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@ FIGURA 5.8 Metodo di ricerca

Frazionamento cellulare

Scopo: Il frazionamento cellulare separa le cellule in frazioni contenenti un singolo componente cellulare,
come mitocondri o ribosomi. Una volta isolato, il componente cellulare puo essere disassemblato con le
metodiche generali per analizzarne struttura e funzione.

Protocollo:

1. Rompere le cellule per sonicazione (onde sonore ad alta frequenza), macinazione con perline di vetro o
esposizione a detergenti che distruggono la membrana plasmatica.

2. Utilizzare centrifugazioni sequenziali a velocita crescenti per separare e purificare le strutture cellulari.
La centrifugazione posiziona le strutture cellulari al fondo della provetta ad una velocita che dipende
dalla loro forma e densita. Ad ogni centrifugazione i componenti pit grandi e densi sono isolati e
concentrati nel pellet; la soluzione rimanente, il sovranatante, viene allontanata e centrifugata nuovamente

a velocita maggiore.

e
o
500 g
(500 volte la
forza di gravita) | & 150.000 g
| 4 o
Cellule Frammenti Mitocondri Ribosomi,
intere cellulari (o cloroplasti proteine,
nelle cellule acidi
vegetali) nucleici

3. Risospendere il pellet contenente i componenti cellulari isolati e frazionare ulteriormente utilizzando le
stesse tecniche generali per esaminare i componenti degli organelli.

Interpretazione dei risultati: Molte delle subfrazioni ottenute mediante frazionamento cellulare
conservano la loro attivita biologica, cosa che le rende idonee per condurre studi dei vari processi cellulari.
Per esempio, il frazionamento cellulare & impiegato per determinare la localizzazione cellulare di una proteina
o di una reazione biologica, cosi come stabilire se & libera nel citosol o associata ad una membrana.

seguenti si occupano di descrivere in dettaglio la struttura e la funzione delle compo-
nenti di una cellula eucariotica, partendo proprio dal nucleo.

Il nucleo eucariotico contiene molto piu DNA di quello presente
nel nucleoide procariotico

Il nucleo (vedi Figure 5.9A e 5.9B) risulta separato dal citoplasma grazie all'involucro
nucleare, una struttura formata da due membrane, una sovrapposta sull’altra e se-

CAPITOLO 5 LA CELLULA: UNA PANORAMICA GENERALE‘ 185



Cellule eucariotiche con in evidenza i principali organelli cellulari e la loro localizzazione primaria.

A. Schema di una cellula animale che evidenzia i principali organelli cellulari e la loro localizzazione primaria
(non sono mostrati ciglia e flagelli che sono presenti in alcune cellule)

Presenti nelle cellule animali ma non nelle cellule vegetali:
Centrosomi con centrioli

Lisosomi Microcorpo
Ciglia Funzioni varie a seconda del tipo cellulare;
es. contiene enzimi per alcuni percorsi biochimici
i Mitocondrio
Lisosoma Metaboll . Complesso del poro Y
Organello delimitato SEIDEIET EERIEe nucleare Controlla lo

da membrana contenente
enzimi per la digestione
di molte molecole
complesse

scambio di materiale tra
nucleo e citoplasma

Involucro nucleare
Membrana a doppio strato
lipidico che separa il
nucleo dal citoplasma

: >Nucleo
Cromatina Regione
Complesso di DNA q Igl
e proteine € .DNA

delimitata
Nuc!eOIQ . ) da membrane;
Contiene i geni per gli controllo

rRNA; in esso si realizzano
la sintesi di rRNA
e I'assemblaggio
“dei ribosomi J

dell’ereditarieta

Ribosoma (libero nel citosol)

Sintesi proteica
5

RE ruvido o rugoso
Sintesi, modificazione
e trasporto di proteine

Ribosoma (associato
al RE ruvido) *Reticolo
Sintesi proteica endo-

RE liscio plasmatico

Microtubuli . 7 4 Sintesi dei lipidi (RE)
(che si irradiano =\ = 3 memlEEme
dal centrosoma)
Componenti del
citoscheletro costituiti
da tubulina; ancorano
vari organelli e fungono
da “rotaie” per il
movimento

delle vescicole

Microfilamenti

Componenti del citoscheletro
costituiti da actina; coinvolti in
varie funzioni motorie e strutturali

