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Il ciclo di divisione cellulare e la sua regolazione
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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 di tutto il DNA nucleare

2. raddoppiamento della massa cell. e duplicazione degli organuli
ci0 comporta una intensa attivita biosintetica e un altissimo dispendio
energetico e metabolico.

passaggi coordinati
nel tempo e nello spazio

Il

Il ciclo cell. deve essere controllato da precisi meccanismi

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, : I'arresto del ciclo puo essere temporaneo o definitivo

2l AR cellule labili

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

tale capacita all’occorrenza

Quale e Ievento fondamentale
che avviene durante interfase
prima di ogni Mitosi o Meiosi?

Duplicazione DNA




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

“Non e sfuggito alla nostra attenzione il fatto che
["appaiamento specifico da noi postulato suggerisce

immediatamente un possibile meccanismo per la

copiatura del materiale genetico”
da Watson e Crick Nature , 1953

La duplicazione del DNA si basa
sulla struttura stessa del DNA e
sulla complementarieta delle basi

=

struttura e funzione

Fasi:

1- separazione delle catene parentali (i modelli o stampi)

2- allineamento, in base alle regole dell’appaiamento complementare,

di desossiribonucleosidi trifosfati, substrati della reazione di sintesi

della nuova catena polinucleotidica

3- formazione dei legami esterei pentoso-fosfato




DUPLICAZIONE

1- separazione dei filamenti parentali

(1 modelli o stampi)

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 e

4- formazione dei legami esterei

pentoso-fosfato
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L’enzima che realizza
la replicazione del
DNA ¢ la

DNA polimerasi
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L’enzima DNA polimerasi richiede:
a) una estremita 3'OH
b) un appaiamento perfetto nel tratto copiato

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'.

Al massimo 1 errore ogni 10° nucleotidi.

Su un genoma di 6,4 x 10° possono essere introdotti in media 6 errori

Cosa sono 1 cromosomi? Molecole di DNA!

Dimensioni medie:
- 2nm diametro
- 8 cm lunghezza

Li vediamo solo quando:
-1 pm di diametro
cromosomi 1 - alcuni pm di lunghezza




Immagine mentale del cromosoma:
Perché?

o 2

cromosomi 1

Quando vediamo al M.O. i cromosomi durante la MITOSI ¢ gia
avvenuta (nella interfase), la DUPLICAZIONE DEL DNA che ha
raddoppiato il contenuto in DNA: ogni cromosoma ¢ fatto di due
molecole identiche di DNA che si mantengono legate insieme a livello
del “centromero”. Il cromosoma si dice che ¢ fatto di 2 “cromatidi”

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

Homologous regions code

ﬂ ﬂ for the same gene.

A B

CROMATIDI FRATELLI
CROMOSOMI OMOLOGHI=

I cromosomi di una coppia si definiscono OMOLOGHI, contengono
le medesime informazioni (geni) nello stesso punto (/ocus), ma possono
essere differenti versioni per la stessa informazione




CARIOTIPO

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




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

.




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
7
@)\ CENTROSOMA
‘ “""""‘ Centro organizzatore dei microtubuli

It

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

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)
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1) DNA

2) nucleosomi(DNA + istoni)

3) interfase con centromeri

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

MICROTUBULI
ASTRALI

MICROTUBULI
NON CINETOCORICI
o INTERPOLARI

CROMOSOMA
METAFASICO
|
REGIONE
CENTROMERICA
DEL CROMOSOMA
N
MICROTUBULI
CINETOCORICI
—J
CROMATIDE
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Cinetocore Microtubuli

del cinetocore

Centromero

(@

La fase successiva e la separazione dei cromatidi non
avviene fino a che tutti i cinetocori non siano legati
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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
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Regolazione del
ciclo di divisione

Variabilita del ciclo cellulare

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

1 anno 12 ore

MECCANISMI DI REGOLAZIONE
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PUNTI FONDAMENTALI DI CONTROLLO

CONTROLLO in tarda G1

Punto di controlio G4

PUNTO DI
RESTRIZIONE o Start

GRANDEZZA CELL

AMBIENTE _

DANNI AL DNA il

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

- fattori proteici

- che operano ciclicamente

- sono dimeri proteici dati dall’unione di una
ciclina e una protein chinasi ciclina - dipendente
(CdK)

protein chinasi

ciclina-dipententi -
ciclina

enzimi che ) .
. componente di una famiglia
fosforilano . . :
roteine di proteine che si lega alle CdK
P . e ne regola il funzionamento.
bersaglio (ATP)

La concentrazione di queste
“proteine attivatrici” oscilla
con periodicita

Le Protein chinasi sono E che compiono fosforilazione.

Fosforilazione: reazione chimica, si tratta della aggiunta di
gruppi fosfato a substrati proteici, reazione accoppiata a
demolizione di ATP

ATP ADP

Si aggiunge
fosfato agli aa: \J

S, T,orY
SERINA(S)  Amino Acid (" /0"
TREONINA (T) :
TIROSINA (Y) OH or=F-0

‘ 0

Proteina Proteina
fosforilata

Protein chinasi
enzima che realizza la reazione

La proteina fosforilata si attiva o inattiva funzionalmente
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Le protein chinasi agiscono solo se legate a proteine che le
attivano chiamate cicline:

protein chinasi
ciclina-dipententi

enzimi che ciclina .
fosforilano Lg goncentraglone .dl qupgte
proteine cicline “proteine attivatrici”

bersaglio (ATP) oscilla con periodicita durante il
ciclo grazie al fatto che vengono
sintetizzate (il loro gene ¢

/ trascritto e tradotto) e degradate
in modo ciclico durante le fasi del
ciclo cellulare. Cid comportera la

&_ p _A attivazione ed inattivazione delle
& @ P cx

CDK complesso CDK
INATTIVA CDK/ciclina INATTIVA
ATTIVO

ciclina

Come si puo spiegare tutto cio a livello molecolare?

