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Ciclo di divisione cellulare o “Ciclo cellulare”

ciclo riproduttivo della cellula cioe
la sequenza ordinata di eventi per cui una cellula
duplica il suo contenuto e si divide

Nel ciclo prima della divisione fisica nelle cellule figlie si ha:
1. duplicazione del DNA
2. raddoppiamento della massa cell. e duplicazione degli organuli
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passaggi coordinati
nel tempo e nello spazio
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Il ciclo cell. deve essere controllato da precisi meccanismi
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Descrizione del ciclo di divisione cellulare

Interfase = G,+S+G,

30 - 45 min

Mitosi (M) ¢ il processo di divisione nucleare
che ultima con la citocinesi o citodieresi
ovvero la divisione del citoplasma
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Dalla fase G,, le cellule che non hanno ancora duplicato il DNA, possono
entrare in una fase di stasi cellulare detta di quiescenza identificabile
con G : L'arresto del ciclo pud essere temporaneo o definitivo

el o gkl cellinile i3k

con perdita definitiva sospendono sottoposte a usura
della capacita la loro attivita riproduttiva, e continuamente si
riproduttiva ma mantengono dividono

tale capacita all’occorrenza

Fase S: sintesi DNA

Replicazione del DNA o duplicazione del DNA,
meccanismo fondamentale per mantenere invariato
il patrimonio informativo ed indispensabile premessa
di ogni processo di divisione cellulare.
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ACCURATEZZA

Sistema multi-enzimatico




DUPLICAZIONE

(1 modelli o stampi)
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1- separazione dei filamenti parentali G C
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2- ciascun filamento serve come

stampo di un nuovo filamento

3- allineamento, in base alle regole

dell’appaiamento complementare,

di desossiribonucleosidi trifosfati

per dare la nuova emi-elica

4- formazione dei legami esterei

pentoso-fosfato
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Inizio ed andamento della duplicazione

/O\
Batteri:  DNA circolare 1 sito di origine O (ori)
1 unita di replicazione
Eucarioti: DNA lineare O O

piu siti di origine O
piu unita di replicazione

La duplicazione ¢ bidirezionale: . L.
Forca replicativa

. /.

0O Bolla di replicazione

Alcuni problemi e le relative soluzioni:

Separazione delle catene parentali
problemi e soluzioni

1) La doppia elica ¢ una struttura stabile: per denaturarla sono
necessarie alte temperature (90°C); intervengono degli enzimi,
le ELICASI

&m Separa I’elica con

. dispendio di ATP

2) Mantenere le catene parentali in conformazione estesa.
DBP= DNA binding protein, si legano a DNA a singolo filamento

getisissizss C TOWIIITIVIEN

DNA polimerasi DBP




3) Durante la duplicazione si possono avere
superavvolgimenti della struttura

in grado di danneggiarla.

Le topoisomerasi operano

tagli momentanei utili ad

“allentare” le tensioni.

counterclockwise rotation to
compensate for rotation of free
end in (b), orto introduce negative
supereoil

Sintesi delle catene figlie

Complesso multi-enzimatico:
DNA polimerasi
primasi
ligasi

DNA polimerasi ¢ un enzima esigente, ha bisogno di:

I-un MODELLO o STAMPO

2-un innesco o primer = piccolo RNA, complementare
allo stampo, che fornisce il 3'OH a cui attaccare il
nuovo nucleotide, costruito dalla primasi 0 RNA-polimerasi

3- desossiribonucleosidi tri-fosfati

~ La catena che sintetizza ha direzione obbligata da S'—» 2 3'




5’ triphosphate

incoming
deoxyribonucleoside
triphosphate

3 1
HO-
Deossiribonucleoside/' ﬁm) 3 4/5

primer

0 =+ 04+0
pyrophosphate
Da5'a3’¢la 3 P
direzione - HO
HHEE

di crescita Om &L S
della catena QOO O DO
5 ¥

(A)

1n arrivo . dl RNA “thumb”
template template
9 09 —x. strand strand
5 ¥ ;
gapin?
helix

primer
strand

“fingers"~” :

DNA polimerasi di E.Coli

BIOSINTESI DEGLI ACIDI NUCLEICI

Terminazione 5' ﬂ

?

