Mitosi, ciclo cellulare e sua
regolazione




La dinamica del DNA nel corso della
mitosi




Schema delle fasi della mitosi

MITOSIS

ANAPHASE
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Il fuso mitotico in una cellula
vegetale in anafase




Fasi della mitosi: profase, metafase,
anafase, telofase
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m il \ various stages of mitosis: (a) prophase: (b). mmph'




Mitosi In una cellula animale: interfase,
profase, metafase, anafase, telofase







Un’altra immagine delle fasi della mitosi
In una cellula animale




La divisione ineguale del citoplasma di
Saccharomyces cerevisiae




e fasi del ciclo cellulare

-

preparation




Durata delle fasi del ciclo cellulare
IN Un eucariote superiore







Chromosomes are made of DNA molecules

= H I DNA molecule
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anti-dimathygd Ha {Lys20)
{cat #07-D31)
anti-phospho HX (Sarim)
(cat #O6-5T0)

anti-phospho HE (52r28)
{cat #07-145)

Coomassie stain

Hela cells synchronized in G1 were released
and total protein was harvested at the indicated
paoints in the cell cycle, Wastem blots were
performed with the specified antibodies.

Courtesy Judd Rice, University of Southern Calfornio
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Peripheral lamina and internal lamin structures organize
nuclear and chromatin structure

CYTOPLASM
Outer Nuclear Membrane (ONM) KAP149
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Dinamica delle lamine e delle proteine ad
esse associate

Anaphase Telophase G1 phase S-phase
LAP20. /




Représentation schématique du cycle du centrosome
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Kinetochore
micratubule

Middle layear
{25-30 nm}




Le proteine associate al

La fluorescenza
evidenzia due delle
proteine piu abbondanti
del cinetocore, CENP-A
e CENP-B

cinetocore

CENP-B PROTEIN / DNA COMPLEX (1HLV)




Pericentric Condensation
PROD

Sister Chromatid Cohesion
HELS332

Inner Kinetochore
cD

Quter Kinetochore

POLO, ROD, BUB1,
ZW10, Cenp-meta

: Heterochromatin
f HP1




CEN DNA

Cnmplex




Kinetochore

Tubulin subunits
t ~—=z Ggained and lost

Ddddison Wesley Longrman, Ine.









LE FASI DEL CICLO CELLULARE SI SUSSEGUONO

ORDINATAMENTE IN MODO DA ASSICURARE CHE

o IL CICLO CELLULARE PROSEGUA IN UNA SOLA
DIREZIONE (cioe non torni indietro)

*OGNI FASE SIA STATA COMPLETATA PRIMA CHE LA
SUCCESSIVA ABBIA INIZIO

*NON SI SIANO CREATE SITUAZIONI DI DANNO AL

DNA
] CROMOSOMI SIANO RIPARTITI NEL MODO GIUSTO

TRA LE CELLULE FIGLIE







| complessi Ciclina- CDK controllano la
progressione del ciclo cellulare

Dephos’n

Cyclin B t7

Cdc2
(CDK1)




La regolazione della progressione in G1

Segnale di un
fattore di crescita

v &
y (ViadiRas)

‘| Ce=)
Cdk-ciclina G1

DNA
Non sono traseritd Trascrizione genica
| geni necessari : o
per l'entrata in fase S

G Proteina Rb
M fosforilata

Traduzione

Enzimi e altre proteine
necessari per I'entrata in fase S

Figura 17-36



Controllo della progressione in G1 nel mammiferi e
superamento del punto di restrizione




L’'MPF viene regolato da due attivita chinasiche, una
attivatoria e una inibitoria

\ ,
\O® IR ko
Chinasi inibitoria Fosfatasi
Complesso mitotico Complesso fosforilato Complesso mitotica
Cdk-ciclina (INATTIVO) Cdk- ciclina
(INATTIVO come MPF) (MPF ATTIVO)

Stimola

Figura 17-34



MPF attivo stimola:

. . . 1. Degradazione dell’involucro
Le fUﬂZIOnI dl nucleare

2. Condensazione dei cromosomi
M P F Formazione del fuso mitotico
Degradazione di proteine bersaglio Ciclina
\

\ degradata

~ Enzima che ‘ ’
N4

B

degrada la ciclina

MPF
attivo

Punto di controllo di G2

CICLO
CELLULARE

™~ Aumenta la concentrazione di ciclina

Figura 17-35




| punti di
controllo del
ciclo
cellulare nei
mammiferi

P Degradazione

Complesso cdk-ciclina ' della ciclina mitotica
mitotico attivo
(MPF)

————
— -
- -

</ di controlio di G2
CICLO CELLULARE

Punto di controllo di G1

Comblesso
Cdk-ciclina
G1 attivo

¥

Degradazione
della ciclina G1

Figura 17-37



| complessi ciclina-CDK del mammifer|

Cyclin A-CDK1
Cyclin B-CDK1

. Cyclin D—CDK4
\ Cyclin D—CDK®6

G,

Restriction
point

N\

Cyclin A<CDK2

Cyclin E-CDK2




| complessi ciclina-CDK controllano la
progressione del ciclo cellulare

N
Restriction ' R
point

DNA
synthesis

Mitogens drive cell cycle progression by induction of cyclinD and inactivation
of the retinoblastoma (Rb) protein