Centrosoma Vescicola Complesso Citosol Membrana plasmatica
Un sito in Piccoli di Golgi Soluzione Membrana a doppio strato lipidico
prossimita compartimenti Modificazione acquosa che delimita la cellula; contiene
del nucleo delimitati e distribuzione  contenente  proteine per il trasporto di sostanze
dove si . da membrana delle proteine ioni e verso l'interno e |'esterno della
formano b che trasportano molecole cellula e per la ricezione di segnali
microtubuli sostanze organiche  cellulari
e dal quale tra sacchi
si irradiano; ey e
bl presenti nella
coppia o

; . cellula, quali reticolo
di centrioli

endoplasmatico
e complesso di Golgi
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B. Schema di una cellula vegetale che evidenzia i principali organelli cellulari e la loro
localizzazione primaria

Presenti nelle cellule vegetali ma non nelle cellule animali:
Parete cellulare (con plasmodesmi)

Cloroplasti

Vacuolo centrale

Mitocondrio

Complesso
di Golgi

Citosol

Vescicola

Complesso del ]
poro nucleare
‘ 4 ~ Involucro
Tonoplasto W g A ‘ nucleare > Nucleo
(membrana ‘ ' 4 o 1
del vacuolo Cromatina
centrale)
\ Nucleolo J
Vacuolo
centrale
Crescita
cellulare, = Plasmodesmi
sostegno e Canaili .
immagazzinamento; localizzati
contiene enzimi per la nella parete
digestione di molte RE ruvido? cellulare
molecole complesse O rugoso
Ribosoma
Cloroplasto (associato .
Fotosintesi; al RE Reticolo .
immagazzinamento rugoso) endoplasmahco
di alcuni amidi Microtubuli . (RE)
‘ RE liscio
Parete Membrana “ Ribosoma
cellulare EN (libero nel citosol)
Protezione
e supporto

strutturale
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parate tra loro solo da un ristretto spazio (Figura 5.10). Nelle cellule animali, una rete
complessa di strutture proteiche filamentose, chiamate lamine (vedi pit avanti), si af-
fianca alla superficie interna dell’involucro nucleare e funge da rinforzo strutturale.
Nelle cellule dei protisti, dei funghi e delle cellule vegetali, altre proteine, non correla-

Nucleolo

Cromatina

('
Citoplasma
Ribosomi sulla superficie esterna

Complesso del .
dell’involucro nucleare

poro nucleare

~

Membrana nucleare esterna
(si affaccia al citoplasma)

Spazio tra le membrane

; > Involucro nucleare
nucleari

Membrana nucleare interna
(si affaccia al nucleoplasma)

7

Complesso del poro nucleare

Regione ingrandita che mostra ‘
il doppio strato di fosfolipidi [

Martin W. Goldberg, Durham University, UK

FIGURA 5.10 L’involucro nucleare costituito da un sistema di due membrane concentriche attraversate da pori
nucleari. | complessi dei pori nucleari sono strutture proteiche ortogonalmente simmetriche aventi un canale — il poro
nucleare — che li attraversa. Essi controllano il trasporto delle molecole tra nucleo e citoplasma.
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te evolutivamente con le precedenti, rivestono la superficie dell'involucro nucleare e
svolgono la stessa funzione di supporto.

Immersi nell'involucro nucleare vi sono centinaia di complessi del poro nuclea-
re. Un complesso del poro nucleare ¢ una grande struttura cilindrica, ortogonalmente
simmetrica, formata da numerose proteine chiamate nucleoporine. Probabilmente il pit
grande complesso proteico presente nella cellula, scambia componenti tra il nucleo e il
citoplasma e impedisce I'ingresso di materiale indesiderato attraverso I'involucro nucle-
are. Un poro nucleare — il canale che attraversa il complesso del poro nucleare - rappre-
senta la via di scambio “assistito” di grandi molecole, come proteine e molecole di RNA,
con il citoplasma, mentre le piccole molecole passano semplicemente senza bisogno di
assistenza. Una proteina o molecola di RNA (chiamate cargo o carico) ¢ associata ad una
proteina di trasporto che fa da spola trasportando il carico attraverso il poro.