5’
-0 _F —0 —CH
0-

[ 1]

!

.. ,
Terminazione 3 OH

L]

LEGAME FOSFODIESTERICO




DIREZIONE DI REPLICAZIONE
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LA DNA POLIMERASI NECESSITA DI UN PRIMER
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Funzioni catalitiche della DNA polimerasi
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Helicase

Single-stranded
binding protein
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(100-1000 nucleotidi)




DUPLICAZIONE A LIVELLO DELLA
FORCA DI REPLICAZIONE

5
. filamento guida o

. . veloce neosintetizzato
5_ﬁlamentl parentalic - ”
3 \i frammenti connessi
direzione della % / A e
forca e

+* filamento lento
neosintetizzato in

modo discontinuo

FRAMMENTI DI OKAZAKI
Poi segue: (100-1000 nucleotidi)
RIMOZIONE PRIMERS

SINTESI DNA NEGLI SPAZI MANCANTI: DNA POLIMERASI
CONNESSIONE FRAMMENTI: DNA-ligasi

La DNA polimerasi richiede:
a) le estremita 3'OH del primer
b) un appaiamento perfetto tra primer e stampo

l

In base a tali verifiche ¢ in grado di correggere gli eventuali errori.

Correzione degli errori di duplicazione

Attivita di AUTOCORREZIONE,
eliminando nucleotidi errati in
direzione 3'OH verso 5.




Cosa sono 1 cromosomi? Molecole di DNA!

DUPLICAZIONE
DEL DNA
———

7 2

cromosomi

¢ 2

cromosomi

dicromatidici
D1mens1.0n1 medie: Li vediamo solo quando:
- 2nm diametro -1 pm di diametro
- 8 cm lunghezza - alcuni pm di lunghezza
CARIOTIPO

Corredo cromosomico di un individuo o della specie a cui
appartiene; viene realizzato_bloccando i cromosomi

durante la fase M | : | L
/ \n n v L
i
ESSERE UMANO: co
23 COPPIE DI CROMOSOMI=46 1, — ch .
.,|‘I R\ :-“:.‘ ,':‘_ Wiy v !"?’]
MO0 W o
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22 AUTOSOMICIx2=44 il }\}! [rm R T
2 SESSUALI (XX 0 XY) oo r eorr
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W
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CORREDO CROMOSOMICO
DIPLOIDE
CON DUE SERIE DI
CIASCUN CROMOSOMA
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Con eccezione delle cell. germinali, le cellule umane hanno
due copie di ognuno dei cromosomi:
ed una di origine paterna

23 coppie di cromosomi Corredo cromosomico
46 cromosomi =) DIPLOIDE

Dopo la fase S, ogni cromosoma sara costituito di 2 CROMATIDI
“fratelli”” che sono repliche esatte, frutto della duplicazione del DNA.

ﬂ ﬂ Homologous regions code
for the same gene

1

U u & LN O |

CROMOSOMI OMOLOGHI=

I cromosomi di una coppia (uno di origine ed una di origine
paterna) si definiscono OMOLOGHI, poiché contengono le medesime
informazioni (geni) nello stesso punto (locus), ma possono essere
differenti versioni per la stessa informazione

11



Quale processo permette di mantenere il
corretto numero cromosomico?

Il citologo ed il biologo osservano eventi e fenomenologia

interfase profase prometafase

metafase anafase Vo telofase

.
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Il genetista osservano il contenuto di cromosomi e DNA
- DIVISIONE CELLULARE
CELLULE SOMATICHE

CORREDO CROMOSOMICO

DIPLOIDE
CORREDO CROMOSOMICO
DIPLOIDE

CROMATINA -
NUCLEO DNA DUPLICATO
IN FASE S

— NUCLEOLO

CENTROSOMA

=
(A Waav,
1(’

Agisce da polo del fuso durante la
mitosi.
Presenta una coppia di centrioli.

