                           Il citoscheletroPRIVATE 

   Salvo poche eccezioni, tutte le cellule hanno forma propria e sono capaci di movimento attivo. Negli eucarioti il movimento è regolato dall'interazione sinergica tra due sistemi strutturali ben distinti:

          Sistema statico costituito dal complesso dei microtubuli e dei                  filamenti intermedi.

          Sistema dinamico costituito dai microfilamenti e dalle proteine                 contrattili associate

Microtubuli, filamenti intermedi e microfilamenti, nel loro insieme sono indicati con il termine di citoscheletro.
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Composizione chimica del citoscheletro

Statico: 

microtubuli------------------>  tubulina e proteine associate (MAP)

MAP-------------------------> kinesine, dineina

Filamenti intermedi-------> cheratine, vimentina, desmina

Dinamico:

microfilamenti------------> actina, miosina

proteine associate--------> troponina, tropomiosina, 

Microtubuli.
    Sono organelli citoplasmatici presenti in tutte le cellule. Appaiono al M.E. come strutture cilindriche cave, con un diametro di 25 nm ed uno interno di 15 nm. In sezione longitudinale i microtubuli appaiono come bastoncini di lunghezza variabile che può raggiungere 20-60 μm. La parete dei microtubuli è composta da una serie di unità sferoidali ordinate rigidamente di 4 nm. Ogni subunità corrisponde ad una molecola di tubulina. La tubulina è un dimero di p.m. 110.000, formato da due subunità di sequenza amminoacidica simile, chiamate tubulina α e tubulina ß. I dimeri di tubulina polimerizzano a formare lunghe catene chiamate protofilamenti. Nella cellula i protofilamenti sono assemblati a gruppi di tredici in una struttura che nel complesso forma il microtubulo. I protofilamenti si avvolgono a spirale di passo sinistrorso e decorrono paralleli tra di loro intorno all'asse del microtubulo (vedi figura).

    Nel citoplasma i microtubuli sono in equilibrio dinamico con una certa 
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Modello schematico della chinesina mostrante la disposizione delle
due catene pesanti (PM 124000} e delle due catene leggere (PM 64 000)
(Parte (a] da N. Hirokawa, et al, 1989, Cell, 56, p. 867, per gentile
concessione di N. Hirokawa.)
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quantità di dimeri di tubulina depolimerizzata in forma solubile. Per equilibrio dinamico si intende un processo continuo di polimerizzazione e depolimerizzazione della tubulina con conseguente assemblaggio e disassemblaggio dei microtubuli. La depolimerizzazione è massima quando la cellula si divide nel corso della mitosi, è minima nello stato di quiescenza, in assenza cioè di crescita cellulare.

Formazione

 Il primo stadio di formazione è detto nucleazione  e richiede tubulina, magnesio e GTP. Questa fase è molto lenta fino all’inizio della formazione. La seconda fase è detta allungamento, e procede molto più rapidamente.

Durante la fase di nucleazione una molecola di alfa e una di beta tubulina si uniscono a formare un eterodimero. Questo si unisce ad altre molecole di tubulina a formare un oligomero che si allunga a formare i protofilamenti

Ogni dimero trasporta due molecole di GTP (guanintrifosfato), ma solo quello legato alla beta tubulina sembra essenziale.

Ogni volta che una molecola di tubulina si lega al complesso polimerico il GTP è idrolizzato a GDP. L’idrolisi del GTP avviene a 37 °C e si blocca a 4° C.Sembra dimostrato che l’idrolisi del GTP non sia necessaria per la sintesi ma essenziale per la depolimerizzazione.
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Assemblaggio dei microfilamenti

Modello di assemhblaggio dei microfilamenti in vitro.  (a) Monomeri di acti-
na G polimerizzano in lunghi filamenti di actina F con un diametro di circa 7 nm. Un completo
qiro dellelica si estende per 36-37 nm e contiene circa 13,5 monomeri. L'aggiunta di un mono-
mero di actina G & normalmente accompagnata o seguita dall'idrolisi della molecola di ATP
legata al monomero, sebbene I'idrolisi del’ATP non sia richiesta per condurre la reazione di

polimerizzazione.
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(b} Disegno di una molecola di miosina, che
consiste di due paia di catene leggere di due diversi tipi e di due catene
sesanti identiche. | due segmenti di 95 kDa delle estremita amminiche
e catene pesanti formano due teste globulari, mentre i due segmenti
carbossi-terminali di 125 kDa formano una coda lunga 130 nm, data da
a-eliche superavvolte. Si notino le due regioni con le cerniere
sibili. (©) Modello di un filamento spesso, bipolare, di miosina. La zona

entrale, del diametro di 10,7 nm, & costituita esclusivamente da code
sifastellate ed & priva di teste.

(b) ridisegnato da H.M. Warrick e J. Spudich,
1987, Ann. Rev. Cell Biol,, 91, p. 156; (c) ridisegnato da T. Pollard,
1981, J. Cell Biol, 91, p. 156.
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La sezione trasversale mostra un anello di 25 nm di diametro contenente 13 molecole di tubulina e ogni singola molecola formerà verticalmente un protofilamento.

La formazione dei microtubuli avviene in un area denominata aster detta anche MTOC centro organizzatore dei microtubuli (vedi Citocentro, Centriolo)

I microtubuli sono polarizzati con una parte negativa a crescita lenta (ove arrivano le molecole di GTP) e una parte positiva a crescita rapida. La porzione negativa è collegata con il MTOC.