Alcune proteine - per esempio, gli enzimi per la replicazione e la riparazione del
DNA - per svolgere le proprie funzioni devono essere importate nel nucleo ed é possi-
bile distinguerle da quelle che operano nel citosol grazie alla presenza di una partico-
lare, corta sequenza amminoacidica, detta segnale dilocalizzazione nucleare. Questa
sequenza viene riconosciuta nel citoplasma da specifiche proteine che guidano poi il
prodotto proteico al complesso del poro per il trasporto. La Figura 5.11 mostra come i
ricercatori hanno scoperto il segnale di localizzazione nucleare.

Il materiale liquido o semiliquido all'interno del nucleo ¢ chiamato nucleoplasma.
La maggior parte dello spazio all'interno del nucleo ¢ occupato dalla cromatina,
un’associazione di DNA e proteine. A differenza della maggior parte dei procarioti,
la maggior parte dell'informazione ereditaria di un eucariote ¢ suddivisa tra alcune
o molte molecole lineari di DNA presenti nel nucleo. Ogni singola molecola di
DNA, insieme alle proteine associate ad essa, rappresenta quello che ¢ definito
cromosoma eucariotico. | termini cromatina e cromosoma sono simili, ma hanno un
significato sostanzialmente diverso. Il termine cromatina si riferisce a qualsiasi gruppo
di molecole eucariotiche di DNA con le relative proteine associate, mentre il termine
cromosoma indica una singola molecola di DNA associata alle sue proteine specifiche.

I nuclei eucariotici contengono molto pitt DNA di quanto ne contengono i nucle-
oidi procariotici. Per esempio, I'intero insieme dei 46 cromosomi in un nucleo di una
cellula umana presenta una lunghezza totale di DNA paria 2 metri (m), in confronto ai
circa 1500 um raccolti nel nucleoide di una cellula procariotica. Alcune cellule eucario-
tiche contengono una quantita ancora maggiore di DNA; per esempio, in un singolo
nucleo di salamandra o rana, benché di dimensioni microscopiche, sono raccolti quasi
10 m di DNA!

Un nucleo eucariotico contiene anche uno o pit nucleoli, piccole strutture che si
presentano come masserelle irregolari composte da fibre e granuli (vedi Figura 5.9).
Queste strutture si organizzano attorno ai geni che codificano per le molecole di RNA
ribosomale; infatti, all'interno del nucleolo, le informazioni racchiuse nei geni del'RNA
ribosomale sono copiate in molecole di RN A ribosomale che, una volta assemblate con
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B Ficuras.11

Scoperta del segnale di localizzazione nucleare

Ricerca sperimentale

Quesito: In che modo le proteine destinate all'importazione nel nucleo sono identificate dal
sistema di trasporto?

Esperimento: Alan Smith ed i suoi collaboratori del National Institute for Medical Research, Mill
Hill, London, studiarono una proteina virale che normalmente si ritrova nel nucleo dopo I'infezio-
ne virale della cellula. Essi mutarono la proteina — costituita da 708 amminoacidi — variando uno
o pil amminoacidi specifici o eliminando segmenti della proteina, e determinarono se le altera-
zioni influenzavano la localizzazione della proteina virale in cellule in coltura di roditori o scimmie.
Risultati: | ricercatori ottennero i seguenti risultati:

____ Proteina jpu—
Nuclgg,,, b y 3 \\\
\ .\\ // / = N '~.‘\
\ / e / \ \
\ \ [ e\
\ |
| (&b
| r" \ @ %/ r"
/ \ /
\ ’r/ / \ ° @ @ /4
\ / \ /
A J \\\ y/
N I N
Citoplasma

Proteina normale: localizza-
ta nel nucleo.