1)
i

Centro organizzatore dei microtubuli

fy_Siﬁ/irL Canaider
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_ CORREDO CROMOSOMICO DIPLOIDE
Esempio con due coppie di cr. omologhi

CROMOSOMI
DI-CROMATIDICI
/ (DNA DUPLICATO
IN FASE S)

o i
o/ ||y{ﬁ/‘||}1

@ ® @

1) DNA

2) nucleosomi(DNA + istoni)

3) interfase con centromeri

4) cromosoma in profase dopo la replicazione
5) cromosoma in metafase

14



I cromosomi devono essere configurati in modo opportuno

9,

coesina

condensina

cromatidi . S
fratelli filamento di DNA
A

(B) avvolto nel cromosoma
cerniera
| .

coiled coil
; antiparallelo l‘

dimero di SMC
Structural Maintenance

of Chromosomes

MICROTUBULI
CINETOCORICI

MICROTUBULI
ASTRALI

MICROTUBULI
NON CINETOCORICI
o INTERPOLARI
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CROMOSOMA
METAFASICO

|

REGIONE
CENTROMERICA
DEL CROMOSOMA

N
MICROTUBULI
CINETOCORICI

| I

CROMATIDE
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§' 4 ¥ =" Cromosomi -
& % 7 ,

M!crolubull/'

delfuso &

8
Centriofise.,

Cinetocore §  Microtubuli
2 del cinetocore
==
Centromero i T
(a (b Tam

La fase successiva e la separazione dei cromatidi non
avviene fino a che tutti i cinetocori non siano legati

L’assenza o la presenza di piu di un
centromero porta alla PERDITA o alla

ROTTURA del cromosoma
Il N _ -
Il S 2
b a di centrom: un cromosoma per ciascuna cellul
—H— e >
— I — S —
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Azione congiunta dei microtubuli cinetocorici € non cinetocorici

ANAFASE A ANAFASE B

Processi sovrapposti ed indipendenti dei microtub.
cinetocorici e non

ANAFASE A | CROMOSOMI VENGONO ANAFASEB | POLI SONO SIA SPINTI SIA TIRATI
TIRATI VERSO | POLI IN MODO DA ALLONTANARSI TRA LORO

NZ= ===
2055 5N NRTANSIE =N

accorciamento dei microtubuli si genera una forza di scorrimento (1)

del cinetocoro: ai cinetocori tra microtubuli interpolari di poli opposti
si genera la forza che muove che spinge i poli ad allontanarsi; una forza
i cromosomi figli verso il polo di trazione (2) agisce direttamente sui poli
del fuso cui sono connessi facendoli allontanare

Nesn ) e TN
= NN =

all’estremita piu
dei microtubuli interpolari
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I ruoli svolti dalle
PROTEINE MOTRICI

Subunita

Le proteine motrici utilizzano

. K ditubulina  MT del cinetocore
energia ricavata da ATP ‘
per modificare la propria
. . MT astrale
conformazione ed esercitare a
: ©
una F ORZA che sortisca nel @ ~—Cawsoma @ Moo
movimento delle strutture (Baie)

. . . MT polare
annesse o la depolimerizzazione o / @ Motore
. i —
dei MT z> - (+)
—— Corteccia cellulare (+) P—
Membrana plasmatica ‘
MT
del ciwidtocore MT astrale
(_‘g\ 79n!rosoma +)
(+) e—— (_) MT polare =) === (+)

W

Aggiunta ed eliminazione
di subunita di tubulina

Figura 17-24

e}
(A 20 pm B)

central region of
microtubule overlap

polar spindle reduced region of
microtubules  Microtubule overlap
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Solco di clivaggio

