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TEMA 1. BIOLOGIA CEL-LULAR: FONAMENTS | TECNIQUES D'ESTUDI

1.1. Procariotes i eucariotes. Assenyala quins dels enunciats segiients sén vertaders i quins sén
falsos. En aquests Ultims, canvia la frase per a fer-la certa.

a) La majoria de les cel-lules eucariotes s6n més grans que les procariotes.

b) Algunes cél-lules sdn prou grans per a ser observables a simple vista.

c) Les cel-lules procariotes manquen dels elements segiients: mitocondris, nucli envoltat de
membrana, membrana plasmatica i microtubuls.

d) Larelacié area/volum és generalment major en les cél-lules procariotes que en leseucariotes.

e) Els ribosomes mitocondrials de les cél-lules musculars s’assemblen més als dels bacteris de
I'intesti que als del citosol de les mateixes cél-lules musculars.

f) Atés que els procariotes no tenen ni mitocondris ni cloroplastos, no poden dur a terme ni la
sintesi de ATP, ni la fotosintesi.

1.2. Especialitzacions cel-lulars. Cadascun dels tipus cel-lulars indicats més avall és un bon
exemple d’especialitzacio funcional. Uneix les cel-lules de la columna A amb les funcions apropiades
de la columna B, i explica la teua eleccié.

A RESPOSTA: B
Cél-lula pancreatica Divisio cel-lular
Cél-lula del muscul erector del pel Absorcio
Cél-lula del parénquima en estacada Moviment
Cél-lula de la vora intestinal Fotosintesi
Cél-lula nerviosa Secrecio
Cel-lula bacteriana Transmissié d'impulsos electrics

1.3. Estructures cel-lulars. Indica quines de les estructures o quins dels components cel-lulars
seglients apareixen en cél-lules animals, en bacteris i/o en cél-lules vegetals.

a) Cloroplastos h) Complex de Golgi
b) Paret cel-lular i) Vacuol

¢) Microtubuls j) Tilacoides

d) DNA k) Ribosomes

e) Embolcall nuclear [) Bicapes lipidiques
f) Nucleol m) Actina

g) Centriols n) Mitocondris



1.4. Qlestio de grandaries. Escherichia coli, una cél-lula bacteriana tipica, té forma cilindrica amb un
diametre al voltant d’1 um i una longitud al voltant de 2 um. Com a exemple de cél-lula animal tipica
considerarem una cel-lula de fetge huma, I'hepatocit, que té forma aproximadament esferica amb un
diametre d’'uns 20 pm. Com a ceél-lula vegetal tipica considerarem les cel-lules columnars del
parénquima en estacada localitzades immediatament per davall de la superficie del feix de les fulles
de moltes plantes. Aquestes cél-lules tenen forma cilindrica, amb un diametre d’'uns 20 um i una
longitud aproximada de 35 pm.

Calcula el volum aproximat de cadascun d’aquests tres tipus cel-lulars (recorda que V = 7r?h per a un
cilindre i que V = 4m7r3/3 per a una esfera).

R: bacteri 1,57 pm3; hepatocit 4.200 pm3; cel-lula de parénquima 11.000 pm3

Quantes cél-lules bacterianes podrien cabre aproximadament a linterior d’'una cél-lula hepatica
humana? R: 2.700 bacteris

I quants ribosomes hi cabrien, tenint en compte que un ribosoma huma, de forma quasi esférica, té un
diametre aproximat de 30 nm? R: 297 x 10°% ribosomes

Quantes cél-lules hepatiques humanes podrien cabre dins d’una cél-lula del parénquima en
estacada? R: 2,62 cél-lules

| en un cm3de fetge? R: 2,38 x 10° cél-lules

EQUIVALENCIES:

1cm (x10) mm (><1O3) pm (><103) nm

1 cm? (><102) mm? (><106) pmz (><106) nm?
1cmd (><103) mm3 (><109) um3 (><109) nm3

1.5. Compartimentacié cel-lular. Indica si les afirmacions seglients sén vertaderes o falses. En cas
de ser falses, explica per que.

a) Les membranes internes de la cel-lula la divideixen en compartiments funcionalment
diferents, els limits dels quals s6n marcats per membranes impermeables.

b) Entermes d’'area i de massa, la membrana plasmatica constitueix només una petita fraccié de
les membranes de la majoria de cél-lules eucariotes.

¢) Linterior del nucli i el lumen del reticle endoplasmatic s6n topologicament equivalents a
I'exterior cel-lular.

d) Els espais luminals d’aquells organuls que es comuniquen entre si mitjancant vesicules
membranoses sén topoldgicament equivalents entre si, i també amb I'exterior cel-lular.

1.6. Relaciona les definicions seglients amb el terme adequat de la llista que segueix més
avall:

a) Tipus de microscopi que empra un feix d’electrons per a crear una imatge.
R: microscopi electronic

b) Tipus de microscopi que produeix una imatge de la superficie d'un objecte.
R: microscopi electronic d’escombratge

c) Proteina fluorescent (de medusa) ampliament emprada com a marcador per a observar el
moviment de proteines en cel-lules vives.

R: proteina fluorescent verda (GFP)

d) Separacié minima que hi ha d’haver entre dos objectes perque semblen diferents sota el
microscopi.

R: limit de resolucio



e) Compost que, conjugat amb un anticos, permet visualitzar-lo a nivell cel-lular mitjangcant microscopia
de camp clar.

R: cromofor

f)  Tipus de microscopi que proporciona imatges molt nitides dels marcatges cel-lulars amb
immunofluorescéncia en il-luminar mitjancant un feix laser un dnic pla horitzontal de la mostra.

R: microscopi confocal

g) Tipus de microscopi optic que permet observar cel-lules vives mitjangant la manipulacio de les
propietats ondulatories de la llum.

R: microscopi de contrast interdiferencial

h) Propietat d’'una estructura cel-lular que permet la visualitzacié d’aquesta mitjangant un microscopi
electronic de transmissio.

R: electrodensitat

i)  Técnica de microscopia electronica en la qual les estructures cel-lulars o molécules d’interes
es marqguen amb anticossos units a particules d’or electrodenses que es veuen com a punts
negres en la imatge.

R: microscopia immunoelectronica amb or col-loidal

microscopi electronic d’escombratge limit de resolucio

fluorofor electrodensitat

proteina fluorescent verda (GFP) microscopi de contrast interdiferencial
microscopi confocal microscopia immunoelectronica amb or col-loidal
microscopi electronic fotoblanqueig mitjancant laser

cromofor microscopi invertit

antigen fotoactivacio

1.7. Comenca la teua activitat investigadora. Imagina que obtens una beca per a participar com a
col-laborador en practiques en una investigacié sobre una malaltia rara que afecta greument el fetge
d’alguns xiquets. L'equip d’investigacio centra els seus treballs en els lisosomes, ja que han trobat que
dues mutacions que afecten enzims d’aquests organuls son les responsables de quatre dels casos
d’estudi. No obstant aix0, en un individu nounat sospiten que la causa de la malaltia podria estar en
els mitocondris dels hepatocits. Després de fer una biopsia del fetge, t'encarreguen realitzar els
primers estudis prospectius. Indica quin tipus de microscopia i quin tipus de marcatge utilitzaries amb
les finalitats seguents:

a) Determinar el nombre mitja de mitocondris per hepatocit.
b) Determinar la fraccié del volum cel-lular ocupat pels mitocondris.
c) Determinar el nombre mitja de crestes presents en els mitocondris.

d) Comprovar quina és la distribucié de les proteines transportadores MIT33 i MIT44 en les
membranes mitocondrials.



TEMA 2. LA MEMBRANA CEL-LULAR

2.1. Relaciona les definicions segients amb el terme adequat de la llista que segueix més
avall:

a) Fosfolipid de localitzacié exclusiva en la capa interna de la bicapa lipidica, la detecci6 de la
qual és utilitzada com a sistema de deteccio d'un procés incipient de mort cel-lular apoptotica.

R: fosfatidilserina

b) Descriu una molécula apolar o part d'una molécula que no pot formar interaccions
energéeticament favorables amb les molécules d’aigua i que, per tant, no es dissol enaigua.

R: hidrofobic
c) Petita regié de la membrana plasmatica enriquida en esfingolipids i colesterol.
R: microdomini de membrana

d) Glucolipids que tenen un o més residus d’'acid sialic en la seua estructura; especialment
abundants en la membrana plasmatica de les neurones.

R: gangliosids

e) Que té regions hidrofobiques i hidrofiliques, com un fosfolipid o una molécula de detergent.
R: amfifilic

f) El principal tipus de fosfolipid de les membranes de les cél-lules animals, amb dos acids
grassos i un cap polar unit a un esquelet de glicerol de tres carbonis.
R: fosfoglicerid

g) Molécula lipidica amb una estructura esteroide de quatre anells que és un component
important de les membranes plasmatiques de les cel-lules animals.

R: colesterol
amfifilic colesterol
fosfolipid cerebrosids
hidrofobic hemimembrana
gangliosids microdomini de membrana (lipid raft)
glicocalix fosfoglicerid
gota lipidica fosfatidilserina
glucolipid hidrofilic

2.2. Descobriments sobre I'estructura de la membrana cel-lular. Cadascuna de les observacions
seguents va contribuir a millorar el nostre coneixement sobre I'estructura de la membrana.
Explica el significat de cadascuna.

a) Quan s’observa una membrana al microscopi electronic, les dues linies fines i electrodenses
tenen una grossaria aproximada de 2 nm, encara que sovint és possible distingir que no sén
idéntiques.

R: Evidéncia de I'asimetria de la membrana.

b) L'etilurea penetra molt més facilment en una membrana que la urea, i la dietilurea hi penetra
encara amb major facilitat.

R: La permeabilitat de la membrana esta relacionada amb el caracter apolar d’aquesta.

¢) En afegir fosfolipasa a una cél-lula viva, es produeix una digestié rapida de la bicapa lipidica
de les seues membranes, la qual cosa suggereix que aquest enzim té accés als fosfolipids de
la membrana.

R: La superficie de bicapa lipidica no esta recoberta completament per proteines.



d)

e)

f)

)

Quan se sotmeten bicapes lipidiques artificials a una analisi amb criofractura, no s’observen
particules en cap de les cares de la criofractura.

R: Aquestes particules, quan s6n observades en les membranes biologiques, corresponen a proteines
integrals.

La resistivitat eléctrica de les bicapes lipidiques artificials és diversos ordres de magnitud
major que la de les membranes reals.

R: Les membranes reals s6n més complexes que les bicapes lipidiques.

Algunes proteines de membrana s’extrauen amb facilitat amb NaCl 1M, mentre que d'altres
requereixen I'ds d’'un solvent organic o d’'un detergent.

R: Hi ha dues classes de proteines de membrana, diferents en la seua localitzacié en la membrana i/o
en la seua afinitat per un medi aqués.

Quan els halobacteris creixen en abséncia d’oxigen, produeixen un pigment porpra que
s'inclou en la seua membrana plasmatica i que té la capacitat de bombar protons cap a
I'exterior cel-lular quan s'’il-lumina. Si les membranes porpra sén aillades, es realitza una
criofractura i s'estudien al microscopi electronic; s’hi observen taques de particules
cristal-lines.

R: El bombatge de protons impulsat per la llum és dut a terme per un complex proteic relativament
simple; a més, el seu estat cristal-li va permetre la seua analisi de difraccié d’electrons, la qual cosa va
permetre per primera vegada entendre com una proteina de membrana es disposa en la bicapa lipidica.

2.3. Vertader o Fals? Explica per que.

a)

b)

Encara que les molécules lipidiques puguen difondre lliurement en el pla de la bicapa, no
poden passar de I'un a I'altre costat d’aquesta llevat que en la membrana hi haja catalitzadors
enzimatics denominats translocadors de fosfolipids.

R: Vertader. L'interior hidrofobic de la bicapa lipidica actua com una barrera per al pas dels grups
hidrofilics del cap dels lipids que es produeix durant un flip-flop. El cost energétic d’aquest desplagament
impedeix de forma efectiva el flip-flop espontani dels lipids, de manera que aquest es produeix en
rarissimes ocasions en absencia de catalitzadors especifics coneguts com a translocadors de
fosfolipids.

Tots els fosfolipids més comuns —fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina i
esfingomielina— sén portadors d’una fraccié carregada positivament al seu cap polar, pero
cap d’'aquests té una carrega neta positiva.

R: Vertader. En tots els casos, les parts carregades positivament s’equilibren amb la carrega negativa
del grup fosfat; aixi, cap dels fosfolipids comuns té una carrega neta positiva.

Els glucolipids mai es troben en la cara citoplasmatica de les membranes de les cél-lules
vives.

R: Vertader. Els glucolipids se sintetitzen en el lumen del complex de Golgi, que és topoldgicament
equivalent a I'exterior cel-lular, i no poden fer flip-flop a través de la bicapa.

2.4. Membranes marcianes. Imagina que en una expedicié recent a Mart s’ha descobert un
organisme unicel-lular que és capag de viure en benze, un liquid apolar. La cél-lula té una bicapa
lipidica formada per fosfolipids, pero la seua estructura és molt diferent de la que hi ha en les nostres
cél-lules.

a)
b)

Especula sobre la possible estructura d’aquest nou tipus de membrana biologica.

Quines propietats tindrien les proteines que formarien part d’aquestes membranes?



2.5. Paradoxes de la ciéncia: els experiments de Gorter i Grendel. Les conclusions d’aquests
investigadors sobre el fet que la membrana plasmatica de I'eritrocit huma consistia en una bicapa
lipidica es van basar en les observacions segients: (i) els lipids que van extraure amb acetona a
partir de 4,74 x 10° eritrocits formaven una monocapa amb una area de 0,89 m? que s’expandia en
una superficie aquosa; (ii) I'area superficial d'un eritrocit era de 100 um? aproximadament, segons les
seues mesures.

a)

b)

Demostra a partir d’aquestes dades com van arribar a la conclusié6 que la membrana de
I'eritrocit és una bicapa.

R: Si els lipids de 4,74 x 10° eritrocits ocupen una area de 0,89 m? (= 0,89 x 102 um?), aixo significa que
en cada cel-lula l'area d’'una monocapa és de 0,89 x 102 / 4,74 x 10° = 188 um?2. Aix0 és
aproximadament el doble de la superficie d’'un eritrocit estimada per Gortel i Grendel, amb la qual cosa,
es conclou que la superficie de cada ceél-lula esta recoberta per dues capes (una bicapa) de lipids.

Ara sabem que larea superficial de [leritrocit huma és en realitat de 145 pm?2
aproximadament. Suggereix una possible explicacié al fet que Gorter i Grendel pogueren
arribar a la conclusié correcta tot i que la seua estimacié de I'area dels eritrocits era erronia.

R: Hui sabem que la técnica d’extraccid utilitzada per Gorter i Grendel no era quantitativa, la qual cosa
els va fer subestimar la quantitat de lipids per cél-lula. Realment, van extraure tan sols dos tercos dels
lipids totals dels eritrocits, per la qual cosa el seu error va ser de la mateixa dimensié que el que es va
cometre en I'estimacio de la superficie dels eritrocits. Aixi, van obtenir una conclusié certa a partir de
dades erronies.

2.6. La grandaria importa. Sabem que cada grup metil (—CH2—) d’'una cadena hidrocarbonada
lineal allarga la longitud de la cadena aproximadament 0,13 nm. A partir d’estudis sobre estructura de
proteines, sabem, a més, que una volta d'una hélix-a inclou 3,6 residus d’aminoacids i estén I'eix
major de I'hélix aproximadament 0,56 nm. Utilitza aquesta informacié per a contestar el seguent:

a)

b)

d)

Quant mesura una Unica molécula d’acid palmitic (16 atoms de carboni) en la seua forma
completament estesa?; i una molécula d’acid lauric (12C)?; i una altra d'acid araquidonic
(20C)?

R: Palmitic: 16 x 0,13 nm = 2,08 nm; lauric: 12 x 0,13 nm = 1,56 nm; araquidonic: 20 x 0,13 nm = 2,6 nm

L’interior hidrofobic d'una membrana tipica té una grossaria de 4-5 nm. Quin seria el gruix si
s’enfronten dues molécules d’acid palmitic? | si foren d’acid lauric o d’acid araquidonic?

R: Palmitic: 4,16 nm; lauric: 3,12 nm; araquidonic: 5,2 nm
L’acid lauric és massa curt per a abastar l'interior hidrofobic, mentre que el palmitic i I'araquidonic tenen
una longitud més o menys adequada.

Quants aminoacids ha de tenir aproximadament un segment transmembrana amb forma
d’helix d'una proteina integral de membrana, si el segment ha de creuar la bicapa lipidica
definida per dues molécules d’acid palmitic enfrontades extrem amb extrem?

R: Cada aminoacid ocupa una longitud sobre I'eix major de I'hélix aproximadament de 0,56 / 3,6 = 0,156
nm. Per a ocupar una longitud de 4,16 nm (dues molécules de palmitic) es necessiten 4,16 / 0,156 =
26,7, 0 siga, 27 aminoacids.

La proteina bacteriorodopsina té 248 aminoacids i set segments transmembrana.
Aproximadament, quina porcié dels aminoacids formen part del segment transmembrana? Si
assumim que la majoria dels aminoacids restants estan presents en els bucles hidrofilics que
mantenen units els segments transmembrana, quants aminoacids, de mitjana, estan presents
en cadascun d’aquests bucles?



R: Set segments transmembrana de 26,7 aminoacids aproximadament cadascun representen uns 187
aminoacids, la qual cosa significa 187 / 248 = 0,752, o aprox. el 75% de la proteina. Els 61 aminoacids
restants (248-187) formarien els sis llagos que connecten els set segments transmembrana entre si, per
la qual cosa cada llag contindria 61 / 6 = 10 aminoacids.

2.7. Construim diferents bicapes lipidiques i especulem sobre les seues propietats. Les
propietats d’'una bicapa lipidica estan determinades per les estructures de les seues molécules
lipidiques. Preveu les propietats de les bicapes lipidiques que resultarien si el segiient foracert:

a)
b)

c)
d)

e)

f)

Si els fosfolipids tingueren una sola cadena hidrocarbonada en lloc de dues.

Si les cadenes hidrocarbonades foren més curtes del que és normal; diguem-ne, d'uns 10
carbonis de longitud.

Si totes les cadenes hidrocarbonades foren saturades.
Si totes les cadenes hidrocarbonades foren insaturades.

Si la bicapa continguera una mescla de dos tipus de molécules lipidiques, una amb dues
cadenes hidrocarbonades saturades i I'altra amb dues cadenes hidrocarbonades insaturades.

Si cada molécula lipidica estiguera unida covalentment a través de I'Gltim atom de carboni
d'una de les seues cadenes hidrocarbonades a una molécula lipidica de la monocapa
oposada.

2.8. Quin dels fosfolipids enumerats a continuacid es troba en quantitats molt petites en les
membranes plasmatiques de les céel-lules dels mamifers, malgrat el paper essencial que tenen en la
senyalitzacié cel-lular?

a)
b)
c)
d)
e)

Fosfatidilcolina
Fosfatidiletanolamina
Fosfatidilinositol
Fosfatidilserina

Esfingomielina

R: El fosfatidilinositol és un component minoritari dels fosfolipids de la membrana plasmatica, encara
que té un paper molt important en la senyalitzacié cel-lular.

2.9. Podries predir quin dels organismes seglents tindra el major percentatge de cadenes d'acids
grassos insaturats en les seues membranes? Raona la resposta.

a)
b)
c)
d)
€)

El peix antartic

La iguana del desert
L'ésser huma

L'os polar

Un bacteri termofil



2.10. Temperatura i composicio de la membrana. Quina de les respostes segients probablement
no s'observara quan un cultiu bacteria que creix a 37 °C es transferisca a una sala de cultiu que es
manté a 25 °C? Explica la resposta.

a) Un descens inicial de la fluidesa de la membrana.

b) Una substitucié gradual dels acids grassos de cadena curta per acids grassos més llargs en
els fosfolipids de la membrana.

c) Una substitucié gradual d’acid estearic per acid oleic en els fosfolipids de membrana.
d) Una millora de la velocitat de sintesi dels acids grassos insaturats.
e) Laincorporacié de més colesterol en la membrana.

2.11. Fluidesa de membrana i temperatura. Sovint s’estudien els efectes de la temperatura i de la
composicid lipidica sobre la fluidesa de la membrana utilitzant membranes artificials que contenen
només una o unes poques classes de lipids i cap proteina. Suposa que tu i el teu company de
laboratori heu fabricat les membranes artificials segients:

Membrana 1. Fabricada completament a partir de fosfatidilcolina amb acids grassos saturats de
16 carbonis.

Membrana 2. La mateixa que la membrana 1, excepte que cadascun dels acids grassos de 16
carbonis té un Unic doble enllag cis.

Membrana 3. La mateixa que la membrana 1, excepte que cadascun dels acids grassos saturats
té només 14 atoms de carboni.

Després de determinar les temperatures de transicid de les mostres que representen cadascuna de
les membranes, descobreixes que el teu company de laboratori es va equivocar en apuntar a quin
tipus de membranes corresponien les mostres. Els tres valors que va determinar van ser -36 °C,
23 °C i 41 °C. Assigna cadascuna d’'aquestes temperatures de transici6 a la membrana artificial
correcta i explica la resposta.

2.12. Més sobre membranes. Dona una resposta breu a les observacions seguents:

a) Tant la proteina A com la B tenen un pes molecular de 33.000 i consten d’'una Unica cadena
polipeptidica amb 240 aminoacids hidrofilics i 60 aminoacids hidrofobics; la proteina A és una
proteina integral de membrana i la proteina B és una proteina soluble.

b) Quan es realitza un experiment de fotoblanqueig amb proteines de superficie de la membrana
de les cel-lules marcades amb fluorescéncia, es tarda molt més a aconseguir restituir la
fluorescéncia que quan I'experiment es fa amb fosfolipids marcats. A més, només un 55% de
la fluorescencia de les proteines torna finalment a la zona de la taca blanquejada pel laser.

c) La majoria dels agents utilitzats en medicina com a anestésics sén apolars i actuen
augmentant la fluidesa de les bicapes lipidiques de les membranes cel-lulars fins al punt que
la transmissio de I'impuls nervids s'interromp i les sensacions de dolor s’eliminen.

2.13. Experiments amb bacteris. Acholeplasma laidlawii és un petit bacteri que no pot sintetitzar els
seus propis acids grassos i, per tant, ha de construir la seua membrana plasmatica a partir dels acids
grassos disponibles en el seu entorn. El resultat és que la membrana d’Acholeplasma adquireix les
caracteristiques fisiques dels acids grassos que estiguen disponibles en aquell moment.
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a) Si a les cel-lules d’Acholeplasma se’ls dona accés a una mescla d'acids grassos saturats i
insaturats, ¢,creixeran normalment a temperatura ambient?

b) Si es transfereix part dels bacteris a un medi de cultiu que conté només acids grassos
saturats i no es realitza cap altre canvi en les condicions de cultiu, deixaran de créixer
immediatament després d’haver canviat el medi. Explica per que.

c) Si hagueres de mantenir el cultiu d’Acholeplasma de l'apartat b en les condicions que s’hi
descriuen, durant un periode de temps prolongat, que es pot predir sobre el que ocorreria als
bacteris?

d) Quina seria I'inica forma que els bacteris de I'apartat b cresqueren una altra vegada sense
canviar-los el medi? Explica la resposta.

e) Quins resultats esperaries si es transferira part dels bacteris a un medi que només
continguera acids grassos insaturats, sense realitzar cap altre canvi en les condicions del
cultiu?

2.14. Els microdominis lipidics son rics tant en esfingolipids com en colesterol, i sembla que el
colesterol té un paper essencial en la formacio dels microdominis, perque aparentment aquests no es
formen en la seua abséncia. Per qué creus que el colesterol és essencial en la formacié dels
microdominis lipidics?

Pista: els esfingolipids diferents de I'esfingomielina tenen grans grups polars del cap formats per
diverses molecules de sucre unides.

R: Els grans grups del cap de la majoria dels esfingolipids impedeixen 'estret empaquetament de les seues
cues d'acids grassos en la membrana. S’ha postulat que les molécules planes de colesterol emplenen els buits
que es formen davall dels grans grups del cap dels esfingolipids, amb la qual cosa queden estretament
empagquetats contra les cadenes d’acids grassos a les quals, altrament, no haurien pogut aproximar-se prou per
a unir-se.

Per que els microdominis lipidics sén més gruixuts que altres parts de la bicapa?

R: Els microdominis de membrana tendeixen a ser més gruixuts que altres parts de la membrana perque les
cadenes d’'acids grassos dels esfingolipids s6n més llargues (de 20 a 26 atoms de carboni comparats amb els
16 a 22 d’altres lipids) i tenen menys dobles enllagos (de 0,1 a 0,4 per esfingolipid comparat amb els 1,1 a 1,5
d'altres lipids). La combinacié de cadenes d'acids grassos més llargues i rectes dona lloc a I'eixamplament de
la bicapa lipidica a la regi6 del microdomini.

Si t'abelleix aprofundir en aquests temes, pots consultar 'article d’'investigacio segient, que pretén llangar llum
sobre aquesta questio:

Harder, T. i Simons, K. (1997). “Caveolae, DIGs, and the dynamics of sphingolipid-cholesterol microdomains”.
Curr. Opin. Cell Biol. 9, 534-542.
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2.15. Estas estudiant dues proteines que creus
gue s6n components de les unions de tipus gap,
estructures que permeten que les cél-lules
adjacents intercanvien molécules petites. Quan
les cél-lules sén congelades i fracturades, i
observades amb el microscopi electronic de
transmissié6 (MET), les unions de tipus gap
s'observen amb claredat com a arees
especialitzades densament poblades amb
particules de membrana. Per a decidir si les
proteines s6n components de les unions tipus
gap, has preparat anticossos contra cadascuna
d’aquestes. A un anticos has unit particules d’or
col-loidal de 15 nm; a l'altre, particules de 10 nm.