Mutazione dell’amminoaci-
do alla posizione 128 (rite-
nuto importante per il lega-
me della proteina al DNA)
dalisina a treonina: proteina
mutata localizzata nel cito-
plasma. | ricercatori inter-
pretarono questo risultato
considerando I'amminoaci-

Delezione di amminoacidi
1-126 (o una qualsiasi parte
di questa regione) o 136-
708 (o una qualsiasi parte di
questa regione): proteina
localizzata nel nucleo, indi-
cando che gli amminoacidi
di quelle regioni non sono
importanti per la localizza-
zione nucleare.

Delezione di amminoacidi
127-133: proteina localizza-
ta nel citoplasma, indican-
do che questa sequenza di
amminoacidi & necessaria
per la localizzazione nucle-
are della proteina virale. Al-
tre delezioni riguardanti
parti di questa regione dan-
no lo stesso risultato.

do mutante importante per
la localizzazione della pro-
teina nel nucleo. Mutazioni
a carico di altriamminoacidi
nella stessa regione della
proteina riducevano I'impor-
tazione della proteina nel
nucleo ma non la abolivano.

Conclusione: Mutando la sequenza della proteina virale, i ricercatori identificarono un segmento
costituito da 7 amminoacidi (posizioni 127-133), necessario per la localizzazione nucleare della
proteina. Negli esperimenti successivi essi addizionarono questa sequenza amminoacidica ad una
proteina enzimatica cellulare, normalmente localizzata nel citoplasma, e riscontrarono tale proteina
modificata nel nucleo. Pertanto la sequenza di 7 amminoacidi & un segnale di localizzazione nucle-
are. Altre ricerche hanno dimostrato che questa sequenza e solo il primo esempio di sequenze si-
mili presenti in altre proteine nucleari. Quindi I'identificazione di segnali di localizzazione nucleare
ha rappresentato uno stadio chiave per la comprensione dell'importazione di proteine nel nucleo.

PENSA DA SCIENZIATO Al tempo della scoperta del segnale di localizzazione nucleare, la natura del siste-

ma molecolare per il trasporto delle proteine nucleari non era noto. Immagina di vivere a quel tempo ed ipotizza la na-
tura molecolare del sistema di trasporto.
Fonte: D. Kalderon, W. D. Richardson, A. F. Markham, and A. E. Smith. 1984. Sequence requirements for nuclear location of simian virus 40

large-T antigen. Nature 311:33-38; D. Kalderon, B. L. Roberts, W. D. Richardson, and A. E. Smith. 1984. A short amino acid sequence able to
specify nuclear location. Cell 39:499-509.
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specifiche proteine, danno origine alle subunita dei ribosomi. Una volta assemblate, le
subunita ribosomali lasciano il nucleolo, escono dal nucleo attraverso i pori nucleari e
arrivano nel citoplasma dove si associano a formare ribosomi completi.

I geni relativi alla maggior parte delle proteine che un organismo puo produrre si
trovano all'interno della cromatina, come i geni per le molecole di RNA specializzato
quali le molecole di RNA ribosomale. L’espressione di tutti questi geni ¢ controllata e
regolata finemente a seconda delle necessita specifiche di ogni singola cellula. Le altre
proteine presenti nelle cellule sono specificate dal DNA dei mitocondri e dei cloroplasti
(discussi piu avanti nel capitolo).

Ribosoma Ribosoma
| ribosomi sono liberi nel citosol
o associati a membrane

I ribosomi degli eucarioti, come quelli dei
procarioti, sono costituiti da una subunita
maggiore ed una minore (Figura 5.12). Tut-
tavia, le strutture dei ribosomi dei batteri,
degli archeobatteri e degli eucarioti non
sono identiche. I ribosomi degli eucarioti
sono piu voluminosi di quelli dei batteri e
degli archea; essi contengono quattro di-
versi rRNA e piu di ottanta proteine. La
loro funzione pero ¢ analoga a quella dei P

procarioti: permettono la traduzione pUoUNa minore
del’RNA messaggero formando catene
amminoacidiche COI‘I’iSpOIldel‘lti. FIGURA 5.12 Un ribosoma. Lo schema mostra le strut-