ANELLO CONTRATTILE
(ACTINA E MIOSINA)

che all’interno della cellula agisce
provocando un solco che andra

a dividere le due cellule neoformate

filamenti actinici e miosinici
dell’anello contrattile 100 um

20



Regolazione del ciclo di divisione

Variabilita del ciclo cellulare
Differenze nel ciclo in base
alla fase del ciclo vitale,
al tipo cellulare
alla specie

durata inferiore ai 30 minuti

MECCANISMI DI REGOLAZIONE

PUNTI FONDAMENTALI DI CONTROLLO

CONTROLLO G1
PUNTO DI Punto di controllo G

RESTRIZIONE o Start
GRANDEZZA CELL
AMBIENTE
DANNI AL DNA
Punto di controllo M
Punto di controllo Gp CONTROLLO G2
CONTROLLO
METAFASE-ANAFASE DUPLICAZIONE
DANNI AL DNA
ATTACCO AMBIENTE
DEI CROMOSOMI GRANDEZZA CELL

AL FUSO




11 controllo del ciclo di divisione avviene in 2 modi:

1- controllo intra-cellulare o endogeno:

il ciclo ¢ regolato da fattori proteici che promuovono il
passaggio sequenziale attraverso le varie fasi.

Il motore del ciclo ¢ un sistema biochimico di chinasi
dipendenti da cicline

2- controllo estra-cellulare o esogeno:

il ciclo € modulato da fattori o segnali chimici esterni,
favorenti o inibenti la divisione cellulare.

Sono questi fattori mitogeni a innescare il motore biochimico
di cui sopra

MOTORE BIOCHIMICO che promuove la progressione attraverso il
ciclo ¢ dato da:

- fattori proteici

- che operano ciclicamente

- sono dimeri proteici: una ciclina e una protein
chinasi ciclina-dipendente (CdK)

protein chinasi
ciclina-dipententi

. ciclina
enzimi che . L.
. componente di una famiglia
fosforilano ) ) i
proteine di proteine che si lega alle CdK
bersaglio (ATP) e ne modula il funzionamento.

La concentrazione di queste
“proteine attivatrici” oscilla
con periodicita

22



Come si puo spiegare tutto cio a livello molecolare?

Punto di controllo G4

Punto di controllo M

CONTROLLO G2

L

CdK - ciclina M (MPF)

M-phase promoting factor o
fattore che promuove la maturazione

‘ Dimostrazione dell’attivita MPF
in cellule uovo di Xenopus

\ N
\ Micropipetta \ \
\ /\ \ )
N s
£ —dm) S
Si estrae il citoplasma Questo citoplasma E indotta la mitosi La cellula diventa
da una cellula uovo matura @ iniettato in un oocita un uovo maturo
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CdK - ciclina M (MPF)

LAMINE

disgregazione nucleare

CONDENSINA

compattazione cromosomi

PROTEINE DEI MICROTUBULI

fuso mitotico

Attivita MPF 1n relazione ai livelli di ciclina M

9G1SG2@G1SGZM>{

Attivita
di MPF

Ciclina
mitotica

Concentrazione relativa

~

Tempo
Accumulo graduale della ciclina M (linea azzurra) a partire

dalla fase S e dunque accumulo di complessi M-Cdk.
Attivazione di MPF in tarda G2

24



CHECK POINT - freni della progressione

Punto di controlio G4

DANNI AL DNA?

Punto di controllo M
Punto di controllo Gp

CROMOSOMI DANNI AL DNA?
ATTACCATI
AL FUSO MITOTICO? DUPLICAZIONE

COMPLETATA?

Danni al DNA - ruolo di p53

gene p53
AN e ) (X
@mRNA
P>

Q st proteina p53

/ Jl Attiva geni che producono:

A Gied e -inibitori del ciclo di divisione
@l @oul @u  -inibitori degli inibitori di morte

¥ % ¥ -attiva geni del repair

T T T

o @) @)
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p33

 Fattore di trascrizione che controlla diversi pathway genici
cio¢ diversi percorsi metabolici biologicamente fondamentali.