Després de preparar les ceélllules per a Electromicrografia d’una criofractura d’'una uni6 de
iofract | MET i i bar-| b I tipus gap, que ocupa l'area central densament

criotrractura  a | Incubar-les  am els empaguetada. Les dues cares de la membrana

anticossos marcats amb or col-loidal, obtens els plasmatica s'indiquen com a EF (cara externa;

resultats que es mostren en la figura. Indiquen external face) i PF (cara interna; protoplasmic

B face). Les particules d'or s’observen com a punts

aguests resultats que ambdues proteines formen negres.

part de les unions de tipus gap? Raona la

resposta.

R: La micrografia mostra amb claredat que ambdues proteines es localitzen en les unions de tipus gap.
S’observen punts negres (particules d'or) de dues grandaries diferents en la unié de tipus gap. | tots els punts
negres excepte un (prop del canté superior dret) estan situats en la uni6 de tipus gap. Un examen acurat de I'Ginic
punt discrepant mostra que en realitat també esta associat amb un petit pegat de membrana que té exactament
el mateix aspecte que la zona de la unié de tipus gap. En realitat, les dues proteines marcades en la micrografia
sén connexines, que sén components dels canals de membrana que formen les unions de tipus gap.

Referéncia: Fujimoto, K. (1995). “Freeze-fracture replica electron microscopy combined with SDS digestion for
cytochemical labeling of integral membrane proteins”. J. Cell Sci. 108, 3443-3449.

2.16. A un amic de safari per Africa li va mossegar una serp verinosa mentre travessava el riu
Limpopo i quasi va morir a conseqiiéncia d’'una extensa hemalisi. Com a vertader bidleg vocacional
gue és, va capturar la serp abans que fugira i ha demanat que analitzen el veri per a descobrir la base
de la seua activitat hemolitica. Troba que el veri conté una proteasa, una neuraminidasa (que elimina
els residus d'acid sialic dels ganglidsids) i una fosfolipasa (que hidrolitza enllagos dels fosfolipids). El
tractament d’eritrocits aillats amb aquests enzims purificats va donar lloc als resultats que es mostren
en la taula seguent:

ENZIM PURIFICAT HEMOLISI
Proteasa no
Neuraminidasa no
Fosfolipasa si

L'analisi dels productes d’hemolisi produits pel tractament amb la fosfolipasa va mostrar un gran
augment de fosforilcolina lliure (colina amb un grup fosfat unit) i diacilglicerol (glicerol amb dues
cadenes d’'acids grassos unides).

a) Quin és el substrat de la fosfolipasa i on I'escindeix?
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b) En funci6 del que coneixes de I'estructura de la membrana plasmatica, pots suggerir per quée
la fosfolipasa produeix la lisi dels eritrocits, perd no la proteasa ni la neuraminidasa?

2.17. Intentarem determinar la distribucio dels fosfolipids de la membrana plasmatica dels eritrocits
humans. Sabem que els fosfolipids constitueixen el 60% dels lipids de la bicapa lipidica dels eritrocits
i que el colesterol (23%) i els glucolipids (3%) representen la major part de la resta. Amb la finalitat de
determinar la distribucié dels fosfolipids individuals, podriem tractar eritrocits intactes i fantasmes
d’eritrocits permeables i) amb dues fosfolipases diferents i ii) amb un reactiu fluorescent, abreujat
SITS, que marca especificament els grups aminos primaris, perd que no travessa una membrana
intacta.

Tal com es resumeix en la taula segtent, el tractament amb esfingomielinasa degrada la majoria de
I'esfingomielina dels eritrocits intactes (sense lisar-los) i dels fantasmes d’eritrocits permeables. Les
fosfolipases de veri de serp marina només degraden la fosfatidilcolina en els eritrocits intactes (sense
lisar-los), perd també degraden la fosfatidilserina i la fosfatidiletanolamina en els fantasmes d’eritrocits
permeables. SITS marca tota la fosfatidiletanolamina i la fosfatidilserina en els fantasmes d’eritrocits
permeables, perd quasi no marca res en els eritrocits intactes.

Taula. Sensibilitat dels fosfolipids d’eritrocits humans intactes i de fantasmes d’eritrocits permeables a fosfolipases
i a un marcador fluorescent que no pot travessar una membrana intacta.

3 ESFINGOMIELINASA VERI SERP MARINA FLUORESCENCIA SITS
FOSFOLIPID . ) )
ERITROCITS FANTASMES ERITROCITS FANTASMES ERITROCITS FANTASMES
Fosfatidilcolina - - + + - -
Fosfatidiletanolamina - - - + - +
Fosfatidilserina - - - + - +
Esfingomielina + + - - - -

a) A partir d’'aquests resultats, dedueix la distribucié dels quatre fosfolipids principals de les
membranes dels eritrocits. Quin dels fosfolipids, si n’hi ha algun, es localitza en les dues
monocapes de la membrana?

R: Només la fosfatidilserina i la fosfatidiletanolamina tenen grups aminos primaris que poden reaccionar
amb SITS. Atés que aquests fosfolipids només es marquen quan els eritrocits es fan permeables
(fantasmes), és probable que estiguen situats en la monocapa citoplasmatica. Aquesta conclusio
compta amb el suport dels resultats dels experiments amb veri de serp marina, que degrada la
fosfatidilserina i la fosfatidiletanolamina Gnicament en els fantasmes d’eritrocits permeabilitzats. Aquests
resultats, presos en conjunt, indiquen que tant la fosfatidilserina com la fosfatidiletanolamina estiguen
situades quasi en exclusiva en la monocapa citoplasmatica de les membranes dels eritrocits. La
degradacié per accié de les fosfolipases de la fosfatidilcolina i de I'esfingomielina en els eritrocits
intactes indica que es troben presents en la monocapa externa. Aquesta conclusié depén del fet que els
eritrocits es mantinguen intactes durant el tractament. L’abséncia de degradacié de la fosfatidilserina i
de la fosfatidiletanolamina en eritrocits intactes per accié del veri de la serp marina serveix de control
intern. En el cas de I'esfingomielinasa, no hi ha control intern, perqué I'abséncia de lisi indica que la
membrana esta intacta. Els resultats de la taula no exclouen la possibilitat que la fosfatidilcolina i
I'esfingomielina també es localitzen en la monocapa citoplasmatica. Atés que la majoria de
I'esfingomielina es degrada per accio de I'esfingomielinasa, ha de trobar-se situada majoritariament en
la monocapa externa de la membrana. No s’aporten dades similars de la fosfatidilcolina, per la qual cosa
seria incorrecte concloure que la fosfatidilcolina només es localitza en la monocapa externa. No obstant
aixo, resultats obtinguts en altres experiments que no es mostren aci suggereixen que la fosfatidilcolina
es localitza quasi per complet en la monocapa externa.
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b) Per qué es van utilitzar eritrocits i no altres cél-lules animals per a aquests experiments?

R: Es van utilitzar eritrOcits per a aquests experiments perqué no contenen membranes internes. Si
s’hagueren fet els mateixos experiments amb cél-lules que tingueren membranes internes, hauria sigut
impossible determinar de forma directa la composicié de fosfolipids de la monocapa citoplasmatica,
perqué s’haurien confés amb els de les membranes internes.

Referéncies: Bretscher, M. (1972). “Asymmetrical lipid bilayer structure for biological membranes”. Nat. New
Biol. 236, 11-12.

Deenen, L. L. M. i DeGier, J, (1974). “Lipids of the red cell membrane”, en The Red Blood Cell (D. MacN.
Surgenor, ed.), p. 147-211. New York: Academic Press.

2.18. Quines de les distribucions de proteines de membrana que es troben en la figura es troben en
les membranes biologiques?

carbohidrato
Ny ESPACIO
A c D %}g F EXTRACELULAR

AR AR AR RS R R R RS RERERRERRRRRFRRERARARR
A BT L b MY

B Q%E E proteina H | CITOSOL

R: En les membranes biologiques s’han trobat fins al moment les disposicions A, B, D, E, F i I. La disposicio C,
que presenta carbohidrats en el costat citoplasmatic de la membrana sembla que no existeix. Les disposicions G i
H, que mostren proteines incloses per complet 0 només amb els seus extrems inclosos en la membrana, no
s’han trobat, i sembla que, basant-se en premisses teoriques, és poc probable que es troben. S’ha trobat una
disposicié similar a H, perd amb una hélix-a amfifilica, inserida horitzontalment en la monocapa citoplasmatica.

2.19. Quines de les afirmacions segients descriuen la relaci6 de masses entre lipids i proteines en
les membranes?

a) La massa dels lipids supera amb molt la massa de les proteines.

b) La massa de les proteines supera amb molt la massa dels lipids.

c) Les masses dels lipids i de les proteines sén aproximadament iguals.

d) La massa dels lipids i de les proteines varia de forma amplia en diferents membranes.

R: La relaci6 de masses depen de la membrana. En la membrana de mielina que envolta els axons de les
neurones, les proteines representen menys del 25% de la massa. En les membranes mitocondrials externes, les
proteines arriben a representar al voltant del 75% de la massa total. En les membranes plasmatiques tipiques, les
masses de proteines i de lipids sén quasiiguals.
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TEMA 3. EL CITOESQUELET

3.1

a)

b)

d)

f)

3.2.

a.

Relacionales definicions seglients amb el terme adequat de lallista que segueix més
avall:

Una cadena lineal de subunitats proteiques unides extrem amb extrem, que s’associa de
forma lateral amb altres cadenes per a formar els components del citoesquelet.

R: protofilament

La propietat de transformacio sobtada de creixement a escur¢cament, i viceversa, en un
microtdbul o un filament d’actina.

R: inestabilitat dinamica

L’extrem d’'un microtabul o d’un filament d'actina en el qual els monomers s’afegeixen amb
més facilitat; I'extrem de creixement rapid.

R: extrem més

Terme general per a denominar els filaments proteics fibrosos (aproximadament de 10 nm de
diametre) que formen xarxes semblants a cordes en les cél-lules animals.

R: filaments intermedis

El procés mitjangant el qual un filament proteic poliméric manté constant la seua longitud
afegint subunitats proteiques en un extrem i perdent subunitats per I'extrem oposat.

R: intercanvi rotatori

Sistema de filaments proteics en el citoplasma d’una cél-lula eucariota que li proporciona la
seua forma i capacitat per a moure’s en una direccié concreta.

citoesquelet intercanvi rotatori
extrem més neurofilament
extrem menys protofilament
filaments intermedis queratina
inestabilitat dinamica tubulina

Vertader o fals? Explica per qué.

La polaritat estructural dels microtubuls és tal que la tubulina a es troba en un extrem i la
tubulina 3 es troba en I'extrem oposat.

R: Vertader. Cada protofilament en un microtibul esta assemblat a partir de subunitats que apunten totes
en la mateixa direccio; aixi, cada protofilament esta format per una tubulina a en un extrem i una tubulina
B en I'extrem oposat. Com que els protofilaments en un microttbul estan alineats en paral-lel, la tubulina a
esta en un extrem i la tubulina 3 esta en I'extrem oposat.

El paper de la hidrolisi del ATP en la polimeritzacié de I'actina és semblant al paper de la
hidrolisi del GTP en la polimeritzacié de la tubulina: ambdues hidrdlisis serveixen per a afeblir
els enllagos en el polimer i afavorir aixi la despolimeritzacié.

R: Vertader. Quan I'ATP en els filaments d’actina (o el GTP en els microttbuls) és hidrolitzat, la major
part de I'energia lliure alliberada en la hidrdlisi de I'enllag d'alta energia s’emmagatzema en el polimer,
de manera que I'energia lliure en el polimer que conté ADP és major que la del polimer que conté ATP.
Aix0 desplaga I'equilibri cap a la despolimeritzaci6 de manera que els filaments d’actina amb ADP es
desassemblen amb més facilitat que els filaments d’actina amb 'ATP unit.
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c. lgual que els filaments d’actina i els microtibuls, els filaments intermedis citoplasmatics es
troben en totes les cél-lules eucariotes.

R: Fals. Al contrari que els filaments d'actina i els microtlbuls, que estan presents en tots els
organismes eucariotes, els filaments intermedis només es troben en alguns metazous, vertebrats,
nematodes i caragols. Fins i tot en aquests organismes, els filaments intermedis no s6n necessaris en
tots els tipus cel-lulars. Les lamines nuclears, que son els avantpassats dels filaments intermedis i
formen una xarxa de proteines que envolta la membrana nuclear, estan molt més ampliament
distribuides entre els eucariotes.

3.3. La figura 16-2 mostra la distribucié en equilibri de subunitats lliures d’actina (mondmers) i de
filaments, en funcié de la concentracié d'actina. Indica la concentracio critica d'actina en aquest
diagrama.

filamento

monémero

masa

Figura 16-2. Massa dels monomers i dels filaments
d’actina en funcié de la concentracié d’actina.

concentracion de actina

3.4. La inestabilitat dinamica provoca que els microtibuls cresquen o s’escurcen amb rapidesa.
Considera un microtdbul individual que es troba en la seua fase d’escurgament.

a) Que ha de succeir en I'extrem del microtibul perqué es deixe d'escurgar i comence a
créixer?

b) De quina forma un augment en la concentracid de tubulina afectara aquest canvi
d’'escurcament a creixement?

c) Queé succeiria si en la solucié hi haguera GDP perd no GTP?
d) Qué succeiria si la solucié tinguera un analeg del GTP que no poguera ser hidrolitzat?

3.5. Les sequéncies d’aminoacids de les actines i de les tubulines de tots els eucariotes estan molt
ben conservades. No obstant aix0, el gran nombre de proteines que interactuen amb aquests filaments
no estan més conservades que la majoria de les altres proteines en les diferents especies. Com és
possible que les proteines dels filaments estiguen tan conservades i no ho estiguen les proteines que
interaccionen amb aquests?

R: L’evoluci6 de les actines i de les tubulines esta condicionada no solament per la necessitat que s’unisquen
'una amb l'altra, sind també per la necessitat que interaccionen amb un gran nombre d'altres proteines que
s'uneixen als mateixos llocs en les seues superficies. Una mutacié en I'actina que donara lloc a un canvi
desitjable en la seua interaccié amb una proteina podria provocar canvis no desitjats en la seua interaccié amb
mitja dotzena d’altres proteines que s’uniren al mateix lloc o prop d’aquest. Aquestes interaccions multiples limiten
I'evolucié de la majoria de les superficies de I'actina i de la tubulina. Per contra, les proteines que s’uneixen als
filaments d'actina i als microtibuls tan sols necessiten mantenir el lloc d'unié al filament —en el fons, les parts de
la seua estructura més conservades— i els llocs d’unié per a les poques proteines amb les quals interaccionen.
Aguesta limitacié més reduida permet una considerable major llibertat evolutiva.
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3.6. Quin dels tipus segients de cél-lules esperaries que tinguera una densitat alta de filaments
intermedis citoplasmatics? Explica la resposta.

a) Amoeba proteus (una ameba de vida lliure).

b) Una cél-lula epitelial de pell humana.

c) Una cel-lula muscular llisa del tracte digestiu d'un vertebrat.
d) Una cel-lula nerviosa de la medul-la espinal d'un ratoli.

e) Un espermatozoide huma.

f)  Una cél-lula vegetal.

R: Les cél-lules que migren rapidament d’'un lloc a un altre com les amebes (a) i els espermatozoides (e) no
necessiten, en general, filaments intermedis en el seu citoplasma, ja que no desenvolupen o mantenen gran
resisténcia a la tensid. Les cel-lules vegetals (f) sén arrossegades i espentades per les forces del vent i I'aigua,
pero resisteixen aquestes forces gracies a les seues parets cel-lulars rigides, més que pel seu citoesquelet. Les
cél-lules epitelials (b), les cél-lules musculars llises (c) i els llargs axons de les neurones (d) tenen citoplasmes
molt rics en filaments intermedis, que impedeixen que es trenquen mentre sén estirades i comprimides pels
moviments dels teixits que les envolten.

3.7. Encara que els knockouts dels gens d'alguns filaments intermedis donen lloc a fenotips
detectables en ratolins, els knockouts del gen de la vimentina o de la proteina acidica fibril-lar glial
(GFAP) produeixen un fenotip normal. No obstant aix0, els ratolins knockouts, tant per a vimentina
com per a la GFAP, presenten disfuncions en els seus astrocits, les cél-lules accessories del sistema
nervios central. Per qué suposes que els knockouts individuals per a la vimentina i per a la GFAP sén
normals, mentre que els knockouts combinats presenten una deficiencia demostrable?

R: Es sorprenent que molts dels knockouts de gens dels filaments intermedis tinguen poc efecte en els ratolins. La
seguliencia d’aminoacids de la vimentina, per exemple, és idéntica en un 98% en el hamster, el pollastre, el ratoli
i 'home, la qual cosa significa que té una funcié important, encara que els ratolins knockouts per a la vimentina
semblen ser totalment normals. La falta d’efecte d’un knockout d’'un gen tan conservat s'interpreta en termes
d’'un sistema de compensacié que n’equilibra la pérdua. En el cas dels gens dels filaments intermedis, el sistema
de compensacié poden ser altres filaments intermedis. El fet que el doble knockout de vimentina i GFAP
manifesten un fenotip alterat —astrocits defectuosos— suggereix que aquests dos filaments intermedis es
compensen entre si en els astrocits. Els astrocits expressen gens de tres proteines dels filaments intermedis —
la vimentina, la GFAP i la nestina— les propietats de les quals s’han estudiat utilitzant les proteines pures. La
nestina no pot formar filaments intermedis per si sola, la qual cosa explica probablement la seua incapacitat per
a compensar la pérdua de la vimentina i de la GFAP. La vimentina pot formar filaments intermedis, perdo només
amb la nestina o la GFAP com a parella, i la GFAP pot formar filaments intermedis una mica anormals per si
sola. Aixi doncs, sembla que aquestes tres proteines cooperen en la formacié de filaments intermedis adequats
en els astrocits: poden tolerar la desaparicié d’'una d’aquestes, pero no la de dues.

Referéncies: Herrmann, H. i Aebi, O. (2000). “Intermediate filaments and their associates: multi-talented
structural elements specifying cytoarchitecture and cytodynamics”. Curr. Opin. Cell Biol. 12, 79-90.

Eliasson, C.; Sahlgren, C.; Berthold, C. H.; Stakeberg, J.; Celis, J. E.; Betsholtz, C.; Eriksson, J. E. i Pekny, M.
(1999). “Intermediate filament protein partnership in astrocytes”. J. Biol. Chem. 274, 23996-24006.
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3.8. El taxol, que s’extrau de I'escorca del teix, i la colquicina, un alcaloide que procedeix del safra de
tardor, tenen efectes oposats. El taxol s’'uneix fortament als microtibuls i els estabilitza. Quan s’afegeix
a les ceél-lules provoca que la major part de la tubulina lliure s’assemble en els microtibuls. Tots
dos soén igual de toxics per a la cél-lula en divisid i tots dos s’utilitzen com a farmacs anticancerosos.
Basant-te en els teus coneixements de la dinamica dels microtlbuls, explica per qué aquests farmacs
sén toxics per a les cél-lules en divisié malgrat tenir maneres de funcionament oposades.

R: La divisio cel-lular depen de la capacitat dels microtibuls de polimeritzar i despolimeritzar. Durant la mitosi,
les cél-lules primer despolimeritzen la major part dels seus microtubuls i els tornen a polimeritzar per a formar el
fus mitotic. Les cél-lules tractades amb taxol no poden despolimeritzar els microtibuls ja existents i, per tant, no
poden formar el fus mitotic. Les cél-lules tractades amb colquicina no poden polimeritzar nous microtabuls i, per
tant, tampoc poden formar el fus mitotic. A una escala més subitil, tots dos compostos bloquejarien la inestabilitat
dinamica dels microttbuls i interferirien aixi amb les funcions del fus mitotic, fins i tot si poguera formar-se.

3.9. Triada de Kartagener. L'esterilitat en homes amb la triada de Kartagener es deu al fet que els
espermatozoides no poden moure’s. L'analisi citologica dels espermatozoides d’'aquests individus
revela que a les seues cues (és a dir, els seus flagels) els falta un o més dels components
estructurals normals. Aquests individus poden patir malalties del tracte respiratori, particularment
bronquitis i sinusitis recurrents, provocades per la seua incapacitat de netejar el moc dels seus
pulmons i sins nasals.

a) Quin és el mecanisme que explica la immobilitat dels espermatozoides en aquests casos
d’esterilitat?

b) Per qué la disfuncio respiratoria esta associada amb I'esterilitat en els individus afectats?

3.10. Si afegeixes filaments curts d'actina marcats amb caps de miosina (filaments decorats amb
miosina) a una solucié que conté un excés de monomers d’'actina, esperes uns quants minuts i llavors
examines els filaments amb el microscopi electronic, observaras una imatge com la que es mostra en
la figura 16-6.

a) Quin és I'extrem més en el filament decorat amb miosina i quin és I'extrem menys? Quin és
I'extrem “espinds” (barbed) i quin és I'extrem “punxegut” (pointed)? Raona la resposta.

b) En diluir la mescla de manera que la concentraci6 d'actina estiga per davall de la
concentracié critica, quin extrem es despolimeritzaria més rapidament?

Figura 16-6. Filaments d'actina decorats amb
miosina després d'uns quants minuts en una solucio
amb un excés de monomers d'actina. El segment
més gruixut i més curt és el filament d’actina decorat
amb miosina.
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3.11. Es va determinar l'orientacié d’'un dimer de tubulina a en un microtubul de distintes formes.
Per exemple, es va observar que esferes fluorescents recobertes amb GTP només s’unien als
extrems més dels microtibuls. Per contra, particules d’or recobertes amb anticossos especifics contra
un péptid de la tubulina a només s’unien a I'extrem menys. De quina forma defineixen aquestes
observacions l'orientacié del dimer de tubulina af en el microtdbul? Quina subunitat, a o B, esta en
cada extrem? Explica el teu raonament.

R: Aquestes observacions mostren que els dimers de tubulina aff estan orientats en els microtibuls amb la
tubulina B exposada en I'extrem més i la tubulina a en I'extrem menys. Com que el GTP, que esta unit al
monomer de tubulina a, esta fisicament atrapat en la interfase del dimer, mai sera hidrolitzat ni substituit. Per
contra, el GTP de la tubulina B és hidrolitzat i pot ser substituit. Per tant, quan un microtubul és exposat a boles
fluorescents recobertes de GTP, el GTP pot unir-se a les subunitats de tubulina B exposades en I'extrem del
microtubul. El fet que les boles fluorescents es troben en I'extrem més indica que el dimer de tubulina af ha
d’'estar orientat amb el monomer de tubulina B en I'extrem més. La presencia de les boles només en un dels
extrems, i no al llarg de tot el microtdbul, indica que el GTP només pot ser substituit en els extrems exposats. De
forma semblant, la preséncia de boles d’or recobertes amb anticossos especifics contra la tubulina a en els
extrems menys indica que el dimer de tubulina of8 ha d’estar orientat amb el monomer de tubulina a exposat en
I'extrem menys. La preséncia de boles només en un extrem indica que la porcié de tubulina a amb la qual
reacciona l'anticos esta oculta en la interfase entre dimers de tubulina aff adjacents i, per tant, només esta
disponible en I'extrem.

Referéncies: Mitchison, T. J. (1993). “Localization of an exchangeable GTP bhinding site at the plus end of
microtubules”. Science 261, 1044-1047.

Fan, J., Griffiths; A. D.; Lockhart, A.; Cross, R. A. i Amos, L. A. (1996). “Microtubule minus ends can be labeled
with a phage display antibody specific to a-tubulin”. J. Mol. Biol. 259, 325-330.

Nogales, E.; Whittaker, M.; Milligan, R. A. i Downing, K. H. (1999). “High-resolution model of the microtubule”.
Cell 96, 79-88.

3.12. Enlafigura 16-8A es mostren les velocitats de creixement dels extrems més i dels extrems menys
dels filaments d'actina en funcié de la concentracié d'actina i en la figura 16-8B es mostren els
mateixos resultats en una escala ampliada.

a) Les dades de la figura 16-8A es van obtenir determinant les velocitats de creixement inicial
per a cada concentracié d’actina. Dades semblants regides per a qualsevol enzim amb cinética
de Michaelis-Menten generarien una corba hiperbolica en lloc dels grafics lineals que es
mostren. Per qué la velocitat de creixement dels filaments d’actina augmenta linealment en
augmentar la concentracié d’actina, mentre que en una reaccié catalitzada per un enzim
s’aconsegueix una fase estacionaria amb concentracions de substrat creixents?

b) La figura 16-8B mostra les velocitats de creixement del filament a concentracions baixes
d’actina en una escala ampliada. Imagina que pogueres afegir filaments d'actina a la solucio de
subunitats d’actina a les concentracions indicades com A, B, C, D i E. Per a cadascuna
d'aquestes concentracions, decideix si el filament d’actina afegit creixeria o s’escurcaria en els
seus extrems més i menys. Quina és la concentracio critica per a I'extrem més? Quina és la
concentracié critica per a I'extrem menys? Es produiria recanvi rotatori a alguna d’'aquestes
concentracions?
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Figura 16-8. Velocitats de creixement en els extrems més i menys dels filaments d’'actina en funci6 de la
concentracié d'actina. (A) Mesura de les velocitats de creixement en un rang ampli de concentracions
d’actina. (B) Velocitats de creixement a concentracions baixes d’'actina, que es mostren en una escala
ampliada.

3.13. Comparacions del comportament dels microtdbuls entre espécies apunten a diferéncies que
reforcen la importancia bioldgica de la inestabilitat dinamica. Per exemple, els peixos nototénids que
viuen a I'Ocea Antartic a una temperatura constant de -1,8 °C tenen microtibuls extraordinariament
estables en comparacié amb els dels vertebrats de sang calenta com la vaca. Aquest fet respon a una
modificacié essencial dels peixos nototenids, ja que els seus microtibuls es desassemblen per
complet en dimers de tubulina af a 0 °C. Si es mesuren els microtibuls individuals en solucions de
tubulina pura, pot observar-se que els microtibuls dels peixos creixen a una velocitat molt més lenta,
s’escurcen a una velocitat molt més lenta i rarament passen de l'estat de creixement al
d’'escurcament (catastrofe) o del d’escurcament al de creixement (rescat) (taula 16-1).

a)

b)

Les sequencies d’aminoacids de les subunitats de tubulina a i B dels peixos nototenids es
diferencien dels de la vaca en posicions i en formes que podrien esperar-se per a estabilitzar
el microtdbul, d'acord amb les dades de la taula 16-1. Esperaries que aquests canvis
augmentaren les interaccions entre les subunitats de tubulina a i B en el dimer af, entre
dimers adjacents en el protofilament o entre subunitats de tubulina en protofilaments
adjacents? Explica el teu raonament.