I ribosomi possono essere liberi ne]l turedelle due.subunité ri.bo.somali d? mammifero e come

. . . esse, unendosi, formano il ribosoma intero.
citosol oppure legati a membrane. Nel pri-
mo caso le proteine sintetizzate grazie ad essi rimangono nel citosol oppure vengono
importate nel nucleo, oppure sono indirizzate a mitocondri, cloroplasti, citoscheletro
o altre strutture citoplasmatiche. Le proteine che entrano nel nucleo vanno a far parte
della cromatina, dell'involucro nucleare (lamine) oppure rimangono in soluzione
all’interno del nucleoplasma.

I ribosomi non liberi si associano al nucleo ma soprattutto si attaccano alle rete di
membrane del reticolo endoplasmatico (RE), (descritto nella sezione successiva). Le
proteine sintetizzate nel reticolo sono quelle che devono essere secrete dalla cellula,
oppure essere dirette ad uno degli organuli cellulari.

Un sistema di membrane interne suddivide il citoplasma
in compartimenti strutturali e funzionali

Le cellule eucariotiche sono caratterizzate da un sistema di endomembrane (endo =
all’interno), un insieme di strutture sacciformi formate da membrane interne in rap-
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porto le une con le altre, che suddividono la cellula in compartimenti strutturali e fun-
zionali. Le membrane di questo sistema sono a doppio strato lipidico.

Il sistema di endomembrane assolve una serie di funzioni tra le quali la sintesi e la
modificazione di proteine, il loro trasporto verso le membrane e gli organelli o 'ester-
no della cellula, la sintesi di lipidi e la detossificazione di alcune tossine. Le membrane
del sistema sono interconnesse fra loro, o direttamente in senso fisico, oppure indiret-
tamente mediante vescicole, ossia piccoli compartimenti delimitati da membrane che
trasferiscono materiale biologico tra le diverse componenti del sistema di endomem-
brane (come descritto nella Figura 5.17).

Le varie componenti del sistema di endomembrane includono I'involucro nuclea-
re, il reticolo endoplasmatico, il complesso di Golgi, i lisosomi, le vescicole e la mem-
brana plasmatica. La membrana plasmatica e I'involucro nucleare sono stati discussi
nelle sezioni precedenti, mentre la funzione degli altri organelli verra specificata nelle
sezioni seguenti.

RETICOLO ENDOPLASMATICO Il reticolo endoplasmatico (RE) ¢ una estesa rete in-
terconnessa (reticulum = piccola rete) di canali membranosi e vescicole chiamate
cisterne. Ogni cisterna ¢ formata da una singola membrana che circonda uno spazio
chiuso chiamato lume del RE (Figura 5.13). Il RE si puo presentare in due organizzazio-
ni diverse:

1. 1l RE ruvido (detto anche rugoso o granulare, vedi Figura 5.13A) deve il suo
nome ai numerosissimi ribosomi che costellano la sua superficie esterna. Le
proteine sintetizzate sui ribosomi associati al RE ruvido entrano poi nel lume
del RE, dove assumono la loro conformazione tridimensionale finale. All'inter-
no del lume, queste proteine vanno incontro a modificazioni chimiche, come
laggiunta di gruppi di carboidrati per produrre glicoproteine. Successivamente,
le proteine vengono indirizzate verso altre regioni della cellula grazie a piccole
vescicole che gemmano dal RE, viaggiano nel citosol e si fondono con lorganel-
lo destinatario. Quest'ultimo sara poi responsabile sia delle successive modifi-
cazioni chimiche a carico delle proteine, sia della loro distribuzione. Per la
maggior parte delle proteine sintetizzate nel RE ruvido, la prima destinazione ¢
il complesso di Golgi, il quale provvedera a “imballarle” e smistarle per essere
infine inviate alle loro destinazioni finali.