* Dinorma ha una

localizzazione citoplasmatica e la sua

attivazione attraverso fosforilazione, lo porta ad essere
traslocato attivamente nel nucleo dove esplica la sua azione
* Il prodotto genico ¢ metastabile in quanto, se non fosforilato,
viene avviato al proteosoma e degradato
» Mutato nel 50% dei tumori (80% mutazioni puntiformi, 20%
prodotto troncato). Le mutazioni possono causare diverse

conseguenze

DNA danneggiato

5/ f/%{ Y/ 8/

Degradazione

NN
5 P
53
2 Z

Attiva
ﬂ Protein chinasi ATM che fosforila p53

ATM e
? attivandolo
B i
N\
@ P
53 053

S

Trascrizione @l l@

21) (inibitore della Cdk
@(lreea dk) LPumaJ

1
1 X |
| Inibisce | Inibisce

|
|
e

Gl1

Complesso 5
@ Cdk-ciclina Q Bol2

Non pud fosforilare
la proteina Rb

:

Non pug inibire
I'apoptosi

!

ARRESTO DEL APOPTOSI
CICLO CELLULARE (morte cellulare)
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11 controllo del ciclo di divisione avviene in 2 modi:

1- controllo intra-cellulare o endogeno:

il ciclo ¢ regolato da fattori proteici che promuovono il
passaggio sequenziale attraverso le varie fasi.

I1 motore del ciclo ¢ un sistema biochimico di chinasi
dipendenti da cicline

2- controllo estra-cellulare o esogeno:

il ciclo € modulato da fattori o segnali chimici esterni,
favorenti o inibenti la divisione cellulare.

Sono questi fattori mitogeni a innescare il motore biochimico
di cui sopra

1. ricezione 2. trasduzione 3. risposta
recettore
—» @~ B~ ruvaion
risposta
trasduzione del segnale cellulare
molecola L membrana
segnale
Fattori di crescita Attivazione della espressione di
GF's (growth factors)

geni nel nucleo coinvolti nel

EGF o epidermal growth factor ciclo, come ad es. le cicline

PDGF o platelet-derived growth factor
FGF o fibroblast growth factor
NGF o nerve growth factor

27



Es. Segnalazione mediata
da FATTORI DI CRESCITA
come EGF attraverso R tirosin-chinasici:

(O Fattore di crescita
Recettore @ Fluido extracellulare

OO
@ Ras-GDP

(inattiva)

CitosoL Proteine adattatrici

l MAPK cio¢
Protein-Kinasi Attivate da Mitogeni
Amvazuone
della trascrizione
NUCLEO di geni precoci
Qg /

Attivazione
della trascrizione

@ di geni tardivi

La cellula viene indotta a modificare la espressione genica a livello
trascrizionale ed entra in ciclo sintetizzando i prodotti proteici utili

per innescare il ciclo di divisione (G,/S), es. le cicline

La cellula da Go puo differenziarsi
o in taluni casi
anche morire ed uscire definitamente dal ciclo

CELL
DEATH

©

G1

CELL GROWTH
AND DIVISION

The cell cycle

GO O CELL DIFFERENTATION
\ —
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Le proprieta elettive della cellula:
regolazione espressione genica e differenziamento
divisione cellulare

comunicazione cellulare (cenni)

morte cellulare

normal WBC apoptotic WBC

Vo

‘gf‘v/’ﬁ’\"ﬂ{"} .
P g

Apoptosi

Morte cellulare programmata

Kerr, JF, Wyllie AH, Currie AR (1972). "Apoptosis: a basic
biological phenomenon with wide-ranging implications in tissue
kinetics". British Journal of Cancer (26): 239-257.

29



pluricellularita:
differenziazione ed omeostasi cellulare nei vari tessuti e
specializzazione regionale delle diverse aree del corpo
o |

1!

rete informazionale:
molecole segnale
apparati di ricezione
attivazione di specifici pacchetti di geni

4

esecuzione di uno dei programmi di attivita cellulare

differenziamento quiescenza proliferazione | | morte cellulare

Omeostasi cellulare/omeostasi della dinamica cellulare

(a) Tessuto normale (b) Tessuto alterato

v v v
Q@) Q OO0

OMEOSTASI % Q%} %%%

OO0

* Morte cellulare ¥
programmata

ingresso Proliferazione

uscita

PATOLOGIE
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Meccanismi di morte cellulare

 evento accidentale
* passivamente subito dalle cellule
* interessa gruppi di cellule

* dovuto a un trauma, veleno,
anossia ecc.