Sembla que la inestabilitat dinamica exerceix un paper fonamental en les rapides
reorganitzacions dels microtlbuls que es produeixen en les cél-lules. Com suposes que
dirigeixen les cel-lules d'aquests peixos els canvis en I'arquitectura dels seus microtibuls prou
rapidament per a complir amb les funcions cel-lulars essencials? O suposes que aquestes
cel-lules posseeixen un citoesquelet estable de microtdbuls que només es reorganitza molt
lentament?

Taula 16-1. Propietats dels microtubuls individuals en un peix nototenid i en la vaca domestica.

VELOCITAT DE VELOCITAT FREQUENCIA DE FREQUENCIA
MICROTUBULS CREIXEMENT D'ESCURCAMENT CATASTROFE DE RESCAT
(um/min) (um/min) (min-t) (min-1)
Peix nototénid 0,27 0,8 0,008 0,0004
Vaca domeéstica 2,18 61,2 0,52 3,1

S'observaren mitjangant videomicroscopia multiples microtibuls a una temperatura propera a la temperatura
corporal de cada especie: 5 °C per al peix i 37 °C per a la vaca. Les velocitats de creixement mitjanes es van
calcular en microtdbuls en creixement; les velocitats d’escurgament mitjanes es van calcular en microtdbuls
que s’escurcaven. Els canvis de creixement a escurgament (catastrofe) i d’escurgament a creixement (rescat)
s’estimaren fent una mitjana durant el periode d'observacio i es van expressar com la frequéncia de cada
esdeveniment per minut.
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3.14. El teu supervisor vol que comprengues alguns dels fets basics sobre I'acoblament de I'actina i
explica que el ATP s’uneix als monomers d’'actina i que és necessari per al seu acoblament. Pero la
hidrolisi del ATP no és necessaria per a la polimeritzacio, ja que el ADP pot, sota determinades
circumstancies, substituir el ATP. No obstant aixo, els filaments de ADP s6n molt menys estables que
els de ATP, la qual cosa confirma la seua sospita secreta que I'energia lliure de la hidrolisi del ATP
s'utilitza en realitat per a I'acoblament de I'actina.

El teu supervisor suggereix que prengues acuradament mesures de la relacié quantitativa entre el
nombre de molécules de ATP hidrolitzades i el nombre de monomers d’'actina units al polimer. Els
experiments es duen a terme. Per a mesurar la hidrolisi de ATP, afegeixes y3?P-ATP a una solucio
d’'actina en polimeritzacié, prens mostres a intervals de temps i determines quant de fosfat radioactiu
s’ha produit. Per a analitzar la polimeritzacid, mesures I'augment de dispersié de la llum provocat per
la formacio dels filaments d’actina. Els resultats es mostren en la figura 16-9; les mesures de dispersio
indiquen que han polimeritzat 20 umols de monomers d’actina. Com que el nombre de monomers
d’'actina polimeritzats indica exactament el nhombre de molécules de ATP hidrolitzat, conclous que
s’hidrolitza un ATP cada vegada que un monomer s’afegeix a un filament d’actina.

Quan mostres al teu supervisor les dades i li expliques les teues conclusions, somriu i molt
gentilment et diu que mires amb més atenci6é el grafic: les teues dades proven que l'actina pot
polimeritzar sense la hidrolisi del ATP.

a) Queé és el que veu el teu supervisor en les dades que tu havies passat per alt?

b) Que suposen les teues dades sobre la distribucié del ATP i del ADP en els filaments d’actina
en polimeritzaci6?

H 150 8B
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3.15. La citocalasina B inhibeix certes formes de motilitat cel-lular, com la citocinesi i les espines dels
cons de creixement, i disminueix de forma drastica la viscositat dels gels formats per una mescla
d’'actina i una amplia varietat de proteines d’'unié a I'actina. Aquestes observacions suggereixen que
la citocalasina B interfereix en I'acoblament dels filaments d’actina. En I'experiment classic que
defineix aquest mecanisme, filaments d’actina de curta longitud es decoren amb caps de miosina i
llavors es mesclen amb subunitats d’actina en preséncia i en abséncia de citocalasina B. Es mesura
'acoblament dels filaments d’'actina determinant la viscositat de la solucid (figura 1) i observant les
mostres amb el microscopi electronic (figura 2).

a) Suggereix un possible mecanisme per a explicar de quina forma la citocalasina B inhibeix
lacoblament dels filaments d'actina. Tin en compte l'aspecte dels filaments en les
electromicrografies i les mesures de viscositat (tant la taxa alterada com ampliada).

b) El creixement normal caracteristic d’un filament d’actina i les propietats d’unio a I'actina de la
citocalasina B prova que els monomers d'actina pateixen un canvi conformacional en ser
afegits al filament. De quina forma?
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Referéncia: MacLean-Fletcher, S. i Pollard, T. D. (1980). “Mechanism of action of cytochalasin B on actin”. Cell
20, 329-341.
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Figura 1. Augment de la viscositat de solucions d’actina en preséncia i en absencia de citocalasina B.
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3.16. La fal-loidina, que és un péptid toxic de I’Amanita phalloides, s'uneix als filaments d’actina. La
fal-loidina marcada amb una sonda fluorescent sovint s'utilitza per a tenyir la xarxa de filaments
d’'actina de les cel-lules (figura 1A). Si la fal-loidina es marca amb una particula d’or, la seua uni6 als
filaments d’'actina pot observar-se a gran resolucié mitjangant microscopia electronica d’escombratge.
La figura 1B mostra una electromicrografia d’un filament d’actina amb fal-loidina unida i la figura 1C
mostra la mateixa fotografia amb el contrast ajustat de manera que només sén visibles els punts més
electrodensos (les particules d'or). S'uneix la fal-loidina a cada subunitat d’actina? Com pots explicar-
ho?

(A) CELULAS (B) BAJO (C) ALTO

20 um

Figura 1. Uni6é de les fal-loidina als filaments d'actina. (A) El citoesquelet d’actina marcat amb fal-loidina
fluorescent. (B) Un filament d’actina marcat amb fal-loidina unida a or observat amb baix contrast. (C) El mateix
filament d’actina que en B pero observat amb alt contrast. Les fletxes blanques indiquen les posicions de sis
particules d’or.

Referéncia: Steinmetz, M. O.; Stoffler, D.; Hoenger, A.; Bremer, A. i Aebi, U. (1997). “Actin: From cell biology to
atomic detail”. J. Struct. Biol. 119, 295-320.
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R: Les particules d'or en la figura 1B i 1C segueixen vies helicoidals paral-leles que estan relativament separades
les unes de les altres, com dos protofilaments en un filament d’actina. Si reviseu la bibliografia, veureu que la
separacio de les particules d’or coincideix amb la separacié de les subunitats d’actina en el filament d’actina (5,5
nm per particula).

3.17. La swinholida A és un membre d'una classe de compostos lipidics anomenats macrolids que
inclouen diversos antibiotics Utils com I'eritromicina, que sén sintetitzats pels actinomicets. La
swinholida A és una molecula “bessona”, formada per dues meitats identiques (figura 1A). Quan
s'afegeix a les cél-lules que creixen en cultiu, la swinholida A desorganitza el citoesquelet d’actina. La
teua supervisora ha mostrat de forma concloent que la swinholida A s’uneix a un parell de monomers
d’'actina i sospita que la swinholida A provoca la despolimeritzacié dels filaments d’actina mitjancant
el segrest de les subunitats d’actina en una forma dimerica no funcional, amb la qual cosa accelera la
despolimeritzacié a través d’efectes d'acci6é de masses.

Arribat aquest punt, la teua supervisora et demana que comproves aquesta hipotesi. Per a fer-ho,
prepares filaments d’actina marcats amb una sonda que emet fluorescéncia intensa en el filament i
molt menys intensa en les subunitats lliures (o subunitats unides a swinholida A). Aixo permet observar
de manera facil i rapida la despolimeritzacié com una pérdua de fluorescéncia. Tal com va predir la
teua supervisora, la despolimeritzacid augmenta en preséncia de concentracions creixents de
swinholida A (figura 1B). Pero s'adona de dues caracteristiques d’aquestes corbes que suggereixen
que la swinholida A pot realment trencar els filaments d'actina. Una d’aquestes caracteristiques
s'il-lustra en la figura 1C, la qual mostra una dependéncia no lineal en la velocitat inicial de
despolimeritzacié per damunt de la concentracié de swinholida A. Un efecte simple d'accié de
masses —el segrest dels monomers d'actina mitjancant unié a la swinholida A— prediu una
dependéncia lineal; no obstant aix0, 'augment de la concentracidé de swinholida A té progressivament
un efecte més gran en la despolimeritzacio.

a) En la figura 16-16B, per qué arriba la fluorescéncia a un valor estable (al voltant de 0,03) en
comptes de disminuir fins a zero?

b) L'altra caracteristica estranya que s’observa sobre la despolimeritzaci6 en preséncia de
swinholida A (figura 1B) és que les linies tenen una “vall” en els primers segons (abans d’assolir
l'altipla més tard). Per qué suggereix aquesta vall que la swinholida A trenca els filaments
d’actina?

c) Sisuposem que la swinholida A trenca els filaments d’actina, és suficient amb una molécula o
es necessiten moltes molécules? Com ho saps?
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Figura 1. Efectes de la swinholida A sobre els filaments d’'actina. (A) Estructura de la swinholida A. Les
dues meitats identiques de la swinholida A estan disposades cap amb cua, de manera que si la molecula
girara 180° sobre I'eix indicat (cercle amb una X), se superposaria a si mateixa. Per aquesta raé es diu
gue té un eix de simetria doble. (B) Despolimeritzacié dels filaments d’actina al llarg del temps en
preséncia i en absencia de swinholida A. Els nimeros indiquen la concentracié de swinholida A (nM)
utilitzada en cada assaig de despolimeritzacid. (C) Velocitats inicials de despolimeritzacio en funcié de la
concentracio de swinholida A.

Referéncia: Bubb, M. R.; Spector, |.; Bershadsky, A. D. i Korn, E. D. (1995). “Swinholide A is a
microfilament disrupting marine toxin that stabilizes actin dimers and severs actin filaments”. J. Biol.
Chem. 270, 3463-3466.

R:

a) Lafluorescéncia en la figura 1B arriba a I'equilibri quan tota I'actina s’ha transformat en monomers.
L’equilibri no es produeix en el punt zero perqué els monomers per si mateixos posseeixen un nivell baix
de fluorescéncia.

b) Les “valls” en les corbes de despolimeritzacio (vegeu la figura 1B) mostren que les velocitats de
despolimeritzacié augmenten amb el temps en preséncia de swinholida A. Com que la velocitat de
despolimeritzacié depén del nombre d'extrems, un augment de la velocitat és coherent amb un
augment del nombre d’extrems. Aquesta caracteristica de les corbes de despolimeritzacié dona suport a
la idea que la swinholida A trenca els filaments d'actina i augmenta el nombre d’extrems. No és
conseqiient amb la idea que la swinholida A assoleix la despolimeritzacié a través d'uns efectes accio-
massa en unir-se a les subunitats d’'actina, que prediu una peérdua lineal de la fluorescencia amb el
temps.

c) Es necessiten moltes molécules de swinholida A per a trencar un filament d’actina. La conclusié
es basa en les dades de la figura 1C, que mostra que I'augment de la concentracié de swinholida A té
efectes progressivament majors en la despolimeritzacié. Si es necessitara una sola molécula de
swinholida A, la relacié hauria sigut lineal, de manera que un increment en la concentracido de
swinholida A produiria el mateix augment en la velocitat de despolimeritzacio.

3.18. Relaciona les definicions segiients amb el terme adequat de la llista que segueix més
avall:

a) Organul del centre de les cél-lules animals que és el centre primari organitzador de
microtdbuls i que actua com el pol del fus mitotic durant la mitosi.

R: centrosoma

b) Capa especialitzada del citoplasma en la cara interna de la membrana plasmatica rica en
filaments d'actina.

R: cortex cel-lular
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c) Complex proteic format per una forma especifica de tubulina que, juntament amb altres
proteines, constitueix un nucleador eficient del creixement dels microtibuls.
R: complex de tubulina y en forma d’anell

d) Disposicié cilindrica curta de microtibuls, amb un parell d’aquests immersos en el principal
centre organitzador dels microtlbuls d’'una cél-lula animal.

R: centriol

e) Una proteina motora que es desplaca al llarg dels microtlbuls i es dirigeix al seu extrem més.
R: cinesina

f)  Un grup de GTP-ases monomeriques molt relacionades que inclou Cdc42, Rac i Rho.
R: familia de proteines Rho

g) Feix de microtdbuls i de proteines associades que formen el nucli d’'un cili o d’'un flagel en una
cel-lula eucariota i és responsable dels seus moviments.

R: axonema

h) Protrusié llarga amb forma de pel de la superficie de les cél-lules eucariotes les ondulacions
de les quals permeten que la cél-lula es moga per un mitja fluid.

R: cili
i)  Proteina formadora de filaments intermedis en cel-lules musculars.
R: desmina

i)  Estructures fines i allargades de la superficie d'algunes cél-lules que, tot i ser de major
grandaria que les microvellositats, també posseeixen feixos llargs de filaments d'actina
paral-lels entre si a I'interior.

R: estereocili
centriol complex de tubulina y en forma d’anell
complex ARP cortex cel-lular
familia de proteines Rho estereocili
desmina gueratina
cinesina centre organitzador de microtibuls (MTOC)
miosina proteina associada als microtibuls (MAP)
axonema cili
centrosoma filopodi
formina dineina citoplasmatica

3.19. La concentracié d'actina en les cel-lules és de 50 a 100 vegades més elevada que la
concentracié critica observada per a l'actina pura en un tub d’assaig. Com és possible aix6? Qué
impedeix que les subunitats d’actina de les cél-lules polimeritzen en filaments? Per qué és avantatjos
per a les cel-lules mantenir un magatzem tan gran de subunitats d’actina?

R: En les cel-lules, la majoria de subunitats d’actina estan unides a timosina, que disposa I'actina en una forma
en qué no pot hidrolitzar el ATP unit i no pot ser afegida a cap extrem d’un filament. La timosina redueix la
concentracié de subunitats d’'actina lliure a valors proxims als de la concentracid critica. Les subunitats d’actina
son reclutades d’aquest magatzem inactiu per la profilina, I'activitat de la qual esta regulada de manera que la
polimeritzacié de I'actina es produeix quan i on és necessaria. L'avantatge d’'aquesta organitzacié és que la
cél-lula pot mantenir un gran magatzem de subunitats per a un creixement sobtat en els llocs i en el moment que
necessite.
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3.20. La filamina entrecreua filaments d’actina quasi en angles rectes per a produir un gel viscés
necessari perque les cél-lules estenguen lamel-lipodis. Per qué la pérdua de la filamina en cél-lules
de melanoma és una mala noticia per a les cél-lules de melanoma, pero és una molt bona noticia per
al pacient?

3.21. Quan les cél-lules entren en mitosi, la seua xarxa de microtibuls citoplasmatics existent ha de
ser rapidament desorganitzada i substituida pel fus mitotic, que arrossega els cromosomes cap a les
dues cél-lules filles. L’enzim catanina, dit aixi per les espases dels samurais japonesos, s'activa a
I'inici de la mitosi i trenca els microtabuls en fragments petits. Quina creus que és la destinacio dels
fragments de microtlbuls generats per lacatanina?

R: La catanina trenca els microtabuls al llarg de tota la seua longitud. Per tant, els fragments que es formen
contenen tubulina-GDP en els seus extrems exposats i rapidament es despolimeritzen. Aixi, la catanina
proporciona una forma molt rapida de destruir microtibuls existents.

3.22. El bacteri patogen intracel-lular Listeria monocytogenes es propulsa a si mateix a través del
citosol en una estructura semblant a la cua d'un cometa de filaments d'actina (figura 1).
Sorprenentment, només una Unica proteina bacteriana, la proteina transmembrana ActA, és
necessaria per a aquest desplacament. La proteina ActA esta distribuida de forma desigual en la
superficie del bacteri i assoleix les concentracions maximes en el pol en contacte amb la cua d’actina.
En la figura 2A, es mostren els efectes d’ActA en la polimeritzacié de I'actina en preséncia i en
abseéncia del complex ARP. Els primers segons de les reaccions es mostren en una escala ampliada
en la figura 2B. Es va seguir la polimeritzacié de I'actina utilitzant actina-piré, que presenta una major
intensitat de fluorescéncia quan I'actina esta polimeritzada.

a) Quins son els efectes d’ActA i del complex ARP, per separat i en conjunt, en la velocitat de
nucleaci6 dels filaments d’actina? Raona la resposta.

b) Com suposes que la polimeritzacié d'actina mediada per ActA i el complex ARP propulsa el
bacteri a través de la cél-lula? En la cua en forma de cometa del filament d’actina, quin extrem
—el més o el menys— es dirigeix cap al bacteri?

(A) PELICULA CON TOMA A INTERVALOS (B) ME
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Figura 1. Moviment d’un bacteri a través del citosol mitjangant una estructura semblant a la
cua d'un cometa de filaments d’actina. (A) Pel-licula amb presa d'imatges a intervals. (B)
Micrografia electronica. El bacteri té 2 um de longitud.
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Figura 2. Efectes de I'ActA i del complex ARP en la polimeritzacié d’actina.
A) Cinética de la polimeritzacié de I'actina en preséncia d’ActA i del complex ARP.

B) Cinetica de polimeritzacié en una escala ampliada. En tots els casos, I'actina va
estar present a 2 M, i 'ActA i el complex ARP a 30 nM.

L’ActA sola no té cap efecte en la polimeritzacio de I'actina. El complex ARP estimula la velocitat de la
polimeritzacié de I'actina, perd no disminueix substancialment la fase de laténcia abans que comence la
polimeritzacio (vegeu la figura 2B), que és una mesura de la velocitat de nucleacié. Aixi, I'absencia d'un
efecte en la fase de laténcia indica que el complex ARP no nuclea de forma eficient la polimeritzacié de
I'actina sota aquestes condicions. La combinacié d’ActA i del complex ARP estimula en gran manera la
nucleacié (disminueix la fase de laténcia) i augmenta la velocitat de polimeritzacié. L'augment en la
velocitat pot ser conseqiiéncia d’'una nucleacié accelerada, que generaria molts més extrems i, per tant,
velocitats de polimeritzacié més rapides.

La proteina ActA estimula la nucleacid de nous filaments d’actina mitjangant el complex ARP, de manera
que la polimeritzacid es produeix en 'immediat veinatge del bacteri (ja que ActA esta unida a la superficie
bacteriana). La polimeritzaci6 de I'actina esta orientada de manera que els extrems en creixement —els
extrems més— apunten cap al bacteri. En aquesta orientacié, els extrems en creixement poden
“espentar” el bacteri i desplagar-lo cap avant (tant com la xarxa de filaments d'actina espenta la
membrana plasmatica en el front d’avang del lamel-lipodi). La forma en qué els filaments d’actina
espenten el bacteri no es coneix totalment. Una corriola dentada térmica proporciona una manera
versemblant de pensar en aix0. EI moviment térmic permet la separacio suficient entre el bacteri i els
extrems dels filaments nucleats perque I'actina puga polimeritzar en I'extrem; llavors, I'extrem actua com
una corriola dentada que impedeix el moviment cap endarrere del bacteri. La xarxa d’'actina esta
probablement ancorada d’alguna forma al citoesquelet de la cél-lula, que impedeix el seu propi
moviment cap endarrere. Aixi, el bacteri esta movent-se cap endavant mitjangant un moviment térmic a
I'atzar i per la polimeritzacié unidireccional de I'actina. Mentre es desplaca cap endavant, el bacteri crea
nous llocs de nucleacio i perpetuaria aixi el seu moviment.

Referencies: Dramsi, S. i Cossart, P. (1998). “Intracellular pathogens and the actin cytoskeleton”. Annu.

Rev. Cell Dev. Biol. 14, 137-166.

Welch, M. D.; Rosenblatt. J.; Skoble, J.; Portnoy, D. A. i Mitchison, T. J. (1998). “Interaction of human Arp2/3

complex and the Listeria monocytogenes ActA protein in actin filament nucleation”. Science 281, 105-108.
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3.23. Disposes de dues proteines i sospites que ambdues encasqueten els extrems dels filaments
d’'actina. Per a determinar si ho fan i, en cas afirmatiu, quines proteines encasqueten cada extrem,
mesures la formacio de filaments com la funcioé de la concentracié d’actina en abséncia d’ambdues
proteines, en presencia de la proteina 1 i en presencia de la 2 (figura 1). Quina proteina encasqueta
I'extrem més i quin el menys? Raona la resposta. Proporciona exemples de proteines cel-lulars que
esperaries que es comportaren com la proteina 1 i com la proteina 2.

(A) SIN PROTEINA ANADIDA (B) PROTEINA 1 (C) PROTEINA 2
filamento .
) mondémero
filamento
o
@ | mondmero
£
FRETGMErs filamento
0 02 04 06 08 0o 02 04 06 08 0 02 04 06 08
concentracion concentracion concentracion
de actina (uM) de actina (uM) de actina (uM)

Figura 1. Efectes de dues proteines en la polimeritzacié de l'actina. (A) Polimeritzacié de
I'actina pura. (B) Polimeritzacié de l'actina en preséncia de la proteina 1. (C) Polimeritzacio
d’'actina en preséencia de la proteina 2. La massa d’actina, com a monomers o filaments, es va
determinar en I'equilibri.

3.24. Vertader o fals? Explica per que.

En la majoria de les cél-lules animals, els motors microtubulars dirigits cap a I'extrem menys alliberen
la seua carrega en la periféria de la ceél-lula, mentre que els motors microtubulars dirigits cap a
I'extrem més alliberen la seua carrega a l'interior de la cel-lula.

R: Fals. El centrosoma, que estableix la disposicié dels principals feixos de microtibuls en la majoria de cél-lules
animals, nuclea el creixement dels microtUbuls en I'extrem menys. Aixi, els extrems més dels microtbuls estan
prop de la membrana plasmatica i els extrems menys es localitzen en el centrosoma en el centre de la cél-lula.
Aquesta orientacio requereix que els motors dirigits cap als extrems més s'utilitzen per al transport cap a la
periferia cel-lular i els motors dirigits cap als extrems menys, per al transport cap al centre de la cél-lula.

3.25. Una técnica molt Gtil per a estudiar una proteina motora dels microtlbuls consisteix a unir
aquestes proteines a un cobreobjectes de vidre a través de les seues cues (les cues s’adhereixen
amb forca a una superficie de vidre neta) i llavors deixar que els microtlbuls es dipositen sobre
aquestes. En el microscopi optic, es pot observar com es mouen els microtdbuls per la superficie del
cobreobjectes mentre els caps de les proteines motores els impulsen (figura 1).

a) En quina direccié avancaran els microttbuls sobre un llit de motors de dineina, es mouran cap
a I'extrem més o cap a I'extrem menys?

b) En I'experiment de la figura 1, es van marcar alguns dels microtibuls amb particules d’or que
es van unir mitjangant anticossos especifics contra I'extrem menys. Es la proteina motora del
cobreobjectes una proteina que es dirigeix cap a I'extrem més o cap a I'extrem menys? Raona
la resposta.
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Figura 1. Moviment de microtibuls en un llit de molécules motores de microtibuls. Les fletxes negres
marquen el moviment d’'un microtibul marcat amb una particula d’or unida mitjancant anticossos a
I'extrem menys d’'un microtdbul; les fletxes blanques assenyalen el moviment d’un microtibul que no
esta marcat amb una particula d’or. Les imatges es van prendre utilitzant microscopia de contrast
interferencial millorada per video.

Referéncia: Fan, J.; Griffiths, A. D.; Lockhart, A.; Cross, R. A. i Amos, L. A. (1996). “Microtubule
minus ends can be labeled with a phage display antibody specific to a-tubulin”. J. Mol. Biol. 259,
325-330.

3.26. La cinesina transporta vesicules durant llargues distancies al llarg dels microtibuls de la
cél-lula. Sén essencials els dos dominis motors de la cinesina per a complir aquesta funcié, o podria
ser funcional la molécula amb un sol dels seus caps motors? Utilitzant técniques de DNA
recombinant, es va preparar una versio de la cinesina idéntica a la cinesina normal perd sense un dels
seus dominis motors. La cinesina de tipus salvatge amb dos dominis motors i la cinesina recombinant
amb un domini motor es van adherir a cobreobjectes a diferents densitats i es va determinar la
velocitat a la qual s’unien i es movien els microtibuls (denominada col-lectivament taxa d’interaccié)
(figura 1).

a) Per que suposes que les corbes son tan diferents quan les densitats de les proteines

motores son baixes?

b) Quina informacié proporcionen aquests experiments sobre |'estructura de la cinesina: sén

necessaris els dos caps per al transport de vesicules 0 només se’n necessita un? Explica el
teu raonament.