Expert Reviews in Molecular Medicine @ 2002 Cambndge University Press




Schema generale del controllo del ciclo

mitotico

APC-Cdh1/proteasome
degrades mitotic cyclins

APC-Cdc20/
proteasome

degrades
securin E

Telophase and cytokinesis

Anaphase DNA pre-replication

complexes assemble
at origins
J G, cyclin-CDK inactivates Cdh1

G, cyclin-CDK activates
expression of S-phase cyclin
CDK components

Restriction
point T
2

G, cyclin-CDK phosphorylates

S S-phase inhibitor

Mitotic
cyclin-CDK
activates
early mitotic
events

Metaphase

SCF/proteasome
degrades phosphorylated
S-phase cyclin-CDK
inhibitor

S-phase cyclin-CDK
activates pre-replication
complexes

DNA replication



L’inibitore del complesso ciclina-CDK di fase S viene
degradato dalla fosforilazione ad opera del complesso
ciclina E-CDK2 e la fase S puo iniziare

Polyubiquitination;

proteasomal . Y NYNYNYANYNYA
degradation . lDNA

replication

Mid-late G, NN

NIONX




Le origini della replicazione: | complessi ciclina-CDK di

fase S fosforilano il complesso di pre-replicazione

Pre-
YRIVRC replication
complex




Le origini della replicazione: la fase S (inizio)




Le origini della replicazione: la fase S (continuazione)

&> Pol o—primase
] + dNTPs, NTPs




Le origini della replicazione: la fase S (continuazione)

Perdurando la fosforilazione di alcune proteine, ai Siti

di inizio non puo ri-assemblarsi il complesso di pre-
replicazione




Le origini della replicazione: dopo la mitosi Si possono
ri-assemblare | complessi di pre-replicazione

" Initiation
factors

Pre-
R replication
complex




della lamina
nucleare indotte S S s

Modificazioni h?a”ﬁérqg &S

Lamin tetramer




'anafase

ainizio a

N\

attivato da MPF, d

opera di APC

®)
©
4]
=
7))
)
@)
O
i
T
®)
—
O
O
0p]
/(O
i
-
>
O
>
(7))
L
T
®)
)
-
S
N
4]
©
M
p -
(@))
(D)
®)
M
—l







Le cicline Metaphase

mitotiche High mitotic cyclin
e laloro
degradazione

High MPF activity

=y

Active
APC

Late anaphase

Prophase
Polyubiquitination

Cdc1a G, cyclin-

CDK
Synthesis of (P)
mitotic cyclin b | ) Inactive

Cdh1 daas

Proteasome SJZ
> N
N7

Interphase

Low mitotic cyclin
Low MPF activity

Telophase




Il ciclo cellulare e regolato da segnali di stimolazione e
da segnali di inibizione

STIMULAT ORY IMHIBIT ORY
PATHWANS




favoriscono la
trasformazione tumorale
gain of function

‘Nella fase “di esecuzione”: geni precoci (myc,
fos, jun), altri fattori di trascrizione, cicline,
alcune fosfatasi e altre molecole di regolazione
positiva del ciclo cellulare




favoriscono la
trasformazione tumorale

of function

‘Nella fase “di esecuzione”: Rb e altre molecole di
regolazione negativa del ciclo cellulare, inibitori del
complessi ciclina-kinasi, molecole del check-points come
PS3




Schema dei punti di controllo del ciclo cellulare nel

mammiferi
|
Spm:: Ie-: ssemibly Chromosome-segregation
enRekpoing checkpoint
Mad2 Apccdh
polyubiquitination .
i ofyB-type gding +— 4 —> Sid
ATM/R APC-Cdc20
polyubiquitination ,l, ATT/R
of securin Telophase
ad 4 43
i pos N 53
DNA-damage P P DNA-damage
checkpoint v naphasa checkpoint
p21CIP Cyclin D—CDK4/6 |— p210P

Cyclin A/B—(DK1 ——> M-phase

Fs entry
Cdc25C G,

S-phase «— (yclin E/A—(DK2

T entry \
_ Chk1 p210IP Cdc25A
Unreplicated-DNA T Cyclin A—CDK2 i iz
checkpoint '|‘ A
53
p21CIP (dc25A "X Dr!\lAl-‘damf;ge
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T ATM/R —> (hk1/2
DNA-damage b33
checkpoint T

ATM/R —> (hk1/2




ATM/DNA PK

Bax altri geni

apoptosi




pPRB and cell cycle control

PRB

O
Responsive
~— , genes

G2
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Clinical presentation of RB
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Incidence: 1 in 19.000 - 20.000 live births
Presenting signs: leukocoria, strabismus
Age at diagnosis:  until age of 5 years (> 90% of pts.)