NECROSI

APOPTOSI * evento programmato
e attivamente realizzato dalle
cellule

* interessa singole cellule

e realizzato di norma in condizioni
fisiologiche

APOPTOSI
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Quando si verifica I’apoptosi

Sviluppo embrionale/fetale e metamorfosi
Normale turn-over tissutale

Ontogenesi e omeostasi del sistema immunitario e di
quello nervoso

Atrofia ormone-dipendente
Deprivazione di fattori di crescita
Perdita del contatto cellula-cellula e cellula-substrato

Tossine, farmaci
Radiazioni

Infezioni virali

“PROGRAMMA APOPTOTICO”

VIENE PORTATO AVANTI ATTIVAMENTE
CON DISPENDIO DI ENERGIA

RICHIEDE L’AZIONE DEI
PRODOTTI SPECIFICI DI ALCUNI GENI

REALIZZATO DA GENI CONSERVATI
NEL CORSO DELL’EVOLUZIONE
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_ —» STIMOLI SEGNALE ESTRACELLULARI
SEGNALI ENDOGENI

ESECUZIONE — EVENTI A CASCATA PROTEOLITICI E
NUCLEOLITICI

MODIFICAZIONI MORFOLOGICHE TIPICHE
ATTIVAZIONE DI CASPASI (enzimi proteolitici)

FINALITA’
ELIMINAZIONE DELLA CELLULA
in assenza di fuoriuscita di materiale potenzialmente
pro-infiammatorio o immunostimolante;
finalita perseguita in modo metabolicamente attivo.

Bersagli delle caspasi-alcuni esempi

* Proteine del citoscheletro (actina/fodrina) con
conseguente modificazione strutturale della cellula

* Lamina B1 a livello nucleare probabile responsabile del
collasso della cromatina

* Enzimi coinvolti nella riparazione cellulare che vengono
inibiti

* Proteine che inibiscono endonucleasi le quali vengono di
conseguenza attivate
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NORMAL

CONDENSAZIONE CROMATINA

CORPI

FAGOCITOSI

NECROSIS APOPTOSIS

Analisi morfologica della
APOPTOSI
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Apoptosi- altr1 metodi di analisi

‘mitochondrla! structure preservad Intact membranes

70 | g | 0| o
E&ﬁ? T T BT ¥
T [ a® [ Pw],%]¢

Tono- and Oligonucleosomes
(LM-DHAY

“Beads-on-a-slring" ORK 1333c7
form of chromatin (HMW-OKA) afler gel cleckrophoresis

Hisiona actamer of
nucleosome coro
222, 22 Distance betweon culs =
/4 muliple of 200 bage pairs
A| uinker oA
u=

- m DNA subjected 10 . .
% Wy | = Analisi del ladder
| ) apoptotico attraverso
@ @ | gel elettroforesi

Apoptosi- altr1 metodi di analisi

La citometria a flusso o citofluorimetria

¢ una metodica che permette di analizzare
molteplici parametri in cellule che sono
state precedentemente “marcate” con

sonde 0 molecole fluorescenti.

In guesto caso con un colorante fluorescente
per il DNA, si stima il contenuto cellulare di
DNA e si evidenzia un picco ipodiploide.

TV it 4 XTBON D W0 LN | PR Ly

Analisi citofluorimetrica
del contenuto di DNA o di
marker molecolari utili
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I citofluorimetri sono dotati di sorgenti
luminose (laser o lampade),

che eccitano tali molecole fluorescenti:
la luce emessa viene raccolta da un
fotomoltiplicatore che amplifica il segnale f
luminoso e lo trasforma in segnale
elettronico visualizzabile tramite
un personal computer.

11 citofluorimetro permette di ottenere informazioni riguardo alla
dimensione delle cellule e alla loro complessita interna. Inoltre,
con specifiche sonde, si puo analizzare: espressione e quantificazione
di antigeni superficiali o intracellulari, valutare il contenuto di DNA.

PROFILO DEL CONTENUTO DI DNA DI CELLULE

IN CITOFLUORIMETRIA
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