules, blue: Centrosoma interfasico

Distal
appendage: o e
Subdistal
appendage

nucleus

Centrosome
e

Centriole
”V pair

N TR als AN Centrioles
Longitudinal section  Microtubules  Cross section
of centriole of centriole 9 sets triplet microtubules

Copyright © Pearson Education, Inc.. puiishing as Benjamin Cummings.
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Mitotic center
(centrosome)

Mitosi: duplicazione del
centrosoma e

organizzazione del fuso

mitotico
Kinetochore S 4
microtubule ;:ir:trlole
ﬂ Kinetochore Green: microtubules
o Red: chromosmes
/"/_\fn\”"\ Centrosoma interfasico perinucleare
\\nguﬁg,)
Metaphase .

#2006 Abcam

Green: microtubules
Red: chromosmes
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Allungamento di un microt

lo

Tubulina Q@9 o® Ce
& % Estremita Estremits &P %%
P @l ) g O

associazione

@‘& dissociazione dissociazi

o% P

L'allungamento continua fino a quando
g la concentrazione di tubulina libera Y
raggiunge la concentrazione critica.
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L'idrolisi del GTP promuove l'instabilita dinamica
Cappuccio

Un microtubulo in allungamento

A ha un cappuccio di subunita di
‘\e @ GTP-tubulina alla sua estremita

Lidrolisi del GTP occasionalmente
espone subunita legate al GDP a
livello dell'estremita

Awviene una depolimerizzazione
rapida e catastrofica

Abbastanza subunita di GTP-tubulina
si legano contemporaneamente,
cosicché il microtubulo viene
incappucciato di nuovo e la
depolimerizzazione cessa

Il microtubulo ricomincia ad allungarsi
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Estremita di microtubuli

con subunita legate al GDP
assemblano velocemente

Protofilamenti Protofilamenti
i GTP-tubuli di GDP-tubuli
@®= GTP

(3 38D

LINEARE

Conformazione pit stabile | Conformazione piu stabile

Il cappuccio di GTP
impedisce

ai protofilamenti

di GDP-tubulina

di assumere la

Se il cappuccio

Lunghezza
del microtubulo

di GTP viene perso,
i protofilamenti

si curvano verso
I'esterno

Singoli
protofilamenti curvi
si rompono e si
depolimerizzano

Accorciamento

conformazione curva

Tempo (s)
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Il ricambio a mulinello dei microtubuli

Tubulina e
C‘é Estremita Estremita ' P PP :

(S5
aggiunta \§. o Seecscessrece s aceecacerds 4/
O BBD b B B0 BB B ea s aggiunta

Lo perdita = \perdita
o Poo ég' P » @

2 o Estremita (-): Estremita (+):
) si accorcia allungamento netto

23
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Stabilizzazione selettiva di microtubuli dinamici

| microtubuli dinamici

T sondano la cellula in tutte
k//IN* le direzioni
LN
3\ y A \\Wﬁ

Un segnale localizzato
attiva le strutture che
formano il cappuccio

STRUTTURA
DI INCAPPUCCIAMENTO

Le strutture che formano
il cappuccio, una volta
attivate, catturano e
stabilizzano i microtubuli

| microtubuli stabili
determinano attivita che
polarizzano la cellula

25
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Fibroblasto Cellula epiteliale Neurone
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ASSOCIATE

PROTEINE E

(MAP) V]
>

(x—eB—-[

TUBULINA

A ~ ~ (
“)M%(EJE’T\JEEISZSZQATZ!:)NE I nuclei e le cellule non rotte
NEP\/OSOV vengono fatti sedimentare mediante

centrifugazione a bassa velocita

Raccolta
Q del supernatante
G

\v/ (
T i
Aggiunta di GTP al

supernatante,
riscaldamento a 37 °C per

assemblare i microtubuli
\

I microtubuli vengono fatti
sedimentare mediante
centrifugazione ad alta velocita

Rimozione del sedimento e
separazione delle componenti
proteiche mediante elettroforesi
su gel SDS-PAGE

Colorazione del gel per
evidenziare le singole proteine

1T R
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27
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[ Microtubuli
[ Nucleo
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MAP determinano la lunghezza e il numero
crotubul

Bilancio tra I'attivita di proteine stabilizzanti
e quella di proteine destabilizzanti

= N D
XMAP215 MCAK)
~—< ~———

( Stabilizza ) ( Destabilizza)

) ¥
\\"‘{émoma
/ll\,/li\c%buli

Proteina destabilizzante Proteina stabilizzante
inattivata inattivata
Inattiva Inattiva
D
MCAK: XMAP215 MCAK)
-
//
— \/\a‘/
[ \\ ‘ [ \\
Microtubuli pit numerosi e Microtubuli molto corti 29
piu lunghi perché le catastrofi che spesso vanno incontro
sono rare a catastrofi
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catene
pesanti

estremita meno

T

estrité piu
(A o
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. (b}
Motor proteins
(@)
Base
Cellbody <
Dynactin complex )
Adjacent B Tubule
ATP hydrolysis :
and movement
Kinesin
Axon
terminus
A tubule
i
Vesicle transportation Axoneme bending
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Ciglia e Flagelli
* Presenti sulla superficie cellulare per il movimento
della cellula o dei liquidi sulla superficie della cellula