Figura 1. Taxa d'interacci6 —uni6 i
moviment— dels microtdbuls en funcié de la
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Referéncia: Hancock, W. O. i Howard, J. (1998). “Processivity of the motor protein kinesin requires two
heads”. J. Cell Biol. 140, 1395-1405.
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a) Les diferencies en les taxes d'interaccié a densitats baixes de les cinesines de dos caps i d’un cap
indiquen que es necessiten molts motors de cinesina d’'un cap per a moure un microtubul, a diferéncia
de la situaci6 amb dos motors de cinesina. A una densitat elevada de proteines motores, les taxes
d’interaccid per a tots dos motors s6n quasi les mateixes. La taxa d’interaccié de la cinesina de doble
cap disminueix linealment amb la densitat, mentre que la taxa d'interaccié per a la cinesina d'un cap
augmenta en gran manera a densitats baixes. Aquest comportament indica que una sola cinesina de
doble cap és suficient per a moure un microtibul, perd que es necessiten més cinesines d’'un cap (entre
quatre i sis d’acord amb els autors) per a moure’l. Una cinesina d’'un cap pot unir-se a un microtabul,
pero quan faga el pas segient, el microtibul s’haura allunyat. Per tant, es necessiten més cinesines
d’un cap perqué puguen mantenir fix el microtlbul mentre les altres s'alliberen i es tornen a unir.

b) Dos caps sén millor que un. En principi, un sol motor de cinesina amb dos caps podria desplagar una
vesicula llargues distancies al llarg d’'una sendera de microtubuls, ja que es manté unida amb una “ma”,
mentre que amb l'altra s’allibera i s’'uneix de nou. Una cinesina amb un cap perdria el seu cami cada
vegada que se soltara del microttbul per a fer el pas segient.

3.27. Enlafigura 1, es mostra una electromicrografia d’una seccio transversal d’'unflagel.

a) Assigna els components segulents a les
posicions indicades en la figura.

R:

3 Microtibul A

5 Microtubul B

8 Brag¢ exterior de la dineina

4 Brag interior de la dineina

1 Baina inferior

7 Nexina

2 Espina radial

6 Parell de microtibuls senzills

Figura 1. Electromicrografia d’'una secci6 transversal
d’'un flagel de Chlamydomonas reinhardtii.

b) Quines d’aquestes estructures estan compostes per tubulina?

R: Els microtubuls A i B dels doblets exteriors i el parell central de microtubuls estan formats per tubulina ai (3.

3.28. El moviment dels fibroblastos en cultiu s’interromp immediatament en afegir citocalasina B, que
encasqueta els filaments d’actina. Si s’hi afegeix colquicina, que despolimeritza els microtibuls, els
fibroblastos cessen el seu moviment dirigit i estenen lamel-lipodis en direccions a 'atzar. La injeccio
en aquestes cel-lules d’anticossos contra el filament intermedi vimentina no sembla tenir cap efecte
en la migracid6. Qué suggereixen aquestes observacions sobre la implicacié dels tres tipus de
filaments del citoesquelet en el moviment dels fibroblastos?

R: La capacitat de la citocalasina B, que interfereix amb la formacié dels filaments d’actina, per a detenir el
desplagament demostra la gran importancia de I'actina en el moviment cel-lular. L’experiment amb colquicina
demostra que els microtibuls s6n necessaris per a donar polaritat a la cel-lula, i determinen I'extrem de la cel-lula
que es convertira en el front d'avang. En abséncia de microtibuls, les cél-lules es desplacen normalment i poden
estendre lamel-lipodis, perd si no hi ha una polaritat cel-lular definida, aquests esforcos son indtils i es
produeixen de forma indiscriminada en totes les direccions. La injeccié d'un anticos contra la vimentina no va
tenir efecte; aquest fet suggereix que els filaments intermedis no sén necessaris per a mantenir la polaritat de la
cel-lula o per al seu desplacament. Un anticos, quan s’'uneix, sovint interfereix amb les funcions de la seua
proteina diana impedint que interactue adequadament amb altres components cel-lulars.
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3.29. El marcatge caracteristic de I'actina en una cél-lula quiescent es mostra en la figura 1A. Quan
en aquestes ceél-lules s’injecta una forma constitutivament activada de les GTP-ases
monomeriques Rac, Rho o Cdc42, es produeixen canvis drastics en el seu citoesquelet d’actina.
Quina GTP-asa esta associada amb la formacié de fibres d’estrés (figura 1B), lamel-lipodis (figura
1C) i fil-lopodis (figura 1D)?

(A) QUIESCENTE

(C) LMELIPODIOS

Figura 1. El citoesquelet
d’actina en diferents ceél-lules.
(A) Cel-lules quiescents. (B)
Cel-lules amb abundants
fibres d'estrés. (C) Cel-lules
amb mdltiples lamel-lipodis.
(D) Cél-lules amb molts
fil-lopodis llargs. Les cél-lules
en B, Ci D van ser injectades
amb una forma activada
d’'una GTP-asa monomeérica.

Referéncia: Hall, A. (1998). “Rho GTPases and the actin cytoskeleton”. Science 279, 509-514.

3.30. Els ratolins homozigots per a un knockout del gen de la proteina motora cinesina KIF1B moren
en naixer. Els ratolins heterozigots sobreviuen, perd pateixen una debilitat muscular progressiva
semblant a algunes neuropaties humanes. Els éssers humans que pateixen la malaltia de Charcot-
Marie-Tooth tipus 2A tenen una mutacié en una copia del gen de KIF1B que impedeix que la proteina
s'unisca al ATP. Els ratolins heterozigots i els pacients humans pateixen neuropaties progressives
molt semblants. Com suposes que la pérdua d'una copia d’'un gen d’'un motor de cinesina pot tenir
aquests profunds efectes en la funciénerviosa?
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TEMA 4. LA MATRIU EXTRACEL-LULAR

4.1. Relaciona les definicions segiients amb el terme adequat del llistat que segueix.

a)

b)

c)

d)

e)

f)

9)

h)

Proteina fibrosa rica en glicina i prolina que, en la majoria de les seues formes, és el
component més abundant de la matriu extracel-lular (MEC) i dels teixits conjuntius.

R: col-lagen
Xarxa complexa de polisacarids (com els glicosaminoglicans i la cel-lulosa) i proteines (com

els col-lagens) secretats per les cél-lules que constitueix un element estructural dels teixits i
influeix en el desenvolupament i la fisiologia tissulars.

R: matriu extracel-lular

Nom comu que reben els polisacarids llargs i lineals amb carrega abundant, compostos per
parells repetits de sucres, un dels quals és sempre un sucre amino, que esta unit de manera
covalent a una proteina central en la matriu extracel-lular.

R: glicosaminoglica (GAG)

Tipus de moléecula de col-lagen que s'assembla formant estructures a manera de corda.

R: col-lagen fibril-lar

Proteina de la MEC que s’uneix a integrines de la superficie cel-lular per a promoure I'adhesio
cel-lular a la matriu i proporcionar una guia per a la migracié durant I'embriogénesi.

R: fibronectina

Proteina hidrofobica que forma fibres extensibles extracel-lulars que proporcionen elasticitat i
resisténcia als teixits.

R: elastina

Tipus cel-lular com( en el teixit conjuntiu que secreta una MEC rica en col-lagen i altres
moléecules de la MEC.

R: fibroblast
Proteina de la MEC que es troba en les lamines basals formant una xarxa laminar.

R: laminina-1

col-lagen glicosaminoglica (GAG)
col-lagen associat a fibril-les laminina-1

col-lagen fibril-lar matriu extracel-lular
elastina metal-loproteasa de matriu
fibra elastica serina proteasa

fibril-la de col-lagen fibroblast

fibronectina proteoglican

repeticid de fibronectina de tipus Il seqgléncia RGD
hialuronan lamina C

4.2. Compara la MEC dels teixits animals amb les parets cel-lulars dels teixits vegetals.

a)
b)
c)
d)

Quin principi d’organitzacio basica és comu tant ala MEC com a les parets cel-lulars?
Quins son els components quimics en cada cas?
Quines funcions comparteixen la MEC i la paret cel-lular?

Quines funcions soén exclusives de la MEC? | de la paret cel-lular?
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4.3. Vertader o fals? Explica per que.

a)

b)

c)

d)

e)

f)

)

La MEC és una armadura relativament inerta que estabilitza I'estructura dels teixits.

Fals. La matriu extracel-lular exerceix un paper actiu de tal manera que influeix en el desenvolupament,
la migracio, la proliferacio, la forma i el metabolisme de les cél-lules que estan en contacte amb aquesta.

Una de les principals diferencies quimiques entre els proteoglicans i altres glicoproteines
resideix en l'estructura de les seues cadenes laterals de carbohidrats: els proteoglicans
contenen sobretot cadenes laterals de polisacarids llargs i sense ramificacions, mentre que
altres glicoproteines contenen oligosacarids molt més curts i molt ramificats.

Vertader. A més d'aquestes diferéncies, els carbohidrats poden constituir fins a un 95% del pes dels
proteoglicans, mentre que altres glicoproteines generalment contenen un percentatge menor de
carbohidrats (1-60%).

L'elasticitat de I'elastina és deguda al seu gran contingut d’hélixs-a, que actuen com a molls
moleculars.

Fals. L'elasticitat de les fibres d’elastina es deu al fet que no presenten estructura secundaria: I'elastina
forma espirals aleatories que s’estiren amb facilitat. EI conjunt d’enllagos d’hidrogen que estabilitzen una
hélix-a és massa resistent perque es puguen trencar per qualsevol dels diferents tipus de forces que
deformen I'elastina.

En humans, totes les formes de fibronectina es produeixen mitjangcant la maduracio alternativa
d’'un gen Unic de molta grandaria.

Vertader. Només hi ha un gen de la fibronectina en el genoma huma. Aquest gen, que conté uns 50
exons, pot madurar de moltes formes i produir nombroses isoformes diferents de fibronectina.

La lamina basal esta formada per components proporcionats per diferents tipus cel-lulars,
normalment per cél-lules epitelials en un costat i cél-lules estromatiques (de teixit conjuntiu) en
l'altre.

Vertader. Per exemple, les laminines son sintetitzades sobretot per les cél-lules epitelials, mentre que els
col-lagens son sintetitzats per les cél-lules estromatiques.

Un proteoglican de la lamina basal del glomérul renal exerceix un paper essencial en el
filtratge de les moléecules que passen del flux sanguini a l'orina.

Vertader. La lamina basal que separa les cél-lules endotelials dels vasos sanguinis de les cel-lules
epitelials del renyd actua com un component crucial en el filtratge de les molécules que passen de la
sang a l'orina. El proteoglican responsable d'aquesta funcidé de filtre és el perleca, un proteoglican
d’heparan sulfat. Els forats que presenten les lamines de les cel-lules permeten la comunicacié a través
de la lamina basal, pero també exerceixen un paper important en el procés de filtratge.

La majoria de les distrofies musculars (malalties de desgast muscular) es produeixen per
alteracions en els components de la lamina basal especialitzada que envolta les fibres
musculars.

Vertader. Hi ha nombrosos exemples. La distrofia muscular congénita és causada per una mutacio en la
laminina-a2. La distrofia muscular de Duchenne és causada per un defecte en la distrofina, una proteina
intracel-lular que enllaca el distroglican al citoesquelet. A més, diverses mutacions en el distroglican, la
integrina-a7 i les cadenes a del col-lagen de tipus IV causen malalties de desgast muscular, en les quals
el mascul es desenvolupa amb normalitat, perd no pot mantenir-se sa, potser a causa d'un mal
funcionament muscular gradual en abséncia d’una lamina basal ben formada, o perqué la lamina basal
defectuosa no pot realitzar les seues funcions de senyalitzacié i de promocié de la supervivencia
cel-lular.

Referéncia: Sanes, J. R. (2003). “The basement membrane/basal lamina of skeletal muscle”. J. Biol.
Chem. 278, 12601-12604.
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4.4. Escorbut i col-lagen. L'escorbut és una malaltia que fins al segle XIX va ser comuna entre els
mariners i altres persones les dietes de les quals eren deficients en vitamina C (acid ascorbic), que
serveix com a agent reductor responsable de I'activitat de la hidroxilasa de prolina durant la sintesi del
col-lagen. Els individus amb escorbut pateixen gran varietat d'afeccions, incloent-hi extenses
moradures, hemorragies i lI'alteracié de teixits de suport estructural.

a) Segons aquesta informacid, postula com s'arriba a simptomes com ara moradures i
alteracions de teixits de suport a partir d'una dieta deficient en vitamina C.

b) Per que creus que I'escorbut afecta distintament diferents teixits, fins i tot entre els diferents
tipus de teixits conjuntius?

c) Ara no et sera dificil deduir el perqué del sobrenom “limeys”, amb el qual van comencar a
coneixer-se els mariners anglesos després de ser descoberta la relacié entre I'escorbut i I'acid
ascorbic.

4.5. S’ha especulat que Abraham Lincoln patia la sindrome de Marfan, principalment perqué era molt
alt (1,92 metres quan la mitjana era d'1,67 metres) i molt prim. Quines altres caracteristiques corporals
i quin tipus de proves podrien ser utilitzades per a fer un diagnostic més adequat en un individu del
qual se sospita que pot patir aquesta sindrome? Quina proteina esta mutada en aquests malalts? Com
es relaciona I'alteracié a nivell de la proteina amb les alteracions corporals?

4.6. La lamina basal del glomeérul renal és molt ampla i és un element clau del complex molecular de
filtracié que controla el pas de soluts a I'orina. En general, es filtren 180 L de fluid a través del renyo
cada dia, pero la majoria sén reabsorbits, i només 1,5 L sén alliberats en forma d’orina. La filtracio
inicial és selectiva en funcioé de la grandaria, la forma i la carrega.

a) La grandaria efectiva d’'un porus és menor per a soluts carregats negativament que per a
soluts de la mateixa grandaria perd carregats positivament. Quines caracteristiques de la
lamina basal creus que estarien contribuint en aquesta filtracié selectiva per carrega de les
molécules?

R: La grandaria efectiva d'un porus és més reduida per a soluts carregats negativament perqué la lamina
basal, per si mateixa, presenta nombroses carregues negatives. Aquestes carregues, procedents de les
cadenes polisacaridiques dels glicosaminoglicans dels seus proteoglicans, tendeixen a repel-lir els
soluts carregats negativament, amb la qual cosa els dificulta el pas a través de la lamina basal, la qual
cosa disminueix la grandaria efectiva del porus.

b) Per a soluts neutres del mateix pes molecular, la grandaria efectiva del porus és menor per a
les molécules esfériques que per a les allargades. Quina creus que és la base d’aquesta
filtraci6é per forma de la molécula?

R: La selectivitat per la forma sorgeix perque les dimensions dels porus son fixes. Les molecules
allargades travessen porus més petits que les molécules esfériques, ja que son més primes. Per analogia,
un fil molt llarg es pot colar a través d’'un forat molt més petit que el que es necessitaria per a fer passar
el fil enrotllat en un cabdell.
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4.7. No resulta facil assignar funcions especifiques a cadascun dels components de la lamina basal, ja
gue és una estructura composta per un material complex amb propietats mecaniques i de
senyalitzacié. Per exemple, el nidogen entrellaga dos components principals de la lamina basal
mitjancant la unié de cadenes de laminina-y1 amb col-lagen de tipus IV. Donat aquest paper clau, és
sorprenent que els ratolins mutants homozigots per al gen del nidogen-2 siguen completament
normals. No obstant aixo, els ratolins que s6n homozigots per a una mutacié concreta del gen que
codifica la laminina-y1, que elimina la regi6 d’unié al nidogen, moren en naixer amb defectes greus en
la formacio del pulmé i del renyé. La porcié mutant de la cadena de la laminina-y1 no sembla tenir una
altra funcié que la d'unir el nidogen i no altera ni I'estructura de la laminina ni la seua capacitat d’unir-
se a la [amina basal.

Com explicaries el resultat de les alteracions genétiques resumides en la taula 1?

Referéncia: Sasaki, T.; Fassler, R. i Hohenester, E. (2004). “Laminin: the crux of basement membrane
assembly”. J. Cell Biol. 164, 959-963.

Taula 1. Fenotips de ratolins amb defectes genétics en components de la lamina basal.

PROTEINA DEFECTE GENETIC FENOTIP
nidogen-1 silenciament del gen (-/-) cap
nidogen-2 silenciament del gen (-/-) cap
laminina-y1 delecié del lloc d’unié al nidogen (+/-) cap
laminina-y1 deleci6 del lloc d’unié al nidogen (-/-) mort en naixer

+/- significa heterozigot, -/- significa homozigot

4.8. Normalment, la lamina basal proporciona una barrera impenetrable a les cél-lules, pero cel-lules
com els limfocits o els macrofags s6n capaces de creuar aquesta barrera gracies al fet que digereixen
els components de la lamina utilitzant metal-loproteases matricials (MMP). Aquesta familia de
proteases esta implicada en les funcions fisiologiques normals, aixi com en moltes malalties. Per
exemple, perque les cél-lules canceroses facen metastasis, aquestes han de travessar la lamina basal.
Com a conseqiiéncia de la seua importancia fonamental per a la ciéncia basica i per a la medicina
clinica, les MMP s’han estudiat de forma exhaustiva, amb la qual cosa s’han obtingut nombrosos
ratolins knockouts.

Aixi, aquests estudis s’han enfocat sobretot a I'analisi de la complexitat funcional de les MMP. Es el cas
de 'MT1-MMP, que esta ancorada a la membrana cel-lular. Els ratolins knockout per a 'MT1-MMP
mostren alteracions esquelétiques, creixen amb lentitud després de naixer i normalment moren a les
poques setmanes. Les cél-lules derivades d’aquests animals no poden travessar gels de col-lagen (al
contrari que els seus homolegs normals). Una consequiencia d’aixd és I'abséncia total de teixit adip6s
blanc (veure la figura A). Els adipocits dels ratolins mutants sén molt petits en comparacié amb els dels
ratolins de tipus salvatge, i semblen estar atrapats en un embull de fibres de col-lagen. A més, I'Gs de
“microxips” de DNA per a I'andlisi del mRNA mostra que no estan totalment diferenciats. Es desconeix
la relacié entre la falta de I'MT1-MMP i la incapacitat dels adipocits per a diferenciar-se. Suggereix
diferents explicacions de com lafalta de 'MT1-MMP podria bloquejar la diferenciacié dels adipocits.

(B) ratones knockout
(A) ratones de tipo salvaje para MT1-MMP
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4.9. Relaciona les definicions segliients amb el terme adequat de la llista que segueix.

a) Coberta cel-lular prima i extensible en cél-lules vegetals noves que pot controlar el seu
creixement.

R: paret cel-lular primaria

b) Feix d'unes 40 cadenes llargues i lineals de residus glucidics units de forma covalent, tots amb
la mateixa polaritat, disposades paral-lelament amb solapaments entre elles.

R: microfibril-la de cel-lulosa

c) Element estructural de la cél-lula responsable de I'orientacié de les microfibril-les de cel-lulosa
durant la seua sintesi.

R: microtlbuls corticals

d) Gran pressio hidrostatica interna que es forma en les cél-lules vegetals a causa del desequilibri
osmotic entre l'interior cel-lular i el fluid de la paret cel-lular vegetal.

R: pressié de turgéncia
e) Xarxa complexa de components fendlics que forma un polimer molt abundant en les parets
cel-lulars secundaries.

R: lignina

f)  Coberta cel-lular rigida dipositada per capes dins de la coberta inicial una vegada que el
creixement de la cél-lula s’ha detingut.

R: paret cel-lular secundaria

g) Component de la paret cel-lular equidistant des de la membrana de dues cel-lules veines.

R: lamina mitjana

glican d’entrecreuament lignina

lamina mitjana paret cel-lular secundaria
paret cel-lular primaria pectina

pressio de turgencia microfibril-la de cel-lulosa
microtubuls corticals plasmodesmes

4.10. Vertader o fals? Explica per qué.

a) Cada paret cel-lular consisteix en una paret cel-lular primaria fina i semirigida adjacent a la
membrana cel-lular i en una paret cel-lular secundaria més gruixuda i rigida per fora de la paret
cel-lular primaria.

Fals. Una cél-lula madura pot simplement quedar-se amb una paret cel-lular primaria o, més sovint, generar
una paret cel-lular secundaria rigida per a engrossir, aixi, la paret primaria o dipositar noves capes de
diferent composicié per davall de les ja existents, de manera que la paret cel-lular secundaria es trobaria
més proxima a la membrana plasmatica que la paret cel-lularprimaria.

b) La pressi6 de turgéncia és la principal forca que controla I'expansi6 de la cél-lula durant el seu
creixement i proporciona la major part de la rigidesa mecanica dels teixits vegetals vius.

Vertader. Sense una pressio de turgéencia, les cel-lules que creixen no podrien expandir-se fins a la seua
grandaria normal i les plantes madures es marcirien.

c) Adiferéncia de la MEC de les ceél-lules animals, que conté una gran quantitat de proteines, les
parets cel-lulars vegetals estan compostes per complet per polisacarids.

Fals. Encara que els components majoritaris de les parets cel-lulars vegetals sén els polisacarids, aquesta també
conté proteines estructurals (que representen el 5% de la massa seca de la paret cel-lular). Sembla que
aquestes proteines confereixen resistencia a la paret. També sén produides en grans quantitats com a
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resposta local a I'atac de patogens.
4.11. Tens convidats per a dinar. Només disposes d’'un encisam marcit i passat; recordes vagament
gue hi ha un truc per a rejovenir-lo, perd no saps quin és. Posaries I'encisam en remull en aigua salada,
en aigua ensucrada, en aigua de l'aixeta o el posaries davall d’'una llum intensa perqueé la fotosintesi el
reanimara?

4.12. En les ceél-lules vegetals, 'organitzacié cortical dels microtibuls determina l'orientacié de les
microfibril-les de cel-lulosa, que, al seu torn, fixen la direccié de I'expansi6 de la cél-lula. Les ceél-lules
s'allarguen perpendicularment a I'orientacié de les microfibril-les de cel-lulosa. Factors de creixement
vegetals com ['etilé i I'acid gibberél-lic tenen efectes oposats en l'orientacié de la xarxa de microtlbuls
en les cél-lules epidérmiques de brots joves de pésols. L'acid gibberél-lic indueix una orientacié de la
xarxa de microtubuls corticals perpendicular a I'eix longitudinal de la cél-lula, mentre que el tractament
amb etilé causa una orientacié paral-lela a aquest eix (veure la figura).

Quin tractament consideres que produiria brots curts i amples, i quin produiria brots llargs i prims?

células tratadas células tratadas
con acido giberélico con etileno

T O
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TEMA 5. ADHESIO CEL-LULAR | UNIONS INTERCEL-LULARS

5.1.Per a cadascun dels termes de la llista A, tria un terme de la llista B i explica la relacio entre tots
dos, bé siga per la seua semblanca o per la seua diferéncia estructural o funcional.

R:
Llista A LlistaB
1 col-lagen 7 superficie basolateral
2 fibronectina 6 adhesio focal
3 integrina 1 elastina
4 I1gSF 2 laminina
5 MEC 4 cadherina
6 hemidesmosoma 5 glicocalix
8 superficie apical 3 selectina

5.2. Proteines i estructures d’'unié. Indica si cadascuna de les proteines o estructures segiients és
un component de les unions adherents (A), de les unions d'oclusié (O), de les unions comunicants o
de tipus gap (G), o dels plasmodesmes (P), i explica breument el paper que exerceix la proteina en la

unio.

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)

Connexina: G; forma canals citoplasmatics entre cél-lules animals adjacents.
Vinculina: A, ancora filaments d’actina a la membrana plasmatica.

Desmocolina: A, uneix les membranes de dues cél-lules veines en els desmosomes.
Desmotubul: P, estructura tubular localitzada en el centre dels plasmodesmes.
Desmoplaquina: A, forma part de les plaques d’ancoratge dels desmosomes.

Anell o annulus: P, forma canals citoplasmatics entre cél-lules vegetals adjacents.
Cadherina: A, proteina transmembrana d’'uni6 en les unions d’ancoratge.

Claudina: O, proteines de membrana formadores de cordons segelladors en les unions
estretes.

5.3.Compara les unions intercel-lulars. Indica si cadascuna de les afirmacions segients és
vertadera per a les unions adherents (A), les unions d’oclusié (O), les unions comunicants o de tipus
gap (G), ilo els plasmodesmes (P). Les afirmacions poden ser certes per a alguna, totes o cap (N)
d’'aquestes estructures.

a)

b)

c)

d)

S'associa amb filaments que confereixen tant propietats contractils com de tensio.

R: A

Requereix I'alineacio de connexons en la membrana plasmatica de dues cél-lules adjacents.
R: G

Segella estretament les membranes de dues cél-lules adjacents entre si mitjancant la fusi6 de
membranes formant cordons proteinics.

R:0

Permet l'intercanvi de metabdlits entre el citoplasma de dues cél-lules adjacents.

R:G,P
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5.4. Relacionales definicions segiients amb el terme adequat de lallista que segueix més avall:

a)

b)

<)

d)

e)

f)

)

h)

)

k)

Membre d’una familia de proteines de la superficie cel-lular que s’'uneixen a carbohidrats i que
medien adhesions intercel-lulars transitories dependents de Ca?* en el flux sanguini; per
exemple, entre els leucocits i I'endoteli que revesteix els vasos sanguinis.

R: selectina

Interaccié entre proteines iguals en qué una molécula d'una cél-lula s'uneix a una altra
molécula idéntica, o molt relacionada, d’una cél-lula adjacent.

R: homofilica

Tipus d'uni6 d’ancoratge, normalment formada per dues cél-lules epitelials, caracteritzada per
plagues denses de proteines en qué s'insereixen filaments intermedis de dues cél-lules
adjacents.

R: desmosoma (uni6 d'ancoratge)

Membre d’'una gran familia de proteines transmembrana que intervenen en l'adhesi6 de les
cel-lules a la matriu extracel-lular o a altres cél-lules.

R: integrines

Unié d’ancoratge que connecta els filaments d'actina d'una cel-lula amb els d’'una altra cél-lula
adjacent.

R: uni6 adherent

Membre d'una familia de proteines que intervenen en l'adhesio intercel-lular dependent de
Ca?* en els teixits animals.

R: cadherina

Unié d’ancoratge que es disposa en una banda que envolta per complet el pol apical d’'una
cel-lula epitelial per a unir-la a una cél-lula adjacent.

R: banda d’adhesi6

Principal tipus d’'unié oclusiva en invertebrats; segella les cel-lules epitelials adjacents i evita el
flux de la majoria de molécules solubles d'una cara a una altra de la lamina epitelial.

R: unio septada

Referit a la cara superior d'una cél-lula. En el cas de les cél-lules epitelials, es tracta de la
superficie lliure exposada, oposada a la superficie adherida a la lamina basal.