La membrana esterna dell'involucro nucleare ¢ strettamente correlata, sia
strutturalmente sia funzionalmente, al RE ruvido, al quale & spesso connessa
fisicamente. Anche la membrana esterna dell’involucro nucleare ¢ “ruvida’, da-
to che la superficie che si affaccia al citoplasma porta numerosi ribosomi asso-
ciati. Le proteine sintetizzate da questi ribosomi entrano nello spazio tra le due
membrane dell'involucro nucleare e, da qui, possono essere traslocate all’'inter-
no del RE oppure verso altri siti cellulari.
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FIGURA 5.13 |l reticolo endoplasmatico. (A) RE ruvido in cui sono visibili i ribosomi che affollano la superficie della
membrana che si affaccia al citoplasma. La struttura di un singolo ribosoma & mostrata in alto a sinistra. Le proteine
sintetizzate su questi ribosomi entrano nel lume del RE ruvido dove vengono chimicamente modificate e poi iniziano il
loro percorso verso le loro destinazioni finali nella cellula. (B) Le membrane del RE liscio. Tra le funzioni vi sono la sintesi
dei lipidi per le membrane cellulari e |a trasformazione enzimatica di alcune molecole tossiche a molecole non pericolose.

2. II RE liscio (vedi Figura 5.13B) viene chiamato in questo modo perché le sue
membrane non sono associate a ribosomi. Il reticolo endoplasmatico liscio
svolge numerose funzioni nel citoplasma come, per esempio, la sintesi di lipidi
che diventeranno parti integranti delle membrane cellulari. In alcuni tipi cellu-
lari, come nel caso delle cellule del fegato (epatociti), le membrane del RE liscio
contengono proteine in grado trasformare i farmaci, i veleni e le sostanze tossi-
che derivanti dal metabolismo cellulare in molecole che possono essere tollera-
te o piu facilmente eliminate dal corpo.

CAPITOLO 5 LA CELLULA: UNA PANORAMICA GENERALE‘ 193



Spesso le membrane del RE liscio e quelle del RE ruvido sono connesse tra loro,
rendendo l'intero sistema del reticolo endoplasmatico un’unica rete continua di cana-
li interconnessi all'interno del citoplasma. Le proporzioni relative tra RE ruvido e li-
scio rispecchiano il livello di attivita cellulare nella sintesi proteica e di lipidi. Infatti,
cellule fortemente attive nella sintesi di proteine da secernere all’esterno della cellula,
come le cellule pancreatiche che sintetizzano gli enzimi digestivi, sono ricche in RE
ruvido, mentre presentano un’estensione relativamente ridotta di RE liscio. Diversa-
mente, le cellule impegnate primariamente nella sintesi dei lipidi, o nella degradazione

delle sostanze tossiche, presentano ab-
bondante RE liscio e presentano un ri-
dotto RE rugoso.

IL COMPLESSO DI GOLGI Fu proprio
Camillo Golgi, un neuroscienziato
italiano del tardo XIX secolo insigni-
to del premio Nobel, a scoprire queste
cisterne membranose, a cui venne da-
to poi il nome di complesso di Golgi.
Esso é costituito da una pila di cisterne
membranose (Figura 5.14), dalla forma
appiattita, a cui non si trovano associati
ribosomi. Nella maggior parte delle cel-
lule il suo aspetto assomiglia a una serie
di frittelle ricurve addossate le une sulle
altre. In genere, sono presenti da tre a
otto cisterne. Il numero e la dimensio-
ne dei complessi di Golgi puo variare in
base al tipo di cellula e all’attivita meta-
bolica svolta. Alcuni tipi di cellule pos-
siedono un unico complesso, mentre le
cellule altamente attive nella secrezione
di proteine possono avere centinaia di
complessi. Il complesso di Golgi ¢ so-
litamente posizionato in prossimita di
complessi di membrane del RE ruvido,
solitamente localizzato tra il RE e la
membrana plasmatica.

Al complesso di Golgi arrivano le
proteine sintetizzate nel RE e traspor-
tate al complesso mediante vescicole.
Quando le vescicole entrano in contat-

FIGURA 5.14 Il complesso di Golgi.
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