* FLAGELLI: pochi e lunghi
* CIGLIA: molte e brevi

* Sono entrambe strutture microtubulari cilindriche
rivestite da membrana plasmatica

33

Struttura delle ciglia e dei flagelli

+ 9 coppie di microtubuli
periferici + 2 microtubuli
centrali: struttura 9 + 2
(assonema)

100 nm

Figure 16613 Molscular Biology of the Call S/e (0 Gartand Science 2008}
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- COPPIE DI MICROTUBULI PERIFERICI: subfibrilla A
(microtubulo completo di 13 protofilamenti) + subfibrilla
B (microtubulo parziale di 10 protofilamenti)

« MICROTUBULI CENTRALI: separati tra loro e avvolti da
una guaina centrale

» Le coppie di microtubuli periferici adiacenti sono
connesse da ponti proteici (NEXINA) e collegate alla
guaina centrale da raggi di connessione. Dalla subfibrilla
A emergono coppie di braccia formate da DINEINA

35

Le braccia di dineina sono unite alla
subfibrilla A di ciascun microtubulo periferico
e si articolano con la subfibrilla B di un
microtubulo adiacente

*. Bracai d) dineina Mombrana  Braccio intermo
plasmatica idineing  graccio esternn
| di dingina

Microtubulo
certtrale

esternl 4 duc teste), (a0 rew
v 7 K. Fomwaga.).
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Il movimento ondulatorio delle ciglia

« Scorrimento delle doppiette adiacenti,
mediato da braccia di dineina

* Non ¢ libero ma é condizionato da ponti di
nexina e raggi di connessione

» Le forze che si sviluppano durante lo
scorrimento fanno inclinare il ciglio e ne
spiegano il movimento

37
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Esempio Bronchial cells
r- -

Ditezione del Movimento g

Figura 9.20  Battito del cighio. {2) | vari stadi del battito del  rirorno FA, ciglia nella fase attiva, () C
agho {4) Cigha sullasuperficie diun protozoacilistobattenoin 1 fimbrie di un ovidotto dt topo. (3
onde memcroniche in cul le cigha di una dererminam fila sono Hormmor ¢ S, L. Tam,

allo stesso stadio del ciclo del battito, mentre quelle di filaadia- a7 1969 AMPRICAN ASSOCINTION FOIL THE ADVANCEMENT OF 38
centi st trovano in uno stadio differente. FR, cighia nells fise di - Scnee, ¢ perGene cone, mELin R Disksen,),
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cilia
cilium
doublet
triplet
centriole
39
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Cilium Outer Cilium (cross-section)

microtubules Outer doublet microtubule

P i —

il 1 Btubule Atubule
| >—Dynem arms = \)/ ‘sheath
| \Plasn\a

membrane

Radial
spoke

Central
microtubules

17 Protofilaments
) Micrlotubule
Lo » G4 G464 64 2;
- 2321222 2212% nm
; = Basal body 3 { s £ 4 }
SLIEEL S EL P 2
8nm G
R 'i Tubulin molecule

How the triplets in the basal body
turn into the cilium doublet remains
a mystery

(courtasy ol D.T Woodraw and RW. Linck|
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Cilia

central sheath central pair of
L

41

| corpi basali:
ancorano ciglia e flagelli alla superficie
cellulare

ABC

| —
100 nm

42
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Centrioles and Basal Bodies

Cilia and flagella are organized from centrioles that move to the cell periphery. These are
called "basal bodies" and are shown in this electron micrograph (bb). Note the numerous
cilia projecting from the cell membrane (cm). Basal bodies control the direction of
movement of the cilia. This can be shown experimentally.

43
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Flagella

/";,T‘;‘\, flagellum microtubule
doublet

N.—
s
\
‘\
"

flagellum
logitudinal

AN view
A

flagellum cross section

P>t (b) 01 pm
1%t \ microtubules , )
A nplets

“i

\ plasma

triplet - & -

centriole

(a) 05 jm (¢ body cross section
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Corpo
cellulare

Flagello
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Il movimento di un assonema

NEXINA
oA+ 4 4+
[ 1] ;
DINEINE : it

\

ASSONEMI

In assonemi isolati privi della In un flagello intatto, le connessioni
proteina di legame nexina, |'attivita formate dalle nexine tra le doppiette
della dineina provoca lo scorrimento producono |z flessione delle doppiette

delle doppiette esterne quando le dineine sono attive