R: apical

Unions comunicants intercel-lulars en vegetals en qué un canal citoplasmatic envoltat per la

membrana plasmatica connecta dues cél-lules adjacents a través d'un petit porus en les
seues parets cel-lulars.

R: plasmodesmes

Canals aquosos en la membrana plasmatica formats per un anell de sis subunitats proteiques,
gue s’uneixen a un complex identic situat en una ceél-lula adjacent per a formar un canal
continu entre les dues cél-lules.

R: connexoé

Principal receptor en cél-lules animals que s’uneix a la majoria de les proteines de la MEC,
inclosos els col-lagens, la fibronectina i les laminines.

R: integrina
cadherina proteina d’armadura
connexina proteina transmembrana d'adhesio
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familia de proteines Rho cinasa de les adhesions focals (FAK)

desmina homofilica

integrina plasmodesmes

unié d’ancoratge unié adherent

apical uni6 formadora de canal
unio estreta connexo

selectina unié septada

5.5. Vertader o fals? Explica per que.

a)

b)

c)

d)

f)

)}

h)

Les cadherines promouen les interaccions intercel-lulars en unir-se a altres moléecules de
cadherina semblants en les cél-lules adjacents.

Vertader. Aquesta uni6é d'igual a igual és la rad per la qual la interaccié entre cadherines de cél-lules
adjacents rep el nom d’homofilica.

Encara que tant les cadherines com els membres de la familia de les immunoglobulines (lg)
s’expressen sovint en les mateixes cél-lules, les adhesions mediades per molécules Ig s6n molt
més fortes i, per tant, sén les maximes responsables de mantenir les cél-lules unides entre si.
Fals. Les adhesions mediades per cadherines sén molt més fortes que les mediades per membres de la
familia de les Igs. Aixi, les cadherines son les principals responsables que les cél-lules es mantinguen
unides entre si, per a la qual cosa segreguen els diferents col-lectius cel-lulars en teixits especifics i
mantenen la integritat tissular.

A diferéncia dels canals idnics convencionals, els canals de les unions de tipus gap
romanen oberts continuament una vegada que s’han format.

Fals. Els canals de les unions de tipus gap canvien continuament entre els estats obert i tancat.

Quasi tots els epitelis estan ancorats a altres teixits per la seua cara basal mentre que la seua
cara apical es troba lliure.

Vertader. La polaritat de la majoria dels epitelis és la mateixa: la superficie basal esta ancorada a la
lamina basal, la qual es recolza en altres teixits, mentre que la superficie apical esta exposada.

Les unions estretes exerceixen dues funcions diferents: segellen I'espai entre les cél-lules
amb la finalitat de restringir el flux paracel-lular i formen un mur que separa els dominis de
membrana per a evitar que les proteines apicals i basolaterals es mesclen.

Vertader. Les barreres formades per les proteines de les unions estretes limiten tant el flux de
moléecules en els espais intercel-lulars com la difusié de les proteines (i lipids) des del domini apical al

basolateral i viceversa.

De la mateixa manera que els transports que esdevenen a través de la membrana plasmatica,
el transport paracel-lular pot ser actiu o passiu.

Fals. Tot el transport paracel-lular és passiu; és conseqliéncia del moviment de material sota un gradient
electroquimic.

Les ceél-lules vegetals poden formar un sincici, en el qual diversos nuclis cel-lulars
comparteixen un citoplasma comu.

Vertader. Com que totes les cél-lules d'una planta estan connectades per plasmodesmes, tots els seus

nuclis comparteixen un citoplasma comu. No obstant aix0, com que els plasmodesmes limiten el flux dels
components de molta grandaria, les cel-lules no comparteixen la majoria de les seues macromolecules.

Les integrines poden convertir senyals mecanics en senyals moleculars.

Vertader. La tensié —un senyal mecanic— aplicada a una integrina pot fer que aquesta s'adherisca amb
més forca a les estructures intracel-lulars i extracel-lulars, incloent-hi no solament els components del
citoesquelet i de la matriu, sin6 també els complexos moleculars de senyalitzacié. Aixi mateix, la perdua
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de tensid pot afeblir-ne la uni6, de manera que els complexos moleculars de senyalitzacié es
desorganitzen en tots dos costats de la membrana. Aixi, la tensio en les integrines pot activar o inhibir la
senyalitzacié molecular.

i) Sembla que les integrines s6n com bastons rigids que travessen la membrana i que enllacen
punts d’unié extracel-lulars amb punts d’unié intracel-lulars.

Fals. Les integrines s6n molecules dinamiques que es pleguen per a amagar els seus llocs d’'unié en
abséncia de lligands intracel-lulars o extracel-lulars forts.

j)  Els eritrocits manquen d'integrines, a diferéncia de la major part de les cel-lules dels
vertebrats, incloses les altres cél-lules sanguinies.

Vertader. Son cel-lules que necessiten moure’s lliurement per la sang, per la qual cosa no posseeixen
molecules d’adhesio, que podrien fer que s’uniren formant agregats, pero si que necessiten en les seues
membranes proteines com la glicoforina, I'anquirina, etc., per a reforcar la seua estructura i conferir-los
la seua forma caracteristica.

5.6. Les moléecules d’adhesid cel-lular es van identificar utilitzant anticossos contra components de la
superficie cel-lular amb la finalitat de bloquejar I'agregacié cel-lular. En assajos de bloqueig d'adhesio,
els cientifics van creure oportu utilitzar fragments d’anticos formats per una sola regié d'unié (també
denominats fragments Fab) en comptes d'utilitzar anticossos IgG intactes, és a dir, molecules en
forma de Y amb dues regions d'uni6 idéntiques. Els fragments Fab van ser generats mitjangant la
digestio d’anticossos IgG per la proteasa papaina per a separar les dues regions d'uni6 (figura 1). Per
gué suposes que és necessari utilitzar fragments Fab per a bloquejar I'agregacié cel-lular?

lugares de lugares de unidn
escision por al antigeno

apau’na/ /\
\ PAPAINA
—_—

fragmentos Fab

anticuerpo IgG

Figura 1 Produccié de fragments Fab a partir d’anticossos IgG mitjancant digestié amb papaina.

5.7. L'adhesi6 cel-lular pot ser bloquejada in vitro tractant les cel-lules amb agents especifics. Quines
de les substancies segients previsiblement interferiria amb I'adhesié cel-lular mediada per selectines?
| amb I'adhesid cel-lular mediada per molécules L1-CAM?

a) tripsina, que hidrolitza proteines

b) un peéeptid que conté la sequencia RGD

¢) neuraminidasa, que elimina I'acid sialic dels oligosacarids

d) col-lagenasa, que hidrolitza el col-lagen

e) hialuronidasa, que hidrolitza I'acid hialuronic

f) EGTA, que s'uneix i “segresta” ions Ca?* del medi

5.8. Quin és el mecanisme pel qual el fibrinogen produeix I'agregacio de les plaquetes que ocorre en
el procés de coagulacié sanguinia en el lloc de dany vascular?

5.9. En un experiment s’ha demostrat que les cél-lules cultivades en plaques recobertes amb
fibronectina i altres molecules de la MEC s’uneixen al substrat mitjangant molécules d'integrina de les
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seues membranes. Si s'afegeix el tripéptid RGD a la placa de cultiu, les cél-lules segueixen
ancorades a la placa. Si s’eliminen del medi els ions Ca?* i Mg?*, les cel-lules se solten de la matriu
gue recobreix la placa. Explica aquests resultats.

5.10. En el cuc nematode Caenorhabditis elegans, s’ha trobat un membre de la familia de les
cadherines Fat, anomenat Cdh3. Aquesta proteina s’expressa abundantment i, per la seua estructura,
sembla que pot tenir un paper important en I'adhesié cel-lular i/o en el reconeixement cel-lular en
diversos processos morfogenétics. Suposa que generes un mutant en el gen Cdh3 per a estudiar la
funcié d’aquesta proteina. No obstant aix0, I'nic fenotip que observes és la preséncia de cues mal
formades amb plecs aberrants o bifurcacions que sén conseqiiéncia de la deficiencia d'una sola
cél-lula, denominada hypl0O, que no s’allarga adequadament durant el desenvolupament de
'organisme. Per qué suposes que no apareixen problemes en les altres cél-lules del cuc que també
expressen la proteina?

5.11. Un estudi genétic ha revelat que molts individus d’'una familia nativa de Nova Zelanda, en la qual
25 dels seus membres han mort de cancer d’estdbmac en els Gltims 30 anys, sén portadors en el seu
DNA de mutacions en el gen que codifica 'E-cadherina. Com creus que les mutacions en aquest gen
converteixen les cel-lules normals en cel-lules tumorals, que donen lloc a tumors epitelials?

5.12. En els embrions dels mamifers, els ovuls fecundats es comencen a dividir i després de les tres
primeres divisions I'embri6é esta constituit per huit cel-lules unides inicialment de forma laxa, perd que
de seguida s'adhereixen estretament en un procés conegut com a compactacio (figura 1). Suposa que
volem saber si les unions de tipus gap estan presents abans o després d’aquest canvi en I'adhesio.

Utilitzant pipetes molt fines de vidre, podem mesurar els esdeveniments eléctrics i, al mateix temps,
microinjectar I'enzim peroxidasa de rave (HRP, horseradish peroxidase), de 40.000 daltons, o el
colorant fluorescent fluoresceina, de 330 daltons. La fluoresceina emet llum verda brillant sota
il-luminacio UV; la HRP es pot detectar si es fixen les cél-lules i s'incuben amb el substrat adequat.

Després d’injectar embrions en diferents estadis de desenvolupament, obtenim resultats diferents en
els estadis de 2 i 8 cél-lules, segons si les injeccions s’han fet immediatament després de la divisié
cel-lular o més tard (figura 2). Just després de la divisio cel-lular, els ponts citoplasmatics romanen
durant uns pocs instants abans que la citocinesi es complete.

a) Per que tant la HRP com la fluoresceina entren amb rapidesa en les cél-lules veines, perd no
més tard, en 'estadi de dues cél-lules?

b) En quin estadi embrionari es formen les unions de tipus gap? Raona la resposta.

c) En quin dels quatre estadis del desenvolupament dibuixats en la figura 1 detectariem
I'acoblament eléctric si injectarem corrent per I'eléctrode d’injeccié de la HRP i detectarem els
canvis de voltatge en I'eléctrode de la fluoresceina?

COMPACTACION

gstadio temprano estadio tardio
de 8 celulas de 8 celulas

Figura 1. Compactacio d'un embrid de ratoli en I'estadi de 8 cél-lules.
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Figura 2. Microinjeccié de HRP i fluoresceina en embrions de ratoli de 2 i 8 cel-lules.

e La HRP i la fluoresceina entren en ambdues cél-lules en I'estadi primerenc de 2 cel-lules (perd no en
I'estadi tarda de dues cél-lules) perqué les cel-lules encara estan connectades per ponts citoplasmatics, que
permeten el pas de grans molecules.

» Les unions de tipus gap es formen en 'estadi de compactaci6é de I'embrié en desenvolupament. Com
a consequliéncia, la fluoresceina pot entrar en totes les cél-lules de I'embrié de 8 cel-lules compactat. Ates que les
unions de tipus gap només permeten el pas de molécules menors de 1.000 daltons, la HRP es troba confinada en
la cél-lula en la qual inicialment va ser injectada. Les diferéncies oposades abans i després de la compactacio
indiquen que la formacio de les unions de tipus gap esta associada a la compactacio.

« Si injectarem corrent des de I'electrode de la HRP, la detectariem en I'electrode de la fluoresceina
només en I'embrié de dues cel-lules i en I'embrié de 8 cel-lules compactat. Només en aquests dos estadis les
cél-lules estan eléctricament acoblades. En I'estadi de dues ceél-lules, el pont citoplasmatic que perdura de la
divisio cel-lular possibilita I'acoblament; en l'estadi de huit ceél-lules, les unions de tipus gap possibiliten
I'acoblament.

Referéncia: Lo, C. W. i Gilula, N. B. (1979). “Gap junctional communication in the preimplantation mouse
embryo”. Cell 18, 399-409.

5.13. Les molécules de claudina d’una cél-lula s’'uneixen a altres molécules de claudina d’una cél-lula
adjacent, formant unions estretes. Les interaccions entre els dominis extracel-lulars de les molécules
de claudina aparellades formen els porus que restringeixen el transport paracel-lular de molécules
petites i d’ions. El primer bucle extracel-lular de les molécules de claudina (figura A) sembla ser el que
forma el porus en si. La figura B mostra la sequéncia d’aquest bucle extracel-lular en tres molécules
de claudina. Basant-te en aquestes seqiiéncies, quina d’aquestes claudines suposes que formaria un
porus per a cations? Raona la resposta.

(E)
{A) - + = - -
5 P Claudina-2  SWRTSSYVGAS IVTAVGF SEGLRNECATHS TG I TOCD I YSTLLGLEADIGAAD
F
"'é 4 * - & = *
LN I:ﬁal Entratelular Claudina-14 HWRRTAHVGTHILTAVSYLYGLWHECVWHSTGIVOOOI YRSLLALPRDLOAAR
| ]I |
" =< Claudina-16 TWTDCWMVHADDSLEVSTKCRGLWWECVTHAFDGIRTCDEYDS ILAEHPLELVVTR
|
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Figura 1. Estructura de la claudina. (A) Model que representa les caracteristiques estructurals i funcionals
conservades de les claudines. Els aminoacids dins d’'un cercle en el primer bucle extracel-lular representen els
residus caracteristics de totes les claudines. Encara que no s’ha demostrat directament I'existéncia d’un enllag
disulfur entre les cisteines conservades, sembla probable que n’hi haja, ja que les claudines es troben en un
entorn extracel-lular molt oxidatiu. PDZ indica els llocs d’unié de les proteines que contenen dominis PDZ, els
quals poden unir-se als extrems C-terminal de molécules transmembrana especifiques. També s'indica el lloc
d’unio de la toxina de Clostridium. (B) Seqléncies d’aminoacids del primer bucle extracel-lular de tres claudines
diferents. Els residus ombrejats indiquen els aminoacids caracteristics de les claudines. Els residus carregats
s’indiquen amb els signes + o -.

5.14. L’afinitat de les integrines pels components de la matriu pot ser modulada per canvis en els
seus dominis citoplasmatics, un procés conegut com a senyalitzacid dins-fora. Imagina que has
identificat una regié clau en els dominis citoplasmatics de la integrina allbB3 que sembla que és
necessaria per a la senyalitzacio dins-fora (figura 1). Si substitueixes el residu D723 de la cadena 3 o
el residu R995 de la cadena a per una alanina, es produeix un gran nivell d’activacié espontania sota
condicions en les quals les cadenes de tipus salvatge estan inactives. El teu director de tesi suggereix
gue convertisques l'aspartat de la cadena 8 en una arginina (D723R) i I'arginina de la cadena a en un
aspartat (R995D). En comparar les tres cadenes a (R995, R995A i R995D) amb les tres cadenes 3
(D723, D723A i D723R) trobes que totes les parelles presenten un gran nivell d’activacié espontania,
excepte D723 amb R995 (el tipus salvatge) i D723R amb R995D, els quals presenten nivells baixos
d’'activacio. Basant-te en aquests resultats, de quina forma suposes que la integrina allbp3 es manté
en el seu estat inactiu?

extracelular membrana citoplasma
plasmatica

723

|
. .. S g 3 ————— WKLLITIHDRKEF——COOH
Figura 1. Representacié esquematica de B
la integrina allbB3. S’indiquen els residus allb———  WKVGFFKRNRP—— COOH
D723 i R995. N

5.15. Les integrines son receptors transmembrana capacos d'unir-se i respondre a molécules
senyalitzadores de la MEC. Les ceél-lules K562 sén una linia de cél-lules eritroleucémiques de ratoli
gue son capaces de diferenciar-se en eritrocits en resposta a determinats estimuls. Aquestes cél-lules
expressen en la seua superficie un Unic tipus d'integrina, la a5B1, que dota les cél-lules amb la
capacitat d’unir-se als motius RGD de la fibronectina de la MEC.

La majoria dels anticossos monoclonals de gran afinitat contra les cadenes separades a5 i 31
disminueixen la quantitat de fibronectina que s’uneix a les cél-lules; no obstant aixd, un estrany anticos
especific contra la cadena B1 dona lloc a un augment de la unié de fins a 20 vegades (taula 1).
Experiments realitzats mesclant anticossos contra integrina i contra fibronectina, i amb péptids amb
motius RGD o sense, van confirmar que I'augment observat en la unié a la fibronectina es devia a les
interaccions entre la fibronectina i la integrina (taula 1). En presencia de I'anticos contra 1 la integrina
augmenta la seua afinitat per la fibronectina (figura 1). Es va descartar qualsevol influéncia intracel-lular
sobre la unié estimulada en preséncia dels anticossos contra 31, ja que es van obtenir els mateixos
resultats en presencia de diversos verins metabolics, com l'azida.

a) De quina forma els experiments de la taula 1 confirmen que els anticossos contra 1
estimulen la uni6 a la fibronectina mitjangant la seua interaccié amb la integrina a5p17?
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R:

Alguns dels experiments de la taula 1 indiquen que la unié estimulada per I'anticos contra 31 es deu a la
interaccio de la fibronectina amb la integrina a5B1. L'anticds contra la cadena a5 bloqueja la uni6 a
fibronectina en preséncia o abséncia de l'anticos contra 3. Per la seua banda, I'anticos contra la
fibronectina interfereix en la unié estimulada per anticossos contra 1. | de forma més concloent, un
péptid que conté el motiu RGD (mitjancant el qual les integrines s’uneixen a la fibronectina) redueix la
unié estimulada, mentre que un péeptid semblant pero sense el motiu RGD complet no té cap efecte.

Quins experiments descarten la possibilitat que I'augment aparent de I'afinitat d’'unié de la
figura 1 siga degut a un augment en el nombre de molécules d’integrina en la superficie
cel-lular, tant de les sintetitzades de novo com de les transferides des de compartiments
interns?

R:

Tant la sintesi de noves molecules d'integrina com el transport des d’'un compartiment intracel-lular
requeririen ATP. Els experiments que mostren que els verins metabolics no tenen cap efecte sobre la
unié estimulada pels anticossos contra 31 eliminen aquestes opcions. Aixi, I'afinitat creixent de la
integrina a5B1 per la fibronectina sembla ser deguda a algun efecte de I'anticos contra 1 en la poblacié
ja existent d'integrines.

De quina forma suposes que els anticossos contra 1 augmenten I'afinitat de la integrina
a5B1 per la fibronectina?

R:

Els experiments de la figura 1 (i I'abséncia d’efecte amb els verins metabolics) indiquen que la integrina
a5B1 pot presentar estats de baixa i alta afinitat. Sembla que I'anticos contra 1, en unir-se a un lloc
especific de la cadena 1, indueix un canvi conformacional en la integrina a581 que la conduira al seu
estat d'alta afinitat. Aquests canvis conformacionals només ocorrerien en el cas que els anticossos
s'uniren a llocs especials i escassos (que es correlaciona amb la peculiaritat dels anticossos
monoclonals que presenten propietats semblants a les d’aquest anticos contra 1). Els estats de
baixa i alta afinitat semblen ser comuns per a les integrines. En molts casos, I'afinitat s'altera per
esdeveniments que succeeixen en la cél-lula.

Referéncia: Faull, R. J.; Kovach, N. L.; Harlan, J. M. i Ginsberg, M. H. (1993). “Affinity modulation of
integrin a5B1: regulation of the functional response by soluble fibronectin”. J. Cell Biol. 121, 155-162.

Taula 1. Efectes dels anticossos en la unié de la fibronectina a les cél-lules.

FIBRONECTINA

ADDICIONS
UNIDA (cpm)
Res 2.000
lAnticos contra a5 0
lAnticos contra a4 2.000
IAnticos contra 31 40.000
Anticos contra 1 + anticos contra a5 0
IAnticos contra 31 + anticos contra a4 40.000
IAnticos contra 31 + anticds contra fibronectina 500
AnticOs contra 31 + peptid GRGDSP 3.000
Anticos contra 1 + peptid GRGESP 40.000
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5.16. Unions estretes i resisténcia eléctrica dels epitelis. Tu i el teu director de treball de recerca
de fi de grau heu observat que hi ha una certa correlacié entre la resisténcia eléctrica d’'un epiteli i el
nombre de cordons segelladors de les seues unions estretes. Aix0 té un sentit intuitiu, ja que el
corrent a través d’un epiteli es produeix per petits ions que han de penetrar les unions estretes (figura
1). Pero podrien donar-se dues situacions per les quals la resisténcia podria dependre del nombre de
cordons segelladors. D’una banda, si cada cord6 segellador proporciona una determinada resisténcia,
la resisténcia total d’una unio estreta estaria relacionada de forma proporcional amb el nombre de
cordons segelladors (com si foren resisténcies electriques en série). D’altra banda, si cada cordd
segellador poguera existir en dos estats —un estat tancat de gran resisténcia i un estat obert de baixa
resisténcia—, la resisténcia de la uni6é estreta estaria relacionada amb la probabilitat que tots els
cordons d’'una determinada via a través de la unio estigueren oberts al mateix temps. En aquest cas,
la resisténcia total estaria relacionada de forma logaritmica amb el nombre de cordons segelladors.

Amb la finalitat de poder distingir entre aquestes dues possibilitats d’'una manera quantitativa,
determines la resisténcia de quatre epitelis diferents de conill: el tabul proximal del renyd (que és
altament filtrant), la vesicula biliar (que és menys filtrant), el tabul distal del reny6 i I'epiteli de la bufeta
urinaria. A més, obtens electromicrografies de preparacions obtingudes per criofractura, amb les
guals determines el nombre mitja de cordons segelladors de les unions estretes que envolten cada
cél-lula d’aquests epitelis. Els resultats es mostren en la taula 1.

a) Quina de les dues interpretacions proposades per a la correlacié entre la resisténcia eléctrica
de I'epiteli i el nombre de cordons segelladors en una unié estreta es basaria en els teus
resultats?

b) Per qué creus que és més important, si s’ha de jutjar pels resultats, un millor segellament de
I'epiteli de la bufeta urinaria que el del tibul distal, i d’aquest millor que el del tabul proximal
del reny6?
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Figura 1. Dues vistes d'una uni6 estreta que uneix les cél-lules epitelials entre si.
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Taula 1. Desplagcament de les sondes fluorescents d’una cél-lula a una altra.

CORDONS EN UNA UNIO ESTRETA RESISTENCIA
EPITELI DE CONILL (nombre mitja) ELECTRICA (relativa)
Tabul proximal 1,2 1,0
esicula biliar 3,3 4,7
Tubul distal 5,3 52
Bufeta urinaria 8,0 470
R:

De les alternatives donades, els resultats donen suport al model de dos estats de resistencia de les unions
estretes perque la resistencia d’'un epiteli esta relacionada de forma logaritmica amb el nombre de cordons
segelladors de la unié, com mostra la linia recta de la figura 1. L'analisi d’aquestes dades suggereix que un unic
cordo segellador té una gran probabilitat de trobar-se en I'estat obert. Si hi ha suficients cordons segelladors, la
probabilitat que tots estiguen oberts al mateix temps és molt baixa, de manera que la unié en conjunt és molt
estreta. La relacié descrita entre el nombre de cordons segelladors i la resisténcia eléctrica de la unié es va
calcular abans que s'identificaren les claudines com el principal component de les unions estretes. Ara sabem
que, a més del nombre de cordons segelladors, algunes propietats de les unions estretes depenen del tipus de
claudines que s’expressen en aquestes. Aixi, la resisténcia relativa de les unions estretes podria reflectir les
claudines especifiques utilitzades en la seua construccié, més que el nombre de cordons. Es tracta d’'una area en
la qual s’esta investigant actualment.

Referéncies: Claude, P. (1978). “Morphological factors influencing transepithelial permeability: a model for the
resitance of the zonula occludens”. J. Memb. Biol. 39, 219-232.

Van ltallie, C. M. i Anderson, J. M. (2006). “Claudins and epithelial paracellular transport”. Annu. Rev. Physiol. 68,
403-429.

5.17. Les cél-lules granuloses de I'ovari maduren en resposta a 'hormona FSH. En aquest procés de
maduracio, la FSH s’uneix a receptors de la superficie cel-lular que activen I'enzim adenilat-ciclasa,
que produeix AMPc, una molécula de baix pes molecular que funciona com a segon missatger i que
provoca el procés de maduracié d'aquestes cél-lules. D’'una manera semblant, les cél-lules del miscul
cardiac en desenvolupament responen a les hormones epinefrina i norepinefrina. L'epinefrina s’'uneix
a receptors de la superficie cel-lular, que activen I'adenilat-ciclasa, amb la qual cosa provoquen la
sintesi de AMPc i la consegtient contraccié ritmica de les cél-lules. Quan aquests dos tipus cel-lulars
sén cocultivats en la mateixa placa, poden formar unions tipus gap funcionals entre si. Qué ocorreria
si s’afegeix FSH al cocultiu?

5.18. Evidéncies experimentals sobre les unions de tipus gap. El nostre coneixement sobre les
unions comunicants o de tipus gap es deu en gran part al treball pioner de Werner Loewenstein i els
seus col-laboradors, els quals van desenvolupar els experiments descrits més avall, i representats en
la figura 1. En cada cas, indica (i) quina hipotesi volia comprovar-se amb I'experiment dissenyat, (ii)
gué creus que els investigadors van concloure dels experiments, (iii) com dona suport als seus
descobriments aquesta conclusié, i (vinga, comenca a ser creatiu!) (iv) proposa un experiment
addicional que podria fer-se amb la mateixa metodologia per a ampliar els seus descobriments.

a) Es van inserir microeléctrodes en cel-lules individuals de les glandules salivals d’insectes.
Quan es va aplicar un petit voltatge als electrodes de dues cél-lules adjacents, es va trobar
gue el corrent que fluia entre aquestes era diversos ordres de magnitud major que el corrent
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b)

c)

registrat quan es va situar un eléctrode en una cél-lula i I'altre, en el medi extern.