A: membrana plasmatica







Movimento intracellulare

La vita media della tubulina è di circa un giorno. La vita media di un microtubulo è di soli 10 minuti. Sono in continuo stato di assemblaggio e disassemblaggio. Questa caratteristica è detta “instabilità dinamica”. La crescita dei microtubuli è ovviamente influenzata da molti fattori quali ad esempio la divisione cellulare e il movimento. Un modo per controllare la crescita di un microtubulo è porre alla sua estremità una struttura come ad esempio una membrana.

Il movimento delle vescicole o degli organuli cellulari all’interno della cellula dipende dai microtubuli  e dalle proteine ad essi associate (MAP)

Due MAP sono ad esempio le chinesine e la dineina, due proteine che fanno da ponte fra i microtubuli e le  vescicole intracellulari. La chinesina e la dineina sono capaci di muoversi sui microtubuli che agiscono da binario in direzioni opposte, trasportando le vescicole intracellulari.

La chinesina si muove verso la porzione positiva mentre la dineina verso quella negativa. Nei neuroni la porzione positiva è più periferica.

Come per la miosina (vedi oltre) , sono presenti delle teste che si legano ai microtubuli e all’ATP. Questo tipo di porzione di proteina detta testa si definisce anche “Motore ad ATPasi” poiché è il legame e l’idrolisi dell’ATP che permette il movimento. La zona della coda si lega agli organuli cellulari o alle vescicole da spostare. 

Mentre le chinesine si legano direttamente agli organuli la dineina richiede altre proteine.  












Proteine asssociate ai microtubuli MAP

    Nel citoplasma sono presenti proteine associate ai microtubuli chiamate MAP ( Microtubules Associated Proteins) le quali si legano in proporzioni costanti alla tubulina, fino a costituire il 20 % della massa totale. Le MAP sono proteine ad alto p.m. compreso tra 290.000 dalton (MAP1) e 350.000 dalton (MAP2).



Le MAP appartengono a due classi di proteine: le MAP motrici, e le MAP non motrici. Le MAP motrici comprendono la chinesina e la dineina (vedi movimento intracellulare), le MAP non motrici sono in grado di coordinare l’organizzazione dei microtubuli nel citoplasma.



I filamenti intermedi
   I filamenti intermedi si distinguono dai microtubuli per le loro dimensioni di 8-10 nm, contro quelle dei microtubuli di 25 nm. Sono state identificate cingue molecole diverse, capaci di polimerizzare e di formare i filamenti intermedi: le cheratine (circa 30 tipi divise in due classi: tipo I o acido e Tipo II o neutro o basico), la vimentina, la desmina, la proteina fibrillare acida della Glia (GFAP), un gruppo di tre proteine che formano i neurofilamenti (NFl, NFm, NFh) e le Lamine nucleari A, B, C (vedi nucleo).
   Svolgono funzioni meccaniche di tipo stastico, provvedendo la cellula di una forma propria e fissando gli organuli cellulari. Le cellule in rapida crescita, come le cellule tumorali in coltura e le cellule degli embrioni di mammifero non contengono filamenti intermedi. Probabilmente tali strutture sono essenziali nel differenziamento cellulare. Diverse proteine si legano ai filamenti intermedi al fine di creare una rete tridimensionale necessaria per la struttura del citoscheletro. Alcune di esse sono: La fillagrina che unisce le cheratine in fasci; la sinamina che lega la dineina in faci; la plectina che lega in fasci la vimentina; la plachina che permette il contatto tra i filamenti di cheratina e gli emidesmosomi delle cellule epiteliali.   

I microfilamenti o filamenti sottili e le strutture responsabili dei movimenti.
    I microtubuli e i filamenti intermedi appartengono al sistema statico della cellula. Nel citoplasma, ci sono molecole capaci di variare attivamente la loro posizione reciproca nello spazio, e che interagendo con l'impalcatura, generano il movimento. Queste macromolecole sono l'actina, le miosine, le molecole miosina-simili e le proteine con funzione di regolazione ad esse associate.

L'actina
    E' una proteina glubulare di p.m. 43.000 dalton. I monomeri sono indicati come g-actina e sono capaci di polimerizzare formando una struttura simile ad una collana di perle detta di f-actina. I filamenti polimerizzati si intrecciano a due a due a spirale formando i microfilamenti, visibili al M.E. raggruppati in fasci. L'attività biologica dell'actina si esplica nel legame con la miosina, attivando la capacità di quest'ultima di catalizzare la scissione dell'ATP. 


Le miosine
   La miosina ha un p.m. di 460.000 dalton, è un esamero formato da due catene pesanti, di p.m. 200.000 dalton e da quattro catene leggere uguali a due a due con p.m. diversi secondo le cellule considerate (15-27 Kda). Due catene leggere sono dette essenziali è sono indispensabili per lo svolgimento della catalisi nella scissione dell'ATP (attività ATPasica), mentre le altre due catene leggere sono dette regolatrici, controllano il rapporto con l'actina. E' una molecola estremamente assimetrica. La sua estremità N-terminale della catena pesante, detta testa, è globulare, mentre l'estremità C-terminale o coda è completamente ad α elica ed è quindi fibrosa. La miosina come si è detto è capace di idrolizzare l'ATP, trasformando l'energia chimica liberata in energia meccanica sufficiente per generare  la flessione della testa. Questo movimento opportunamente organizzato ed amplificato rappresenta il motore ad ATP delle cellule.  


Movimento actina miosina

 •La scissione dell’ATP energizza la miosina che si unisce con le teste   all’actina
•La miosina cambia conformazione piegando le teste

•L’actina solidale con la miosina si muove con le teste

•Si rilascia ADP e il sito catalitico di scissione si libera e viene occupato da un’altra molecola di ATP

•Il complesso actina miosina si scinde
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