Punto di controlio G4

Sistema
di controllo

Punto di controllo M

CONTROLLO G2

L
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CdK/ciclina M (MPF)

M-phase promoting factor o
fattore che promuove la maturazione

. Dimostrazione dell’attivita MPF
in cellule uovo di Xenopus

W

R \
\ Micropipetta \ \
\ - = \
\\ : \
NK (O
\ < \ \
S5 ‘ , ‘ N
Si estrae il citoplasma Questo citoplasma E indotta la meiosi La cellula diventa
da una cellula uovo matura @ iniettato in un oocita un uovo maturo
CdK/ciclina M (MPF)

LAMINE

disgregazione nucleare

CONDENSINA e istoni H1

compattazione cromosomi

PROTEINE DEI MICROTUBULI

fuso mitotico
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Attivita MPF 1n relazione ai livelli di concentrazione
di ciclina M che variano nel tempo

9@1 sez@m sezM>)

Attivita
di MPF

A Ciclina
mitotica

Concentrazione relativa

Tempo
Accumulo graduale della ciclina M (linea azzurra) a partire
dalla fase S. L’accumulo dipende dalla attivazione della
trascrizione e traduzione del gene della ciclina M. Di
conseguenza si accumulano complessi M-Cdk.
Attivazione di MPF in tarda G2

CHECK POINT - freni della progressione

Punto di controlio G4

DANNI AL DNA?

Sistema

di controllo

Punto di controllo M
Punto di controllo Gp

CROMOSOMI DANNI AL DNA?

ATTACCATI

AL FUSO MITOTICO? DUPLICAZIONE
COMPLETATA?
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Danni al DNA - ruolo di p53
(proteina di 53.000 dalton)

, \ Mantenimento

stabilita genica

del ciclo
cellulare

Controllo 1

Apoptosi

Danni al DNA - ruolo di p53

gene p53
dvg I — ‘*i \{\v‘
@mRNA
P>

Q st proteina p53

// Jl E’ un fattore di trascrizione che

gene A gene B gene C attiva geni che producono:
ON ON ON o« eq e . . . « e e
)t @t @.alt  -inibitori del ciclo di divisione
& & & -inibitori degli inibitori di morte
4 I 4 -attiva geni del repair
(@) @) @)
protein A protein B protein C
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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 (instabile) in quanto, se non

fosforilato, viene degradato

» Mutato nel 50% dei tumori (80% mutazioni puntiformi, 20%
prodotto troncato). Le mutazioni possono causare diverse

conseguenze

DNA danneggiato [’ 4/’ f/%%ff’ S/

Attiva
ﬂ Protein chinasi ATM che fosforila p53

@ att

ivandolo

= L

Degradazione

=
N\

ETN \Aq
= | o
- /

S

Trascrizione @l

62\1',: (inibitore della Cdk)
4
1

| Inibisce

Complesso
Cdk-ciclina

Non pud fosforilare

X v
p53

|

| Inibisce
=

Q Bcl-2

Non pug inibire

Gl la proteina Rb I'apoptosi
Risposte ARRESTO DEL APOPTOSI
cellulari: [FICLO CELLULARE (morte cellulare)

P53 fosforilato va
nel nucleo e si lega a
specifiche sequenze
nucleotidiche di
DNA regolando la
trascrizione di geni
specifici come p21
(inibitore del ciclo) o
Puma inibitore degli
inibitori della morte
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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 per es. fattori mitogeni, a innescare il motore
biochimico di cui sopra

Questo € uno schema di come una molecola segnale possa legarsi ad
un R di membrana (1.ricezione), il complesso segnale/recettore puo
trasferire I’impulso o stimolo all’interno della cellula trasformandolo
ed amplificandolo (2.trasduzione) e cio puo attivare una risposta
cellulare specifica (3.risposta) che coinvolge anche la espressione di
geni nucleari.

1. ricezione 2. trasduzione 3. risposta

recettore

.@ — —_— c — —> Attivazione
@ ‘ 0 Wit a risposta
O

trasduzione del segnale

cellulare
molecola _____membrana
segnale
Fattori di crescita — . .
Attivazione della espressione di
GFs (growth factors) P

EGF o epidermal growth factor geni nel nucleo coinvolti nel

PDGF o platelet-derived growth factor ciclo, come ad es. le cicline
FGF o fibroblast growth factor
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Es. Segnalazione mediata
da FATTORI DI CRESCITA e

come EGF attraverso R tirosin-chinasici < el
[%DFanore di crescita 7 @ /
Il R fOl’ma Recettore ) F'\UI'G‘O extracellulare l

un dimero
in risposta ‘f’j
al legae con éﬁr 2 %
EGF Y

CITOSOL

@fj@ Ras-GDP
(inattiva)

Proteine adattatrici

Attivazione
della trascrizione

di geni precoci
NUCLEO @ @
Qg
iz

Attivazione
della trascrizione

@ di geni tardivi
N

= ®

In ultimo 1la 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

Il R dimerico
¢ attivo come
Kinasi e fosforila '
Ras attivando 7 o000 | /
eventi a cascata : ) ]

(attiva) b
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