Es van injectar les ceél-lules amb moléecules fluorescents de diferents pesos moleculars i es va
usar un microscopi de fluorescéncia per a observar el moviment de les molécules entre
cél-lules adjacents. La figura 1a il-lustra el resultat obtingut amb les molécules fluorescents de
pesos moleculars de 1.926 (a dalt) i 1.158 daltons (a baix).

Es va injectar un marcador fluorescent en una cél-lula (nimero 3) que forma part d’'una
sequeéencia de cinc cél-lules i es va usar un microscopi de fluorescéncia per a monitorar el
moviment del marcador cap a les cél-lules adjacents en un mitja que conté Ca?*. La figura 1b
il-lustra el resultat obtingut amb cél-lules intactes que son impermeables al Ca?* (esquerra) i
amb orificis perforats en les cél-lules 2 i 4 per a permetre que la solucié que conté Ca?* entre, i
per tant, elevar la concentracié intracel-lular de Ca?* (dreta).

Figura 1. Evidéncies experimentals de les propietats de les unions tipus gap. (a) Limitacions de grandaria
en la permeabilitat a través de la uni6 tipus gap determinada per microscopia de fluorescencia després de la
microinjeccioé de molécules fluorescents de dues grandaries diferents: 1.926 Da (a dalt) i 1.158 Da (a baix).
(b) Utilitzacié d’'un marcador fluorescent per a determinar com afecten els canvis en la concentracié de Ca2*
intracel-lular a la permeabilitat de les unions tipus gap.
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TEMES 6, 7 i 8. ORGANITZACIO | BIOGENESI DELS ORGANULS CEL-LULARS

1. Relacionales definicions segiients amb el terme adequat de la llista que segueix més avall:

a) Senyal de classificacié de les proteines que consisteix en una disposicio tridimensional dels
atoms en la superficie de la proteina plegada.

R: regio6 senyal
b) Moviment de proteines a través dels complexos de porus nuclears entre el citosol i el nucli.
R: transport regulat

c) Compartiments delimitats per membrana en una cél-lula eucariota que tenen estructura,
composicié macromolecular i funcions diferents.

R: organul

d) Senyal de classificacid6 de les proteines que consisteix en una seqiiencia continua curta
d’aminoacids.

R: seqliencia senyal

e) Petits organuls delimitats per membrana que utilitzen oxigen molecular per a oxidar molécules
organigues.

R: peroxisoma

fyUna de les diverses proteines que estan implicades en la importaci6 de proteines als
peroxisomes.

R: peroxina

g) Regio del RE no associada amb ribosomes.

R: RE llis

h) Tipus d'uni6 lipidica per la qual algunes proteines s’'uneixen a la membrana.
R: ancoratge GPI

i) Compartiment laberintic delimitat per membranes en el citoplasma de les cél-lules eucariotes, on
se sintetitzen els lipids i les proteines de membrana i de secrecio.

R: reticle endoplasmatic (RE)

j) Complex ribonucleoproteic que s’uneix a la seqiiéncia senyal del RE d’'una cadena polipeptidica
parcialment sintetitzada i que dirigeix el polipéptid i el seu ribosoma associat al RE.

R: particula de reconeixement del senyal (SRP)

k) Seqiiéncia d’aminoacids hidrofobics que deté la translocacié d’una cadena polipeptidica a través
de la membrana del RE i ancora, aixi, la proteina en lamembrana.

R: senyal de parada de translocacié

[) Descriu la importacié d'una proteina en el RE abans que la cadena polipeptidica estiga
sintetitzada per complet.

R: cotraduccional
m) Seqiiéncia curta d’aminoacids d’una proteina que la reté en el RE.
R: senyal de retencio en el RE

n) Accié cel-lular desencadenada per I'acumulacié de proteines amb plegament defectuds en el
RE.
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R: resposta a proteines mal plegades

0) Translocador proteic que forma un canal aqués en la membrana del RE que permet el pas d’'una
cadena polipeptidica a mesura que és sintetitzada per ribosomes units a la membrana.

R: complex Sec61

p) Descriu qualsevol processament d’una proteina que succeeix després que la sintesi proteica
finalitze.

R: posttraduccional

g) Vesicula petita que es forma a partir del RE fragmentat com a conseqliéncia de

’'homogeneitzacié de les cél-lules.
R: microsoma

r) Qualsevol proteina amb una o més cadenes d’oligosacarids units covalentment ales cadenes
laterals d’aminoacids.

R: glicoproteina
s) Ribosoma citosolic que no esta unit a cap membrana.
R: ribosoma lliure

regio senyal lumen

peptidasa de senyal
peroxina

transport transmembrana
posttraduccional
ancoratge GPI
calnexina

complex Sec61
dolicol

RE rugés
glicosilacié proteica
microsoma

organul

transport regulat
citosol

transport vesicular
peroxisoma

BiP

calreticulina
cotraduccional

RE llis
glicoproteina
lumen del RE

particula de reconeixement del senyal (SRP)

seqguéncia senyal

receptor de SRP

resposta a proteines mal plegades
ribosoma lliure

senyal d'inici de translocacio
senyal de parada de translocacié

proteina transmembrana de pas multiple

reticle endoplasmatic (RE)

ribosoma unit a membrana sequencia senyal del RE
senyal de retenci6 en el RE

proteina resident del RE

Vertader o fals? Explica per queé.

a) Els ribosomes units a membrana i els ribosomes lliures, que s6n idéntics en termes
estructurals i funcionals, només es diferencien en les proteines que sintetitzen en un moment
donat.

Vertader. Tots els ribosomes inicien la traduccié dels mRNA en el citosol. Els mRNA de
certes proteines codifiquen una seqiiéncia senyal per a la membrana del RE. Després que
aquesta seqiiéncia s’haja sintetitzat, dirigeix la proteina naixent, juntament amb el ribosoma i
el mMRNA, a la membrana del RE. Els ribosomes que tradueixen els mRNA que no codifiquen
una seqliéncia d'aquest tipus romanen lliures en el citosol.

b) Cada sequiéncia senyal especifica una destinacié particular en la cél-lula.

Vertader. Les seqiéncies d’aminoacids, d'uns 15 a 60 residus de longitud, serveixen com a
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c)

d)

e)

senyals de classificacié per a la majoria de les proteines de la cél-lula. Les sequéncies senyal
que especifiquen destinacions cel-lulars particulars (importacié al RE, importacioé al nucli, etc.)
tenen trets caracteristics que els permeten interaccionar amb receptors de transport adequats,
gue guien les proteines fins al compartiment correcte.

Unicament es troben peroxisomes en alguns tipus cel-lulars eucariotes especialitzats.
Fals. Totes les cél-lules eucariotes contenen peroxisomes.

El péptid senyal s’'uneix a un lloc hidrofobic del ribosoma i provoca una pausa en la sintesi de
la proteina, que torna a iniciar-se quan la SRP s’uneix al péptid senyal.

Fals. Quan el péptid senyal hidrofobic emergeix del ribosoma, s’uneix a la SRP, que provoca
una pausa en la sintesi proteica. La sintesi es reprén quan el ribosoma amb la SRP unida
s'uneix al receptor de la SRP en la superficie citosolica del RE rugés.

Algunes proteines de membrana estan unides a la superficie citoplasmatica de la membrana
plasmatica a través d'un enllagc C-terminal a un ancoratge glicosilfosfatidilinositol (GPI).
Vertader. Les proteines que estan unides a ancoratges GPI estan unides a la superficie externa
de la membrana plasmatica. La reaccido d'unid es realitza en el lumen del RE, que és
topoldgicament equivalent a I'exterior cel-lular.

3. En una cél-lula animal tipica, quin dels compartiments segiients ocupa un major volum? R: A Quin
es troba en major nombre? R: F Quin contribueix en major mesura al conjunt de les membranes
cel-lulars? R: F Quins tenen una doble membrana? R: F, G Quins tenen DNA propi? R: F, G

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)

Citosol

Reticle endoplasmatic
Endosoma

Complex de Golgi
Lisosoma

Mitocondri

Nucli

Peroxisoma

4. Ordena els processos enumerats a I'atzar més avall des que comenca la transcripcié del gen que
codifica una proteina de secrecio fins que aquesta és secretada per exocitosi.

a)
b)
c)
d)

e)

f)
9)

h)

La proteina es glicosila parcialment en la llum del RE.

La vesicula de secreci6 arriba a la membrana i es fusiona amb aquesta.

El RNA transcrit es transporta del nucli al citoplasma.

Els grups glucidics definitius s’afegeixen a la proteina en el complex de Golgi.

A mesura que se sintetitza la proteina, va travessant la membrana del RE i accedint a la llum
de la cisterna.

La proteina s’empaqueta en una vesicula de secreci6é que s’allibera des del complex de Golgi.

El RNA missatger s’'associa amb un ribosoma i comenca la sintesi de la proteina en la
superficie del RE rugos.

La proteina arriba al cis Golgi després de la fusié dels complexos vesiculotubulars en els quals
és transportada.

R: 3-7-5-1-8-4-6-2

o1



5. Quan les cél-lules sén tractades amb substancies que despolimeritzen els microtibuls, el complex
de Golgi es fragmenta en petites vesicules que es dispersen per la cél-lula. Quan aquestes
substancies s’eliminen, les cel-lules solen recuperar-se i créixer amb normalitat. Si les cel-lules que
s’han recuperat del tractament s’examinen amb el microscopi electronic, s’'observa que contenen un
complex de Golgi amb un aspecte completament normal. Significa aixo que el complex de Golgi s’ha
sintetitzat novament de zero? Si no és aixi, com creus que ha succeit?

6. Explica de quina forma una molécula de mMRNA pot romandre unida a la membrana del RE mentre
gue els ribosomes individuals que la tradueixen son alliberats i es reuneixen amb la fraccié de
ribosomes citosolics després de cada ronda de traduccio.

R: Una molécula de mRNA s’uneix a la membrana del RE pels ribosomes que I'estan traduint. No
obstant aix0, aquesta poblacié de ribosomes no és estatica. A mesura que el mMRNA es mou a través
dels ribosomes, els ribosomes que han acabat la traduccié se separen de I'extrem 3’ del mMRNA i de la
membrana del RE. Pero el mRNA roman associat a la membrana del RE mitjancant altres ribosomes
que encara l'estan traduint. A mesura que els ribosomes es desplacen al llarg del mMRNA, el seu
extrem 5’ queda exposat i els nous ribosomes, procedents de la poblacid citosolica, s’uneixen i
comencen a traduir-lo. Depenent de la seua longitud, hi pot haver de 10 a 20 ribosomes adherits a
cada molécula de mRNA unida a la membrana, formant el que coneixem com un poliribosoma.

7. Cadascun dels problemes clinics seglients es deu a alteracions en el funcionament d’'un organul o
una altra estructura cel-lular. Indica quin és I'organul implicat i si la patologia és consequéncia d’'una
disminucié o d’'un augment de la seua activitat.

a) La ingesta accidental de cianur provoca la mort immediata d’'una xiqueta, conseqiéncia del
cessament de la produccio de ATP.

b) Un xiquet és diagnosticat d’adrenoleucodistrofia neonatal (NALD), que es caracteritza per la
incapacitat de trencar els acids grassos de cadena molt llarga.

c) Una fumadora desenvolupa cancer de pulmé i li expliguen que la causa és que una poblacio
de les seues cel-lules pulmonars esta subjecta a una taxa mitotica superior a la normal.

d) Un jove descobreix que la seua infertilitat és deguda a la falta de motilitat dels seus
espermatozoides.

e) Un xiquet mor de la malaltia de Tay-Sachs perqué les seues cél-lules no tenen la hidrolasa
que trenca un component de la membrana denominat ganglidosid Gwmz2, de manera que
s’acumula en les membranes de les seues cél-lules cerebrals.

f)  Un xiquet és alimentat amb una dieta sense lactis, perqué les cél-lules de la mucosa del seu
intesti prim no segreguen I'enzim necessari per a hidrolitzar la lactosa, el disacarid present en
la llet.

8. Cadascun dels processos segilients esta associat a un o més organuls de cel-lules eucariotes. Indica
'organul implicat i suggereix un avantatge del confinament del procés a l'interior de I'organul.

a) P-oxidacio d'acids grassos de cadena llarga
b) Biosintesi de colesterol
c) Biosintesi d'insulina
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d) Biosintesi de testosterona (hormona sexual masculina)
e) Degradacié d’organuls danyats o que ja no es necessiten
f) Glicosilaci6 de proteines de membrana

g) Hidroxilacio de fenobarbital

h) Separacio de les proteines lisosomals i les de secrecié

9. Assenyala quins dels suposits segiients son certs només per al RE rugos (R), per al llis (L), per a
tots dos (RL), o per a cap (N).

a)
b)
c)
d)
e)
f)

9)
h)
i)

Conté menys colesterol que la membrana plasmatica. R: R, L
Té ribosomes adherits a la seua cara citosolica. R: R

Conté enzims d’accio antitoxica. R: L

Esta implicat en la hidrolisi del glicogen. R: L

Es el lloc on es sintetitzen les proteines de secrecid. R:R

Es el lloc on es pleguen les proteines de membrana. R: R
Tendeix a formar estructures tubulars. R: L

Generalment esta format per saculs aplanats. R: R

Es visible només amb el microscopi electronic. R: R, L

10. Assenyala quines de les afirmacions segtients son certes per a vesicules cobertes de clatrina (C),
COPI (I) o COPII (ll). Cadascuna pot ser certa per a una, diverses o cap (N) de les vesicules amb
coberta proteica.

a)

b)

<)
d)

e)
f)

)
h)

)

k)

La unio de la proteina de la coberta a un receptor LDL esta mediada per un complex proteic
adaptador. R: C

La fusio de la vesicula (després de la dissociacié de la coberta) amb la membrana del Golgi,
esta mediada per una t-SNARE especifica i per proteines Rab. R: I

Intervé en el transport bidireccional entre el RE i el complex de Golgi. R: |

Intervé en la classificacio de proteines per al transport intracel-lular cap a destinacions
especifiques. R: C, I, Il

Intervé en el transport de les hidrolases acides cap als endosomes tardans. R: C
Es essencial en tots els processos d’endocitosi. R: N
Es important en el transit retrograd de I'aparell de Golgi. R: |

Esta implicada en el transport de lipids de membrana des de la xarxa del trans Golgi fins a la
membrana plasmatica. R: C

El component estructural basic de la coberta és el trisquelion. R: C

Les proteines de la coberta es dissocien immediatament després de formar-se la vesicula. R:
C,

Entre les proteines de la coberta sempre hi ha una GTPasa monomerica. R: |, 1I
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TRANSIT VESICULAR

11. Relacionales definicions segiients amb el terme adequat de la llista que segueix més

avall:

a)

b)

c)

d)

e)

f)

a)

h)

k)

Terme geneéric emprat per a denominar un compartiment de membrana que transporta
material entre compartiments envoltats de membrana en la cél-lula.

R: vesicula de transport

Qualsevol dels membres d'una gran familia de GTPases monomeériques que es troben en la
membrana plasmatica i en els organuls membranosos i que confereixen especificitat en
I'ancoratge de les vesicules.

R: proteina Rab

Proteina que media la unié entre la coberta de clatrina i proteines transmembrana, incloent-hi
els receptors transmembrana de les proteines de carrega.

R: proteina adaptadora

GTPasa citosolica que s’uneix al coll d’'una vesicula recoberta de clatrina i que facilita la seua
escissioé de la membrana.

R: dinamina

Proteina que catalitza el desassemblatge dels dominis helicoidals de les proteines SNARE
apariades.

R: NSF

Vesicula recoberta que transporta material des de la membrana plasmatica i entre el
compartiment endosomic i el complex de Golgi.

R: vesicula recoberta de clatrina

GTPasa de reclutament de la coberta responsable tant de 'assemblatge de les cobertes de
COPI com de clatrina en les membranes del complex de Golgi.

R: proteina Arf

Proteina que facilita el transport vesicular, I'ancoratge i la fusié de les membranes una vegada
unida per acci6 d’'una proteina Rab activa.

R: efector Rab

Terme genéric aplicat a un membre de la gran familia de proteines que catalitzen la fusio de
membranes en el transport vesicular.

R: proteina SNARE

Complex multiproteic que s’acobla en les membranes endosomals només quan pot unir-se a
la cua citosolica d'un receptor en una membrana corbada que conté lipids fosfatidilinositol
amb els seus grups de caps fosforilats.

R: retromer

Terme genéric que defineix una vesicula de transport que presenta una malla de proteines
caracteristica en la seua superficie citosolica.

R: vesicula recoberta
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n)

0)

p)

a)

s)

B

v)

w)

X)

y)

GTPasa de reclutament de coberta responsable de la formacié de la coberta de COPIl en la
membrana del RE.

R: proteina Sarl
Digestio de les parts obsoletes de la cél-lula pels seus propis lisosomes.
R: autofagia

Vesicules molt grans plenes de fluid que es troben en la majoria de cél-lules vegetals i de
fongs, i que en general ocupen més del 30% del volum cel-lular.

R: vacuol

Organul membrands de les cél-lules eucariotes que conté enzims digestius que habitualment
son actius al pH acid del lumen.

R: lisosoma

Hipotesi segons la qual les noves cisternes del complex de Golgi es formen continuament en
la cara cis del complex de Golgi i migren a través del complex a mesura que maduren.

R: model de maduracié de cisternes

Molécula formada per una 0 més cadenes de glicosaminoglicans unides a un nucli proteic.
R: proteoglican

La cara del complex de Golgi per la qual entra el material al'organul.

R: cara cis

Cadena de sucres unida a una glicoproteina que es forma per modificacié de I'oligosacarid
inicial que s’uneix en el RE i sobre el que s’afegeixen altres sucres.

R: oligosacarid complex

Organul membrands de les cél-lules eucariotes en el qual proteines i lipids procedents del RE
s6n modificats i classificats.

R: complex de Golgi
Cadena de sucres unida a una glicoproteina que conté molts residus de manosa.
R: oligosacarid ric en manosa

Xarxa de cisternes i tUbuls interconnectats en el costat del complex de Golgi pel qual el
material ix del complex.

R: xarxa de distribucio del trans Golgi (TGN)

Via d’exocitosi que funciona continuament en totes les cél-lules.

R: via de secreci6 constitutiva

Procés que implica la fusié de vesicules amb la membrana plasmatica.

R: exocitosi

Via d’'exocitosi que opera sobretot en cel-lules especialitzades en la secrecio rapida de
productes sota demanda.

R: via de secreci6 regulada

clatrina dinamina
efector Rab fosfatidilinositol (PI1P)
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NSF

proteina adaptadora
proteina Arf

proteina Sarl

t-SNARE

vesicula recoberta

vesicula recoberta de COPI
exocitosi

v-SNARE

complex de Golgi

model de transport vesicular
via de secrecio regulada
oligosacarid complex

cara trans

GTPasa de reclutament de la coberta
proteina Rab

proteina SNARE

vesicula de transport

vesicula recoberta de clatrina
vesicula recoberta de COPII
vesicula de secrecio

proteina Rho

model de maduracié de cisternes
O-glicosilacié

via de secreci6 constitutiva
oligosacarid ric en manosa

proteoglican xarxa de distribucio del cis Golgi (CGN)

cara cis xarxa de distribucio del trans Golgi (TGN)
retromer autofagia

hidrolasa acida lisosoma

receptor de M6P vacuol

12. Vertader o fals? Explica per qué.

Totes les glicoproteines i glicolipids de les membranes intracel-lulars tenen les seues cadenes
d'oligosacarids dirigides cap a la cara luminal, i els que es troben en la membrana plasmatica

Vertader. Les cadenes d'oligosacarids son afegides en el lumen del RE i del complex de
Golgi, que s6n equivalents en termes topologics a I'exterior cel-lular. Aquesta topologia basica
es conserva en tots els processos de vesiculacio i fusi6 de membrana. Aixi doncs, les cadenes
d'oligosacarids es troben sempre topologicament en [I'exterior de la célllula amb

El complex de Golgi duu a terme la major part de les glicosilacions conegudes sobre el nucli
proteic dels proteoglicans, que es converteixen en proteoglicans per la uni6 d'una o més

Vertader. L'addicié de cadenes molt llargues i no ramificades d’unitats de disacarids repetits
en el complex de Golgi pot crear proteoglicans en els quals la massa de glucids supere la de

Les membranes lisosomals contenen una bomba de protons que utilitza I'energia de la hidrolisi
del ATP per a bombar protons fora del lisosoma i mantenir el lumen d’aquest a un pH acid.

Fals. La bomba de protons dels lisosomes bomba els protons cap a l'interior del lisosoma per

a)
apunten cap a I'exterior cel-lular.
independéncia que es troben en el lumen o en la superficie cel-lular.
b)
cadenes de glicosaminoglicans.
proteines.
c)
a mantenir un pH baix.
d)

Els endosomes tardans es converteixen en lisosomes madurs per la pérdua de diferents
proteines de la membrana endosomal i una major disminucio del seu pH intern.

Vertader. Les proteines de la membrana endosomal sén recuperades de forma selectiva des
dels endosomes tardans mitjancant vesicules de transport que retornen les proteines als
endosomes o a la xarxa del trans Golgi. L'interior dels endosomes tardans és mitjanament
acid (pH aproximat de 6), i a mesura que maduren a lisosomes el pH es redueix fins al valor
lisosomal de pH 5,0.
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e) Siles ceél-lules es tractaren amb una base feble com I'amoni o la cloroquina, que augmenta el
pH dels organuls fins a la neutralitat, seria d’esperar que els receptors de M6P s’acumularen
en el complex de Golgi, ja que no es poden unir als enzimslisosomals.

Fals. L'addici6 d'una base feble provocaria I'acumulacié de receptors de M6P en els
endosomes tardans. Els receptors de M6P, que uneixen enzims lisosomals bastant bé a pH
neutre, en general alliberen els enzims al pH inferior propi dels endosomes tardans i s6n
després reciclats cap al complex de Golgi. Si el pH dels endosomes tardans augmenta, els
receptors de M6P no poden alliberar els enzims units i, en conseqiéncia, no poden ser
reciclats i queden atrapats en 'endosoma tarda.

13. Els rents, com molts altres organismes, tenen un Unic tipus de cadena pesada de clatrina i un Unic
tipus de cadena lleugera; aixi, només produeixen un unic tipus de coberta de clatrina. Com és
possible, llavors, que una Unica coberta de clatrina puga ser utilitzada en tres vies de transport
diferents (de Golgi a endosomes tardans, de membrana plasmatica a endosomes primerencs i de
vesicules de secrecié immadures a Golgi) en les quals es transporten de forma especifica diferents
proteines?

R: L'especificitat tant de la ruta de transport com de les molécules transportades no esta determinada
per la coberta de clatrina, sin6 per les proteines adaptadores que uneixen les proteines receptores de
la carrega amb la clatrina. Els diversos tipus de proteines adaptadores permeten a diferents receptors
de carrega i, per aixo, a diferents molécules carrega, ser transportats al llarg de vies de transport
especifiques. Per cert, els humans es diferencien de molts altres organismes perqué tenen dos gens de
cadenes pesades. De manera similar a altres mamifers, també tenen dos gens de cadenes lleugeres. A
més, en les neurones dels mamifers, els transcrits de les cadenes lleugeres pateixen una maduracio
diferencial. Aixi, en humans hi ha el potencial per a una complexitat addicional de les cobertes de
clatrina; no obstant aix0, les conseqiiéncies funcionals d’aquesta potencialitat no estan clares.

Referéncies: Kirchhausen, T. (2000). “Clathrin”. Annu Rev. Biochem. 69, 699-727.

Pearse, B. M. F.; Smith, C. J. i Owen, D. J. (2000). “Clathrin coat construction in endocytosis”. Curr. Opin. Struct.
Biol. 10, 220-228.

14. Si eliminares el senyal de recuperacié del RE de la proteina disulfur isomerasa (PDI: protein
disulfide isomerase), que habitualment és una proteina soluble resident en el RE, on esperaries trobar
la proteina PDI modificada?

15. El receptor KDEL ha de desplacar-se cap endavant i cap endarrere entre el RE i el complex de
Golgi per a realitzar la seua funcio d’assegurar la retencio de les proteines solubles residents del RE
en el lumen del RE. En quin compartiment s’uneix el receptor KDEL al seu lligand amb més intensitat?
En quin compartiment ho fa més débilment? Quina creus que és la radé que podria explicar les
diferéncies d'afinitat que s’observen en els dos compartiments?
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16. Has

aillat diverses linies cel-lulars mutants que son defectuoses en la seua capacitat d'afegir

carbohidrats a proteines d’exportacié. Analitzes els monomers de sucres que s’afegeixen en
cadascuna de les linies cel-lulars mutants, emprant una proteina que es purifica amb facilitat i que
només conté N-oligosacarids. Cada mutant és Unic per la naturalesa i el nombre de sucres que

contene
a)

b)

n els seus N-oligosacarids (taula 1).

Organitza els mutants en l'ordre que es correspon amb les etapes del processament dels
seus N-oligosacarids (figura 1). (Has de suposar que cada linia cel-lular mutant és defectuosa
Unicament en un dels enzims necessaris per a construir el N-oligosacarid).

Quins d’aquests mutants sén defectuosos en les etapes que tenen lloc en el RE? Quins
mutants presenten efectes en etapes que es produeixen en el complex de Golgi?

Quins mutants sén probablement defectuosos en un enzim de processament que és
responsable directe de modificar els N-oligosacarids? Quin dels mutants pot no ser defectuds
en un enzim que modifique directament els N-oligosacarids, siné en un altre enzim que afecta

indirectament el processament dels oligosacarids?

Taula 1. Analisi dels sucres presents en els N-oligosacarids de linies cel-lulars de tipus salvatge i mutants
amb defectes en el processament dels oligosacarids.

LINIA
CEL-LULAR
Tipus salvatge
Mutant A
Mutant B
Mutant C
Mutant D
Mutant E
Mutant F
Mutant G
Mutant H
Mutant |

GIcNAc Gal NANA Glc

Man

WO oW Ul © U Ww
GO NDNW NN DNW OO
WO OO OO OO0 o w
OO0 OO OO OO o w

ON OO OO WwWo OO

Abreviatures: Man=manosa; GIcNAc=N-actilglucosamina; Gal=galactosa; NANA=acid N-acetilneuraminic o acid sialic;
Glc=glucosa. Els numeros indiquen el nombre de monomers del sucre en I'oligosacarid.
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Figura 1. Processament dels oligosacarids en el RE i en el complex de Golgi. Les reaccions
enumerades en I'etapa 5 tenen lloc en dos compartiments diferents; I'addicié de GIcNAc es realitza en la
cisterna mitjana del complex de Golgi, mentre que I'addicié de Gal i NANA té lloc en el compartiment trans
del complex de Golgi.
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MITOCONDRIS, CLOROPLASTOS | PEROXISOMES

17. Relacionales seglients definicions amb el terme adequat de lallista que segueix més avall:

a)

b)

c)

d)

e)

f)

9)

h)

Organuls delimitats per membranes, aproximadament de la grandaria d’un bacteri, que realitzen
la fosforilacio oxidativa i produeixen la majoria del ATP de les cél-lules eucariotes.
R: mitocondris

Part d’'un complex proteic format per mdaltiples subunitats que esta unit al complex TIM23 en el
costat de la matriu i que actua com un motor per a arrossegar les proteines precursores cap a
I'espai de la matriu.

R: Hsp70 mitocondrial

Complex proteic de multiples subunitats que transporta proteines a través de la membrana
mitocondrial externa.

R: complex TOM

Espai de la matriu d’'un cloroplast.

R: estroma

Membrana d’un mitocondri que envolta la matriu i que es plega formant crestes.
R: membrana interna

Complex proteic format per multiples subunitats que transporta proteines a través de la
membrana mitocondrial interna.

R: complex TIM

Compartiment central d’'un mitocondri, delimitat per la membrana mitocondrial interna.
R: espai de la matriu

Sac aplanat de membrana d’un cloroplast que conté les subunitats proteiques del sistema
fotosintétic i del ATP sintasa.

R: tilacoide

Proteina codificada per un gen nuclear, sintetitzada en el citosol, i posteriorment transportada al
mitocondri.

R: proteina precursora mitocondrial

Idea segons la qual els mitocondris i els cloroplastos van evolucionar a partir de bacteris que
van ser endocitats fa més de mil milions d’anys.

R: hipotesi endosimbiotica

cloroplast hipotesi endosimbiotica
hipotesi del senyal complex OXA

complex SAM complex TIM

complex TOM espai de la matriu
espai intermembrana estroma

Hsp70 mitocondrial membrana externa
membrana interna mitocondri

proteina precursora mitocondrial tilacoide

translocador de proteines lumen
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18. Vertader o fals? Explica per que.

a)

b)

c)

d)

e)

El complex TOM és necessari per a la importacié6 de totes les proteines mitocondrials
codificades pel nucli.

Vertader. Amb independéncia de la seua destinacio final en el mitocondri, totes les proteines que es
sintetitzen en el citosol (és a dir, totes les proteines mitocondrials que son codificades pel nucli) han
d’entrar primer en el complex TOM. Després del complex TOM, les vies d’importacié divergeixen a
mesura que les proteines es classifiquen cap al compartiment mitocondrial apropiat.

Les dues seqliéncies senyal necessaries per al transport de les proteines codificades pel nucli
fins a la membrana mitocondrial interna a través del complex TIM23 s6n eliminades de la
proteina en diferents compartiments mitocondrials.

Fals. Només és eliminada una de les dues sequéncies senyal. El senyal N-terminal és escindit de la
proteina importada quan arriba a la matriu mitocondrial. El segon senyal (una seqiiéncia molt hidrofobica
situada en I'extrem N-terminal) dirigeix la proteina cap a la membrana interna o bé a través del complex
TIM23, o bé del complex OXA. El segon senyal no és eliminat i possibilita I'ancoratge de la proteina en
la membrana interna.

La importacié de proteines cap als mitocondris i els cloroplastos és molt similar; fins i tot els
components individuals de la seua magquinaria de transport sén homolegs, com era d’esperar
donat el seu origen evolutiu coma.

Fals. Encara que la importacié de proteines és similar, els components de la maquinaria
d'importacié en els cloroplastos i els mitocondris no estan relacionats. Les similituds
funcionals semblen haver aparegut per evolucié convergent, la qual cosa reflectiria els
requeriments comuns dels processos de translocacié a través de sistemes de doble
membrana.

A causa de les nombroses proteines transportadores especialitzades de la membrana
mitocondrial externa, I'espai intermembrana és quimicament equivalent al citosol quant a
molécules de grandaria reduida.

Fals. L'espai intermembrana és quimicament equivalent al citosol pel que fa a molécules
petites, pero aixd no es deu a la presencia de proteines transportadores especialitzades en la
membrana mitocondrial externa, siné al fet que aquesta membrana conté nombroses copies
de porina, una proteina que forma grans canals aquosos. Aquests canals converteixen la
membrana mitocondrial externa en un tamis que permet el pas lliure de totes les molécules que
tinguen una massa molecular inferior a 5.000 daltons, la qual cosa inclou tots els ions i els
metabolits de la cel-lula, aixi com algunes proteines petites.

Els mitocondris i els cloroplastos repliquen el seu DNA en sincronia amb el DNA nuclear i es
divideixen quan la ceél-lula es divideix, amb la qual cosa s’assegura un nombre constant de
genomes dels organuls.

Fals. Els mitocondris i els cloroplastos es divideixen durant tota la interfase, fora de la fase de
divisio de la cél-lula. De la mateixa manera, la replicacié no es limita a la fase S, siné que es
produeix durant tot el cicle cel-lular. El procés esta regulat, de manera que el nombre total de
copies del DNA dels organuls es duplica en cada cicle cel-lular. Es desconeix el mecanisme
d’aquesta regulacio.

60



19. Per a dur a terme un estudi sobre el procés d’'importacié de proteines cap als mitocondris, tractes
rents amb cicloheximida, la qual bloqueja el desplacament dels ribosomes al llarg del mMRNA. Quan
examines aquestes cel-lules mitjangcant microscopia electronica, et sorpren trobar ribosomes citosolics
units a la superficie externa dels mitocondris. Mai havies vist ribosomes units en abséncia de
cicloheximida. Per a aprofundir en aquest fenomen, prepares mitocondris a partir de cél-lules
tractades amb cicloheximida i posteriorment extraus el mRNA unit als ribosomes associats als
mitocondris. Tradueixes aquest mRNA in vitro i compares els productes proteics amb un mRNA del
citosol traduit de forma semblant. Els resultats s6n determinants: els ribosomes associats als
mitocondris estan traduint mMRNAs que codifiquen proteines mitocondrials.

La sorpresa és majuscula. Clarament visible al microscopi electronic, sembla estar la prova que la
importacio de les proteines cap al mitocondri té lloc durant la seua traduccié. Com podries conciliar
aquest resultat amb l'opinié generalitzada que les proteines mitocondrials sén importades només
després que hagen sigut sintetitzades i alliberades dels ribosomes?

R: La importacié de les proteines mitocondrials té lloc postraduccionalment. En general, la traduccié és molt més
rapida que la importacié mitocondrial, de manera que les proteines abandonen per complet el ribosoma abans
d’interaccionar amb la membrana mitocondrial. El bloqueig de la sintesi proteica amb cicloheximida provoca que
la velocitat de traduccio siga artificialment més lenta que la velocitat d'importacié. Atés que la seqiiéncia senyal
d'importacié de proteines als mitocondris es troba en I'extrem N-terminal, algunes de les proteines mitocondrials
sintetitzades de forma parcial, que encara es troben unides als ribosomes, podran interaccionar amb la
membrana mitocondrial. L'intent d'importacié encara que només siga d'una d'aquestes proteines unira al
ribosoma i al mMRNA (i a tots els altres ribosomes que estiguen traduint la mateixa molécula de mRNA) a la
membrana mitocondrial.

Referéncia: Kellems, R. E.; Allison, V. F. i Butow, R. A. (1975). “Cytoplasmic type 80S ribosomes associated with
yeast mitochondria. IV. Attachment of ribosomes to the outer membrane of isolated mitochondria”. J. Cell Biol. 65,
1-14.

20. Sovint, les hélixs-a es troben incrustades en les proteines de manera que un costat esta orientat
cap a la superficie i l'altre cap a linterior. Amb frequéncia aquestes hélixs sén qualificades
d’amfifiliques (o amfipatiques) perque el costat superficial és hidrofilic i el costat intern és hidrofobic.
Una manera senzilla de decidir si una seqiéncia d’aminoacids pot formar una helix amfifilica és
disposar els aminoacids al voltant del que es coneix com una “projeccié roda d’hélix”. Si els
aminoacids hidrofobics i hidrofilics queden segregats en costats oposats de la roda, I'hélix és
amfifilica.

La glutamina sintetasa és un enzim implicat en la destoxificacié de I'amoni. En gallines, I'enzim és
transportat als mitocondris, mentre que en els humans és citosolica. La caracteristica essencial dels
péptids senyal utilitzats per a la importacié de proteines al mitocondri és la preséncia d’hélixs-a
amfipatiques amb aminoacids carregats positivament en un costat i aminoacids hidrofobics en I'altre
costat. Utilitzant la projeccié de I'helix en forma de roda de la figura 1, indica quina de les dues
sequeéencies N-terminal proporcionades és de I'enzim de gallina i quina és de I'enzim huma.
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(A) HELICE EN FORMA DE RUEDA (B) SECUEMNCIAS N-TERMINALES
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Figura 1. Analisi de les sequéencies N-terminals de la glutamina sintetasa humana i de gallina. (A)
Projecci6 de I'hélix-a en forma de roda. Els niUmeros mostren les posicions dels primers 18 aminoacids
d’'una hélix-a; I'aminoacid 19 ocuparia la mateixa posicié que I'aminoacid 1. (B) Seqliéncies N-terminals
de les glutamina sintetases humanes i de gallines. Els extrems N-terminal es mostren a 'esquerra; els
aminoacids carregats positivament estan indicats amb +.

21. Cinc complexos translocadors de proteines dirigeixen proteines a diversos compartiments dels
mitocondris. Indica en la taula 1 el compartiment o els compartiments mitocondrials en els quals cada
translocador insereix els seus substrats de transport.

Taula 1. Compartiments mitocondrials i complexos de translocacié.

R:
COMPARTIMENT TIM22 TIM23
Membrana externa + +
Espai intermembrana +
Membrana interna + + +
Matriu

22. La hiperoxaldria primaria tipus | (PH1) és una malaltia letal autosomica recessiva causada per una
deficiencia de I'enzim peroxisomal especific del fetge alanina:glioxilat aminotransferasa (AGT). Prop
d’'un terc dels pacients amb PH1 tenen nivells significativament baixos de la proteina AGT i de la seua
activitat enzimatica. L'analisi d’aquests pacients mostra que les seues AGT presenten dos canvis
d’aminoacids que sén critics: un que interfereix amb el transport al peroxisoma i un segon que permet
que l'extrem N-terminal forme una hélix-a amfipatica amb un costat carregat positivament. On
suposes que es localitza aquesta AGT mutant en les cél-lules d’aquests pacients? Raona la resposta.

R: L’enzim AGT es troba majoritariament (95%) en els mitocondris d’aquests pacients. Una hélix-a per la
substitucié d'una leucina per una prolina en la posicié 11 és un senyal d’adregament al mitocondri feble. De fet,
aquesta mutacio particular existeix com un polimorfisme en la poblacié6 humana amb una frequéncia al-lélica del
10% aproximadament. Per si mateixa, dirigeix erroniament sobre el 10% de la AGT els mitocondris, i la resta és
dirigida amb precisié als peroxisomes. Combinada amb una segona mutacié que inhibeix I'adrecament als
peroxisomes, aquest debil senyal d’adrecament mitocondrial dirigeix erroniament el 95% de la AGT als
mitocondris.
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Referéncia: Purdue, P. E.; Allsop, J.; Isaya, G.; Rosenberg, L. E. i Danpure, C. J. (1991). “Mistargeting of
peroxisomal L-alanine:glyoxylate aminotransferase to mitochondria in primary hyperoxaluria patients depends
upon activation of a cryptic mitochondrial targeting sequence caused by a point mutation”. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88, 10900-10904.

Referéncia: Kinoshita, N.; Ghaedi, K.; Shimozawa, N.; Wanders, R. J. A.; Matsuzono, |; Imanaka, T.; Okumoto,
K.; Suzuki, I.; Kondo, N. i Fujiki, 1. (1998). “Newly identified Chinese hamster ovary cell mutants are defective in
biogenesis of peroxisomal membrane vesicles (peroxisome ghosts), representing a novel complementation group
in mammals. J. Biol. Chem. 273, 24122-24130.

23. Si els peroxisomes procedeixen de peroxisomes preexistents mitjancant creixement i fissio, com és
possible que les cel-lules de rents mutants sense peroxisomes visibles, fantasmes de peroxisomes o
vestigis de peroxisomes, puguen formar de sobte peroxisomes totalment funcionals quan s’introdueix
el gen que els falta?

R: Encara que es poden formar nous peroxisomes per creixement i divisi6 de peroxisomes preexistents,
probablement no és I'inic mecanisme de formacié de peroxisomes. No és del tot conegut com es formen els
peroxisomes en absencia de peroxisomes preexistents. Diversos estudis genétics i bioquimics han permeés
identificar Pex2 i Pex16 com dues proteines peroxisomals que estan implicades en les etapes més primerenques
de I'assemblatge de nous peroxisomes en cél-lules que no en tenen. Pex2 i Pex16 resideixen en la membrana
dels peroxisomes madurs, pero es troben en el ER en les cél-lules que no tenen peroxisomes. Aquesta
observacio suggereix que es podrien formar nous peroxisomes a partir de membranes que venen del RE.

Referéncia: Fujiki, 1. (2000). “Peroxisome biogenesis and peroxisome biogenesis disorders”. FEBS Lett. 476, 42-
46.

24. Els mitocondris dels hepatocits semblen moure’s lliurement en el citosol, mentre que els del muscul
cardiac estan immobilitzats entre les miofibril-les adjacents. Suposes que aquestes diferéncies son
una mera consequeéncia de I'arquitectura cel-lular o més aviat que reflecteixen algun tipus d’avantatge
funcional subjacent? Explica la resposta.

25. Les electromicrografies mostren que els mitocondris del mascul cardiac tenen una densitat de
crestes molt superior a la dels mitocondris de les cél-lules de la pell. Per qué suposes que aix0 és
aixi?

26. Tant els mitocondris com els cloroplastos utilitzen el transport d’electrons per a bombar protons i
crear aixi un gradient electroguimic de protons que impulsa la ATP sintasa. Els protons sén bombats
a través de les mateixes (analogues) membranes en els dos organuls? Se sintetitza el ATP en
compartiments analegs? Explica les respostes.

R: En els mitocondris, els protons es bomben a través de la membrana interna cap a I'espai intermembrana. Per
contra, en els cloroplastos es bomben a través de la membrana tilacoidal cap a I'espai tilacoidal. Els mitocondris
manquen d’estructures analogues a la membrana tilacoidal o a I'espai tilacoidal dels cloroplastos. El ATP se
sintetitza en els compartiments corresponents dels dos organuls: en la matriu del mitocondri i en I'estroma dels
cloroplastos.
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TEMES 9-10. EL NUCLI. EL CICLE CEL-LULAR: MITOSI | MEIOSI
EL NUCLI

1. Relaciona les definicions seglients amb el terme adequat de la llista que segueix més
avall:
a. Heterocromatina constitutiva localitzada en les proximitats de I'embolcall nuclear.
R: heterocromatina periférica
b. Senyal de classificacié continguda en I'estructura de les macromolécules i dels complexos
que son transportats des del nucli al citosol a través dels complexos de porus nuclear.
R: senyal d’exportacié nuclear
c. Gran estructura multiproteica que forma un canal a través de I'embolcall nuclear que
permet a molécules seleccionades desplagar-se entre el nucli i el citoplasma.

R: complex de porus nuclear (NPC)

d. Regions del nucli en les quals es produeix la transcripcio dels gens de RNA ribosomic
R: RONs

e. Doble membrana que envolta el nucli.
R: embolcall nuclear
f. GTP-asa monomeérica que es troba tant en el citosol com en el nucli i que és necessaria per

al transport actiu de macromolécules cap a l'interior i cap a I'exterior de nucli a través dels
complexos de porus nuclear.

R: Ran
g. Xarxa fibrosa de proteines sobre la superficie interior de la membrana nuclear interna.
R: lamina nuclear

h. Proteina que s'uneix als senyals de localitzacié nuclear i que facilita el transport de
proteines que presenten aquests senyals des del citosol cap a linterior del nucli a través
dels complexos de porus nuclear.

R: receptor d'importacié nuclear

i. Caracteristica cel-lular conseqliéncia de I'acitocinesi.

R: multinucleacio

j. Porcié de I'embolcall nuclear que és continua amb el RE i esta recoberta en la seua
superficie citosolica per ribosomes.

R: membrana nuclear externa

k. Armadura proteica intranuclear de funcio incerta, molt resistent als tractaments proteolitics.
R: matriu nuclear

I.  Heterocromatina I'estat de condensacié de la qual és dependent de I'activitat cel-lular i que
es pot transformar en cromatina transcripcionalment activa.

R: heterocromatina facultativa
m. Regions del nucli de localitzaci6 preferent de cadascun dels cromosomes interfasics.

R: territori cromosomic
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complex de porus nuclear (NPC)

lamina nuclear

membrana nuclear externa
territori cromosomic

matriu nuclear
heterocromatina periférica
poliploidia

receptor d’exportacié nuclear
receptor de transport nuclear
senyal de localitzacio nuclear
heterocromatina facultativa
multinucleacié

embolcall nuclear

lamines

membrana nuclear interna
Ran

RONs

aneuploidia

receptor d’'importacié nuclear
senyal d’exportacié nuclear
nucleoporina

proteina del NPC

endomitosi

2. Vertader o fals? Explica per que.

a.

La membrana nuclear és lliurement permeable a ions i a altres molécules petites per davall
dels 5.000 daltons.

Vertader. L'embolcall nuclear permet el pas lliure d'ions i de petites molécules perque esta perforada
amb nombrosos complexos de porus nuclear —de 3.000 a 4.000 en una cel-lula tipica de mamifer—
cadascun dels quals t¢ un o més canals aquosos a través dels quals les molécules hidrosolubles
poden difondre passivament.

Per a impedir la inevitable congestié que ocorreria si es permetera el transit de doble sentit
a través d'un mateix porus, els complexos de porus nuclears estan especialitzats de
manera que alguns medien la importacio i uns altres I'exportacid.

Fals. Cada porus nuclear regula el transport en tots dos sentits. Es desconeix de quina forma
coordinen aquest transit de doble sentit impedint que hi haja col-lisions frontals i col-lapses.

Algunes proteines son mantingudes fora del nucli, fins que s6n necessaries, la qual cosa
inactiva els seus senyals de localitzacié nuclear mitjancant fosforilacio.

Vertader. En particular, les proteines reguladores de gens es troben sotmeses a aquest tipus de
regulacié, com un mecanisme que impedeix I'activacio (o repressio) de gens fins al moment adequat.

Totes les proteines citosoliques tenen senyals d’exportacié nuclear que els permeten ser
eliminades del nucli quan aquest es forma de nou després de la mitosi.

Fals. Les proteines residents del citosol no tenen senyals d’exportacié nuclear. So6n excloses
eficientment dels nuclis que es reassemblen pel mateix mecanisme de reassemblatge. Inicialment,
I'embolcall nuclear esta molt proxim a la superficie dels cromosomes i exclou totes les proteines amb
excepcio d’aquelles que es troben unides als cromosomes mitotics. Una vegada que s’ha format
I'embolcall nuclear, s’importen les altres proteines residents del nucli a través de les seues
seqguliencies de localitzacié nuclear.

3. Com es mostra en la figura 1, les membranes nuclears interna i externa formen una superficie
continua, connectades a través dels porus nuclears. La continuitat implica que les proteines de
membrana poden moure’s lliurement entre les dues membranes nuclears per difusié a través de la
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bicapa en els porus nuclears. No obstant aix0, tant la membrana nuclear interna com I'externa
tenen una composici6 proteica diferent com a conseqiiéncia de les seues funcions diferents. Com
expliques aquesta aparent paradoxa?

poro

Hiidear CITOSOL
Figura 1. Secci6 transversal a través d'un complex de
- envoltura
porus nuclears en el qual es mostra la continuitat de les nuclear
membranes nuclears interna i externa. ]
NUCLEO

R: Hi ha dos aspectes de la funcié proteica que poden contribuir a les diferéncies que s’observen en la
composicié proteica de la membrana nuclear interna i I'externa. En primer lloc, les proteines que desenvolupen
la seua funcié en la membrana interna estan en general ancorades a aquesta per la seua interacci6 amb
components del nucli, com els cromosomes i la lamina nuclear, que é€s una xarxa de proteines que se situa
just per davall de la membrana nuclear interna. Les proteines que difonen lliurement i que s’ancoren una
vegada que aconsegueixen arribar a la membrana nuclear interna, s’acumularien alli. En segon lloc, les
mateixes proteines que formen el porus nuclear poden limitar la lliure difusié d'altres proteines de membrana
mitjangant la seua propia insercié en la bicapa lipidica, en el limit entre la membrana nuclear interna i I'externa.
Qualsevol proteina de membrana que no puga passar a través de I'anell de proteines del porus nuclear
quedaria limitada a la membrana nuclear externa.

4. Com és possible que un complex de porus nuclear puga transportar eficientment proteines que
tenen diferents tipus de senyals de localitzacio nuclear?

R: Un sol complex de porus nuclears pot transportar proteines amb tipus de senyals de localitzacié nuclear
totalment diferents, atés que en aquest transport participen diversos receptors d’'importacié nuclear, codificats
per una familia de gens relacionats. Cadascun dels membres de la familia —cadascun dels productes
génics— esta especialitzat en el transport d'un grup de proteines nuclears que comparteixen senyals de
localitzacié nuclear similars en termes estructurals. Al mateix temps, tots els membres de la familia
comparteixen caracteristiques comunes que els permeten interaccionar amb els complexos de porus nuclears.
Aixi doncs, els receptors d'importacié nuclear actuen a manera d’adaptadors entre proteines amb senyals de
localitzacié nuclear diferents i la poblacié uniforme de complexos de porus nuclears.

5. De quina forma creus que les proteines amb un senyal d’exportacié nuclear entren dins del
nucli?

R: Les proteines amb un senyal d’exportacié també tenen un senyal de localitzacié nuclear. Aixi, aquestes
proteines es mouen entre el nucli i el citoplasma.

6. Els senyals de localitzacié nuclear no sén eliminats després de transportar la proteina al nucli,
mentre que si que son eliminades en general les sequéncies d’'importacio a altres organuls. Per que
creus que és critic que els senyals de localitzacié nuclear es mantinguen en les proteines?

R: En cada mitosi, el contingut del nucli i del citosol es mescla quan I'embolcall nuclear es desorganitza. Quan
el nucli es reorganitza, les proteines nuclears han de reimportar-se de forma selectiva. Si els senyals de
localitzacié nuclear foren eliminats després de la importacio, les proteines nuclears quedarien atrapades en el
citosol després de la segiient mitosi. Per contra, el contingut d’altres organuls mai es mescla amb el citosol. En
la mitosi, els organuls com el complex de Golgi i el RE es fragmenten en vesicules que retenen el contingut
luminal dels organuls de procedencia. Com a consequéncia d'aix0, les seues proteines residents només han
d’'importar-se una vegada i, per tant, les seues seqiiéncies senyal sén d’un sol Us.
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7. Indica les consequencies per a la funcio i I'estructura nuclear de cadascuna de les observacions
experimentals seguents.

a.

La sacarosa travessa I'emboilcall nuclear tan rapidament que la seua velocitat de moviment
no es pot mesurar amb precisio.

R: A diferencia d'altres membranes cel-lulars, I'embolcall nuclear sembla ser completament
permeable a les molecules organiques polars.

Les particules d'or col-loidal amb un diametre de 5,5 nm s’equilibren rapidament entre el
nucli i el citoplasma quan s'injecten en el citoplasma, perd no ocorre el mateix amb les
particules d’or de 15 nm.

R: Els canals aquosos dels complexos de porus nuclear tenen diametres que oscil-len entre 5,5 nm i
15 nm.

A vegades es detecten particules ribonucleoproteiques associades als complexos de porus
nuclears.

R: Aquestes particules estan probablement en transit cap al citosol.

Si les particules d’or de fins a 26 nm de diametre es cobreixen amb un polipéptid que conté
un senyal de localitzacié nuclear (NLS) i s’injecten en el citoplasma d'una cél-lula viva, es
transporten al nucli. No obstant aixo, si s'injecten en el nucli, es queden alli.

R: La NLS només dirigeix el transport des del citoplasma al nucli, no en sentit contrari, suggerint que
les proteines receptores de NLS (importines) només funcionen en el citoplasma.

Quan s’analitzen per electroforesi, moltes de les proteines de I'embolcall nuclear semblen
ser les mateixes que les del RE.

R: Les membranes nuclears i el RE tenen probablement un origen evolutiu comu.

Les proteines ribosomiques se sintetitzen en el citoplasma perd s’empaqueten amb el rRNA

formant subunitats ribosomiques en el nucli.

R: Les proteines ribosdOmiques han d’ingressar des del citoplasma al nucli a un ritme adequat per a
permetre I'assemblatge de les subunitats proteiques; les subunitats ribosomiques han d’eixir des del
nucli cap al citoplasma per al seu assemblatge.

Si els nuclis s’irradien amb un microfeix de llum ultraviolada, s’inhibeix la sintesi de rRNA.

R: Els nucléols sén responsables de la sintesi de rRNA.

El tractament dels nuclis amb el detergent no ionic Triton X-100 dissol I'embolcall nuclear
pero deixa el nucli intacte.

R: La integritat del nucli no sembla que depenga Gnicament de I'embolcall nuclear.

8. Per que les cél-lules eucariotes necessiten tenir un nucli com un compartiment separat quan els
procariotes funcionen perfectament sense necessitat d’aquest?

R: L'expressio dels gens eucariotes és més complexa que I'expressio dels gens procariotes. En particular, les

cel-lules procariotes no tenen introns que interrompen les seqiiéncies codificants dels seus gens, de manera
que el mRNA pot ser traduit immediatament després de la seua transcripcid, sense cap processament
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posterior. De fet, en els ribosomes de les cél-lules procariotes comenga la traduccié de la majoria dels mRNA

abans que acabe la seua transcripcid. Aix0 podria tenir consequéncies desastroses en les ceél-lules eucariotes

perqué la majoria dels transcrits de RNA han de madurar abans que puguen ser traduits. L’embolcall nuclear

separa els processos de transcripcié i de traduccié en I'espai i en el temps. Un transcrit primari de RNA és

retingut en el nucli fins que es processa de forma correcta per a formar un mRNA; només aleshores se li

permet abandonar el nucli de manera que els ribosomes puguen traduir-lo.

9. Indica si cadascuna de les afirmacions seguents sobre el nucléol és vertadera o falsa.

a.

Els nucléols sén estructures envoltades de membrana presents en els nuclis eucariotes.
R: Falsa

Les fibril-les que s'observen en les micrografies electroniques dels nucléols contenen DNA i
RNA.

R: Vertadera

El DNA dels nucléols porta els gens dels tRNAs de la cel-lula, que estan presents en grups
de copia mdltiple.

R: Falsa
Un Unic nucleol sempre es correspon amb una Unica regio organitzadora nucleolar (NOR).
R: Falsa

Quan a la cél-lula se li proporcionen ribonucledtids marcats radioactivament, els nucléols
apareixen marcats fortament.

R: Vertadera

En animals i plantes, la desaparicié del nucléol durant la mitosi esta relacionada amb el
cessament de la sintesi de ribosomes.

R: Vertadera
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EL CICLE CEL-LULAR

10. Relaciona les definicions seglients amb el terme adequat de la llista que segueix més

avall:

a.

El llarg periode del cicle cel-lular comprés entre una mitosi i la segiient.

R: interfase

La seqiiencia ordenada d’esdeveniments en els quals una cel-lula duplica el seu contingut i
després es divideix en dues.

R: cicle cel-lular

La fase del cicle cel-lular eucariota entre el final de la citocinesi i I'inici de la sintesi del DNA.
R: fase G1

Organul de les cél-lules animals localitzat centralment que després de la duplicacio
organitza cada pol del fus durant la mitosi.

R: centrosoma

Divisi6 en dues del citoplasma en cél-lules vegetals o animals.

R: citocinesi

MicrotUbuls que se superposen en la zona mitjana del fus mitdtic i interactuen pels seus
extrems més per a formar una distribucié antiparal-lela.

R: microtlbuls interpolars

Pla imaginari situat entre els pols del fus en el qual es col-loquen els cromosomes en la
metafase.

R: placa metafasica

Etapa de la mitosi en la qual els pols del fus es desplacen en sentit oposat.

R: anafase B

Estructura formada per microtibuls i filaments d’actina que es forma en el pla de divisié
d’'una cel-lula vegetal i dirigeix la formacio6 de la placa cel-lular.

R: fragmoplast

Banda cel-lular que conté actina i miosina que es forma sota la superficie de les cél-lules
animals que s’estan dividint i que es contrau per a separar les dues cél-lules filles.

R: anell contractil

Proteasa l'activacié de la qual al final de la metafase condueix a la degradacié de la
cohesina i a la separacio de les cromatides germanes.

R: separasa

Etapa de la mitosi en la qual els cromosomes comencen a desplagar-se cap als dos pols
del fus mitotic.

R: anafase A

Etapa final de la mitosi en la qual els dos conjunts de cromosomes separats es
descondensen i queden envoltats pels embolcalls nuclears.

R: telofase
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n.

Complex proteic que utilitza I'energia de la hidrolisi del ATP per a estimular la compactacio i
la resolucié de les cromatides germanes.

R: condensina

Complex proteic que manté unides les cromatides germanes en tota la seua longitud fins
gue separen en la mitosi.

R: cohesina

Microtabuls que irradien des del pol del fus mitotic fins al cortex cel-lular i contribueixen al
posicionament del fus en la cél-lula.

R: microttbuls astrals

cicle cel-lular

anell contractil
anafase A

fase G2

interfase

cohesina

sincici

cinetocor

centrosoma
microtabuls interpolars
nodul de recombinacio
microtUbuls astrals
citocinesi

lamina mitjana

Control del cicle cel-lular

fase G1

placa cel-lular
anafase B

fus mitotic

fase M
fragmoplast
condensina
mitosi

placa metafasica
divisié cel-lular
microtubuls cinetocorics
telofase
separasa
plasmodesma

a. Membre de la familia de proteines cinasa que han d’estar unides amb una proteina ciclina

per a poder actuar.

R: Cinasa dependent de ciclina (Cdk)

b. Un dels diferents punts del cicle cel-lular eucariota en que es pot detenir el seu avang fins
que les condicions siguen les apropiades perqué la cél-lula passe a la fase segient.

R: Punt de control

c. La ubiquitina ligasa, que indueix la degradacid6 d'un conjunt especific de proteines i
provoca, d'aquesta manera, la separacioé de les cromatides germanes i la finalitzaci6 de la

fase M.

R: Complex promotor de I'anafase o ciclosoma (APC/C)

d. EI complex Cdk-ciclina responsable d’induir I'entrada en la mitosi en el punt de control

G2o/M.
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R: Cdk-M

El punt de control del cicle cel-lular que regula la determinacié de la cél-lula per a entrar en
la fase S.

R: Inici o punt de restriccio

L'altim punt de control del cicle cel-lular, en el qual el sistema de control estimula la

separacié de les cromatides germanes i condueix a la finalitzacié de la mitosi i de la
citocinesi.

R: Transici6é de la metafase a I'anafase

Substancia extracel-lular que estimula la divisié cel-lular.
R: factor de creixement
Terme general per a un dels diferents complexos proteics que es formen periodicament

durant el cicle cel-lular quan la concentracié de ciclina augmenta i que activa de forma
parcial el component cinasa dependent de ciclina.

R: Complex Cdk-ciclina

ciclina Cdk-M

ciclina M Cdk-Gi1S

complex Cdk-ciclina transicio de la metafase a I'anafase
proteina inhibidora de Cdk (CKIl) punt de control

punt de control G2/M cinasa dependent de ciclina (Cdk)
telomerasa factor de creixement

complex promotor de I'anafase o ciclosoma (APC/C)
punt de restriccio Inici

Meiosi/fecundaci6

a.

Periode de la profase meiotica durant la qual es forma el complex sinaptineémic,
responsable de I'entrecreuament de les cromatides.

R: paquite

Complex proteic responsable de la parada en metafase Il de la meiosi.

R: factor citostatic (CSF)

Canvis fisiologics experimentats pels espermatozoides que els permeten adquirir la
capacitat de fecundar I'ovul.

R: capacitacié espermatica

Glicoproteines de la coberta de I'00cit implicades en el reconeixement cel-lular i la reaccié
acrosomica.

R: proteines ZP

diplote paquite
reaccié acrosomica factor citostatic (CSF)
MPF IZUMO1
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proteines ZP complex condensina-sugoshina
capacitacié espermatica glicodelines

11. Vertader o fals? Explica per que.

a. Atés que una persona adulta esta formada per 102 cel-lules aproximadament, i que
diariament moren i son reemplacades unes 1010 cel-lules, cada tres anys ens convertim en
una persona nova.

Fals. Encara que es reemplace un nombre de cel-lules equivalent a una persona adulta
aproximadament cada tres anys, no totes les cel-lules se substitueixen a la mateixa velocitat. Les
cel-lules sanguinies i les cel-lules que entapissen l'intesti es reemplacen a una velocitat molt alta,
mentre que les cel-lules de la majoria d’dorgans se substitueixen amb més lentitud i les neurones
rarament ho fan.

b. Encara que la duracié de totes les fases del cicle és fins a un cert punt variable, la major
variacio es produeix en la duraci6 de Gi.

Vertader. La fase G1 és l'interval més critic per al creixement cel-lular. La seua duracié pot variar molt
segons les condicions externes i els senyals extracel-lulars procedents d'altres cél-lules.

c. A fi que les cél-lules que proliferen mantinguen una grandaria relativament constant, la
duracié del cicle cel-lular ha de coincidir amb el temps que tarda la cel-lula a duplicar la
seua grandaria.

Vertader. Si el cicle cel-lular durara menys del que la cél-lula tarda a duplicar la seua grandaria, la
cel-lula es tornaria progressivament més petita amb cada divisi6; si durara més, les cel-lules
creixerien i creixerien.

d. Quan les condicions que envolten les cel-lules n'impedeixen la divisid, aquestes
generalment es detenen en el punt de control G2 fins que reben un senyal per a dividir-se.

Fals. Si les condicions sén desfavorables, les cél-lules eucariotes superiors generalment es paren en
el punt de control Gi1, abans de comprometre els seus recursos en la duplicacié dels cromosomes.

12. Si la funcié basica del cicle cel-lular consisteix a duplicar minuciosament el DNA dels
cromosomes i, després, distribuir les copies de forma exacta a les cél-lules filles, per qué existeixen
els intervals entre la fase S i la fase M?

R: Els intervals entre la fase S i la fase M sén necessaris perquée les cel-lules cresquen i dupliquen la seua
massa de proteines i organuls. Els dos intervals també proporcionen temps perqué la cel-lula comprove els
medis extern i intern per a assegurar-se, aixi, que les condicions s6n adequades i que s’han completat els
preparatius abans que comence la fase S i la mitosi.

13. La duracié completa del cicle cel-lular es pot calcular a partir del temps de duplicacié del
nombre de cel-lules d'una poblaci6 amb creixement exponencial. El temps de duplicacié de les
cel-lules L de ratoli s’ha determinat mitjangant un recompte del nombre de ceél-lules presents en
mostres de medi de cultiu en diferents intervals de temps (fig.1). Quina és la duracié total del cicle
cel-lular de les cél-lules L de ratoli?
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R: La duracié completa del cicle cel-lular equival al mateix temps que tarda la poblacié de cél-lules a duplicar el
seu nombre. Per a determinar la duracio del cicle cel-lular, selecciona dos punts qualssevol de la grafica de la
figura 17-1, entre els quals s’haja duplicat el nombre de cel-lules. L'interval que separa els dos punts sera la
duracio del cicle cel-lular. Per exemple, els primers dos punts informatius de la figura 17-1 corresponen a 3 x
10° ceél-lules (10 hores) i a 6 x 10° cel-lules (30 hores). Com que la poblacié de cél-lules L de ratoli es duplica
en un periode de 20 hores (30 hores — 10 hores), la duracio del cicle cel-lular és de 20 hores.

14. Quants cinetocors té una cel-lula humana en mitosi?

R: Els humans tenim 46 cromosomes, cadascun d’aquests amb dos cinetocors, un per cada
cromatida germana. Per tant, una cél-lula humana en mitosi té 92 cinetocors.

15. En la figura es mostra una cél-lula viva de I'epiteli pulmonar en diferents etapes de la fase M.
Ordena aquestes imatges obtingudes amb un microscopi optic de contrast de fases en la seua
seqlieéncia correcta i identifica I'etapa de la fase M que representa cadascuna.

Micrografies optiques d’una sola cel-lula en diferents etapes de la fase M.

R: E, Profase; D, prometafase; C, metafase; A, anafase; F, telofase; B, citocinesi.

16. A) Quines son les dues maquines citoesquelétiques que s'assemblen en les cél-lules animals
per a dur a terme els processos mecanics de la mitosi i la citocinesi en les cel-lules animals? B) | en
les cél-lules vegetals?

A. Les dues maquines citoesqueletiques son el fus mitotic i I'anell contractil. La segregacio dels
cromosomes i la seua distribucié a cel-lules filles les realitza el fus mitotic bipolar, que esta compost
per microtlbuls i diversos motors dependents de microtlbuls i altres proteines. La divisid d'una
cel-lula animal en cél-lules filles mitjan¢ant la citocinesi la duu a terme I'anell contractil, el qual esta
compost per filaments d’actina i de miosina i es localitza just per davall de la membrana plasmatica.
Quan I'anell s’estreny, estira de la membrana cap a dins i divideix la cél-lula en dues.

B. En les cel-lules vegetals, la paret cel-lular impedeix la participacié d’'un anell contractil, per la qual
cosa la citocinesi es produeix en formar-se el fragmoplast, una estructura transitoria formada per
microtubuls i vesicules procedents del Golgi, que aporta els components necessaris per a la formacio
de la nova membrana plasmatica i de la lamina mitjana.

17. Cada cromosoma interfasic tendeix a ocupar una area concreta i relativament petita en el nucli.
Significa aix0d que la posicid particular que ocupa un cromosoma €és critica per a la funcio cel-lular?

R: Encara que els cromosomes ocupen petites arees concretes de les cél-lules, la localitzacié particular
probablement no és important. Diversos experiments indiquen que la posicié d'un gen a linterior del nucli
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canvia quan passa a ser molt expressat, de manera que s’estén més enlla del seu territori cromosomic, com
un bucle estés. Per tant, amb independéncia de la posici6 mitjana dels cromosomes, alguns segments
individuals poden desplacar-se cap a entorns funcionals diferents del nucli.

18. Ordena els processos seglents d’'una cel-lula animal en divisio:

Alineament dels cromosomes en I'equador del fus
Unié dels microtibuls als cromosomes
Disgregacio de I'embolcall nuclear

Formacié de I'anell contractil

Descondensacio dels cromosomes

Duplicaci6 del centrosoma

Allargament del fus

TIOMNmMoOO®>»

Reformacié de I'embolcall nuclear

Separacio dels centrosomes

“

Condensacio dels cromosomes

R: F-1-J-C-B-G-H-E-D

19. Durant la formacié d’'un nou nucli en la telofase, com es classifiquen de manera adequada les
proteines citosoliques i nuclears de manera que el nou nucli continga proteines nuclears perd no
continga proteines citosoliques?

R: El nou embolcall nuclear es reorganitza en la superficie dels cromosomes i impedeix de forma efectiva que
les proteines citosoliques queden atrapades entre els cromosomes i I'embolcall. Les proteines citosoliques
també queden excloses dels agregats de cromosomes que s’ajunten per a formar el nucli complet. Durant
aquest procés, els porus nuclears s’organitzen en I'embolcall. Els porus permeten la importacié selectiva de les
proteines nuclears i provoquen, aixi, el creixement del nucli mentre es manté la seua composicié proteica.

20. Un article classic distingeix clarament les propietats dels microtlbuls astrals de les propietats
dels microtubuls cinetocorics. Els investigadors van utilitzar centrosomes per a iniciar el creixement
dels microtlbuls i a continuacié van afegir els cromosomes. Els cromosomes es van unir als
extrems lliures dels microtubuls, tal com s'il-lustra en la figura 1A. Després, van diluir els complexos
formats a una concentracié molt baixa de tubulina (molt per davall de la concentracié critica per a
'assemblatge dels microtlbuls) i els van examinar (figura 1B). Com s'observa, només els
microtubuls cinetocorics van ser estables després de la dilucié.

A) Per que els microtdbuls cinetocorics sén estables?

B) Com explicar la desaparicio dels microtubuls astrals després de la dilucio? Es desapeguen
del centrosoma, es despolimeritzen per un extrem o es disgreguen al llarg de la seua
longitud a l'atzar?

C) Seria d'ajuda un curs temporal després de la diluci6 per a determinar quin d’aquests
possibles mecanismes és el responsable de la desaparicié dels microtibuls astrals?
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Un microtubul cinetocoric és relativament estable perqué els seus dos extrems estan protegits del
desassemblatge: un per la unié al centrosoma i I'altre per la unié al cinetocor. Aquesta estabilitzacio
suggereix que els cinetocors tapen més els extrems dels microtibuls i alteren I'equilibri de la
dissociacio de les subunitats.

Els microtubuls astrals es desassemblen quan la tubulina esta per davall de la concentracio critica per
a l'assemblatge dels microtlbuls. Sota aquestes condicions, la velocitat d’addici6 no compensa la
velocitat de dissociacio i els microtibuls es fan progressivament més curts. La presencia de
microtubuls cinetocorics reforga aquesta interpretacié en comparacié amb les altres dues possibilitats.
Ni el despreniment del centrosoma ni la ruptura a l'atzar explicarien I'estabilitat dels microtubuls
cinetocorics.

Els possibles mecanismes responsables de la desaparici6 es distingirien mitjancant un estudi
temporal. A temps intermedis, el nombre i la longitud dels microtibuls seran indicadors precisos de
quin és el mecanisme que actua. Si els microtibuls es desapegaren, el nombre de microtlibuls per
centrosoma disminuiria, pero la longitud seria la mateixa. Si els microtibuls es despolimeritzaren per
I'extrem, el nombre es mantindria constant i les seues longituds disminuirien amb relativa uniformitat.
Si els microtlbuls es trencaren a l'atzar, el nombre es mantindria relativament constant, pero la
distribucié de longituds seria molt amplia.

Referéncia: Mitchison, T. J. i Kirschner, M. W. (1985). “Properties of the kinetochore in vitro. Il.
Microtubule capture and ATP dependent translocation”. J. Cell. Biol. 101, 766-777.

21. Compara i contrasta els moviments dels cromosomes i dels pols del fus i els seus mecanismes
corresponents, durant I'anafase A i 'anafase B.

R: Durant I'anafase A, les cromatides germanes se separen i els cromosomes es desplacen cap als pols per

escurgament dels microtibuls cinetocorics. L'anafase A depén de I'activitat de les proteines motores en el

cinetocor. Durant I'anafase B, que se solapa amb I'anafase A, els pols del fus s’allunyen i separen els

cromosomes encara units. Dos grups de proteines motores cooperen per a dur a terme la separaci6 del fus.

Les proteines motores dirigides cap a I'extrem més actuen sobre els microtibuls polars i espenten els pols del

fus en sentits oposats. Aquest moviment va acompanyat pel creixement dels microtibuls en els seus extrems

més. Les proteines motores dirigides cap a I'extrem menys que uneixen el cortex cel-lular als microtibuls

astrals actuen separant els pols del fus.

22. Indica si les afirmacions seglents son certes per a la fase G1 del cicle cel-lular, per a la fase S,
la fase G2, o la fase M. Una mateixa afirmacid pot ser certa per a una, totes o cap de les fases.

a.

b.

La quantitat de DNA nuclear en la cél-lula es duplica. R: S
L'embolcall nuclear es fragmenta. R: M
Les cromatides germanes se separen I'una de l'altra. R: M

Les cel-lules que no tornaran a dividir-se de nou solen quedar-se detingudes en aquesta
fase. R: G1
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e. Es forma la paret cel-lular primaria d'un vegetal. R: M

f. Els cromosomes es presenten com a cromatina estesa i difusa. R: G1,S,G2
g. Aquesta fase forma part de la interfase. R: G1,S,G2

h. La ciclina mitotica es troba en els seus nivells més baixos. R: M

i. Una proteina Cdk esta present en la cél-lula. R: G1,5,G2,M

j-  S’haidentificat en aquesta fase un mecanisme de control del cicle cel-lular.
R: G1,5,G2,M

23. L'index mitotic és una mesura de I'activitat mitdtica en una poblacié cel-lular, que es calcula
com el percentatge de cel-lules en mitosi en un moment determinat. Després d’examinar una
mostra amb 1.000 cél-lules, trobes que 30 estan en profase, 20 en prometafase, 20 en metafase,
10 en anafase, 20 en telofase i 900 en interfase. D’aquelles que es troben en interfase, has estimat
(mitjangant la tincié de les cél-lules amb un marcador especific del DNA) que 400 tenen una
guantitat X de DNA, 200 tenen 2X, i 300 una quantitat més o menys intermédia entre les dues
anteriors. L'analisi autoradiografica indica que la fase G2 dura 4 hores.

a. Quin és I'index mitotic d’aquesta poblacié de cel-lules?
R: index mitotic = (30+20+20+10+20)/1000 = 0,1 = 10%
b. Especifica la proporcié del cicle cel-lular que s’ha invertit en cadascuna de les fases

seguents: profase, prometafase, metafase, anafase, telofase, G1, S, G2.

R: profase: 3%, prometafase: 2%, metafase: 2%, anafase: 1%, telofase: 2%, G1: 40%, S: 30%, G2: 20%

c. Quina és la duraci6 total del cicle cel-lular?

R: Si G2 dura 4 hores, la qual cosa suposa el 20% de la duracio6 total del cicle, tot el cicle dura: 4/0,2 = 20
hores

d. Quant de temps (en hores) s’empra en cada fase de la part b?

R: profase: 0,6 h, prometafase: 0,4 h, metafase: 0,4 h, anafase: 0,2 h, telofase: 0,4 h, G1: 8 h, S: 6 h, G2:
4 h

e. Per a mesurar la fase G2, afegeixes timidina tritiada (un precursor de DNA) al cultiu en un
temps determinat t, i posteriorment analitzes mitjancant autoradiografia els nuclis marcats
de mostres d'aquest cultiu a intervals de temps regulars. Quina observacié concreta hauras
de realitzar per a determinar la duracié de la fase G2?

R: Ha d’observar-se el comengament de 'aparicié de les primeres cél-lules marcades en profase.
f.  Quina proporcié de cel-lules en interfase s’esperaria que tingueren nuclis marcats en
autoradiografies preparades poc després de I'exposicio a la timidina tritiada? (assumeix que

el periode de marcatge és curt pero suficient per a permetre que la timidina entre en la
cél-lula i s’incorpore al DNA).
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R: Aproximadament el 30% de les cél-lules en interfase estaran marcades, ja que totes les cel-lules que
estiguen en fase S incorporaran la marca immediatament, i. com hem deduit abans. una mitjana del 30%
de les cel-lules del cultiu estaran en fase S a cada moment.

24. Basant-te en el coneixement que es té sobre la regulacié del cicle cel-lular eucariota, com
explicaries cadascuna de les observacions experimentals segiients?

a. Quan la Cdk-ciclina mitotica s'injecta en cel-lules que acaben d'eixir de la fase S, la
condensacio dels cromosomes i la ruptura de I'embolcall nuclear succeeix immediatament,
en comptes de patir el retard normal de diverses hores de G2.

R: Normalment, el complex Cdk-ciclina s’activa al final de G2 i catalitza, aleshores, la fosforilacié de les
lamines i les condensines, la qual cosa contribueix al desassemblatge de I'embolcall nuclear i a la
condensacio dels cromosomes. L'experiment mostra que és possible induir I'activitat del complex Cdk-
ciclina mitotiqgues de seguida que acaba la fase S mitjancant la introduccié exdgena en la cel-lula de Cdk-
ciclina.

b. Quan s’introdueix en les ceél-lules una forma indestructible de la ciclina mitotica, entren en
mitosi pero no poden eixir-ne i tornar a entrar-hi en la fase G1.

R: Aix0 prova que es requereix la destruccio de la ciclina mitotica, i la consegient inactivacio el complex
Cdk-ciclina, perqueé les ceél-lules puguen completar la mitosi i comencar un nou cicle.

c. Les mutacions que inactiven la fosfatasa principal que s'usa per a catalitzar la
desfosforilacié de proteines, provoquen un gran retard en la reconstruccié en I'embolcall
nuclear que té lloc habitualment al final de la mitosi.

R: El trencament de I'embolcall nuclear és produit per la fosforilacié de les lamines nuclears durant la
profase pel complex Cdk-ciclina mitotic. La deficiencia mostrada per ceél-lules deficients en la proteina
fosfatasa prova que la desfosforilacié de les lamines és necessaria perque I'embolcall nuclear torne a
formar-se al final de cicle.
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MEIOSI

25. En la figura es mostren dibuixos de diverses fases de la meiosi d'un organisme, marcades des

de la lletra A fins a la lletra F.
a. Quin és el nombre diploide de cromosomes en aquesta espécie?
R:2n=4
b. Ordena aquestes sis fases de la meiosi cronoldgicament i nomena-les.
R: Ordre correcte: F, E, D, B, A, C
A: Metafase I
B: Telofase | (i citocinesi)
C: Anafase Il (i citocinesi)
D: Metafase |
E: Profase | tardana (diplote)
F: Profase | primerenca (leptote)
c. Entre quines d’'aquestes dues fases se separen els centromers homolegs?
R: Entre metafase | (D) i telofase | (B)
d. Entre quines dues fases succeeix la recombinacio?

R: Entre leptoté (F) i diploté (E) o profase I.
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26. Suposa que disposes d'un organisme diploide en el qual els cromosomes aportats per
I'espermatozoide tenen marcadors citologics en els centromers, la qual cosa et permet distingir-los
visualment respecte als cromosomes aportats per I'ovul.

a.

Es podria esperar que totes les cél-lules somatiques (les cél-lules que no sén gametes)
d’aquest organisme, tingueren el mateix nombre de centromers materns que paterns?
Explica-ho.

R: Si. Cada centromer es duplica i cadascuna de les copies es reparteix entre les dues cel-lules filles
resultat de la mitosi. Totes les cél-lules somatiques procedeixen del zigot per mitosi i aquesta sempre
ocorre de la mateixa forma.

Es podria esperar el mateix nombre de centromers materns que paterns en cada gameta
produit per aquell individu? Explica-ho.

R: No. Durant la meiosi, els centromers se separen durant la primera divisi6 meidtica i ocorre un
repartiment aleatori dels centromers patern i matern, de manera que cada ceél-lula filla pot rebre el
centromer patern o matern de cada parella de cromosomes homolegs.

27. Suposem que X és la quantitat de DNA present en el gameta d’un organisme que té un nombre
de cromosomes diploide igual a 4. Si assumim que tots els cromosomes s6n més o menys de la
mateixa grandaria, quant de DNA (X, 2X, 1/2X, etc.) esperaries en cadascun dels casos seglients?

a.

Un zigot immediatament després de la fecundacio.
R: 2X

Una Unica cromatide germana.

R: % X

Una cel-lula filla després de la mitosi.

R: 2X

Un Unic cromosoma després de la mitosi.
R: % X

Un nucli en profase mitotica.

R: 4X

La cel-lula durant metafase Il de la meiosi.
R: 2X

Un bivalent.

R: 2X
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