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¢ FIGURA 155
Organismi modello nello studio del ciclo cellulare. A) Inmagine a contrasto di fase di cellule del ceppo W303 di

Saccharomyces cerevisiae ottenute con l'ingrandimento 63X. Questo eucariote unicellulare si divide per gemmazio-
ne. | lieviti sono un prezioso modello per lo studio dei geni coinvolti nel ciclo cellulare mediante un approccio geneti-
co. B) Un uovo di Xenopus laevis. Le uova di questo anfibio sono un ottimo modello per lo studio biochimico dei rapi-
di cicli di divisione embrionali. (A per gentile concessione di Alessandra Modesti, Laboratorio di proteomica del lievi-

to, Firenze; B da Mangiarotti G, Biologia molecolare, Piccin Nuova Libraria, 2001.)
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Il sistema di controllo del ciclo cellulare

Uscita dalla Attivita che
mitosi promuove
lafase S

Completamento

della divisione Passaggio

attraverso il Controllo G,

punto di Se il DNA & danneggiato
restrizione in modo imsparabile, la
cellula va i
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Figura 8.9 1 punti di controllo del ciclo cellulare.

Segnali intermi ed esterni determinano se una cellula & pronta per
SYLVIA S. MADER proceders oltre i punti di confrollo del ciclo cellulare. Sono riportati tre
BloLoamn: purti di controlke imiportanti.

'essenziale
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di restrizione

Figura 7.3 Le diverse fasi del ciclo cellulare. Alla fase G,
segue la fase S di sintesi del DNA, alla quale succede la fase G.. Il ciclo
termina con la mitosi e la separazione in due della cellula (citodieresi). Il
punto di restrizione in G, o START, nel lievito, &€ un momento decisio-
nale molto importante prima del quale la cellula “sceglie” se dividersi ed
entrare in fase S oppure se uscire dal ciclo per entrare in uno stato di
non proliferazione denominato fase G, del ciclo cellulare o quiescenza.

G. De Leo, S. Fasano, E. Ginelli
Biologia e Genetica Il Ed.

EdiSES

Alcune cellule del nostro
organismo quali neuroni e
cellule muscolari
stazionano in questa fase
tutta la vita, altre quali

fibroblasti, cellule epatiche

restano in GO lunghi

periodi ma possono
rientrare nel ciclo




Controllo del passaggio attraverso il punto START o il punto di restrizione

LIEVITI

EUCARIOTI SUPERIORI

Nessun danno al DNA

F—

Disponibilita di sostanze nutritive )
‘ : — : assaggio
Passaggio Assenza dei fattori di coniugazione attraverso
attraverso il punto di
Il punto START restrizione
. J
A curadi Lewin et al., CELLULE, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2008
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A Progesterone ¢+ FIGURA 159
La maturazione dell’'oocita dl Xenopus, ed Il sagglo
per l'attivita dl MPF. A) Un oocita estratto chirurgica-
mente dall'ovario di una femmina di Xenopus laevis & ar-
trattamento con progesterone induce il completamento
della meiosi e la maturazione dell'cocita a uovo, arresta-
to in metafase della seconda divisione meiotica. La fe-
___/ condazione poi indurra Il completamento della meiosi,
Oocita I divigione l'espulsiona di un corredo cromosomico sotto forma di
arrestato in G2 meiotica globulo polare, e la formazione di una cellula uovo aploi-
MPE gote. B) Se una piccolissima quantita di citoplasma vie-
ne prelevato da un uovo non fecondato, arrestato in me-
tafase della meiosi I, e viena trasferito mediante microi-
niezione nel citoplasma di un ococita — arrestato in fase
G2 — questo entra in meiosi e si arresta alla metafase
della seconda divisione meiotica. Questo processo pud
rrestato in G2 di trattare gli oociti con il progesterone. Questi esperi-
menti furono compiuti inizialmente da Y. Masui & C.L.
Y Markert nei primi anni "70, ed hanno dimostrato che nel
- citoplasma di una cellula mitotica ('uovo di Xenopus) esi-
ste un fattore diffusibile in grado di indurre la maturazio-
ne degli oociti. Questo faftore & stato chiamato MPF

restato nella fase G2 della prima divisione meiotica. Il
de che — con il nucleo dello spermatozoo — formeara lo zi-

/a Oocita anche essere ripetuto diverse volte, senza mai bisogno
(Maturation Promoting Factor).

I? divisione
meiotica



LE BASI STRUTTURALI DELI’ATTIVAZIONE DELLA
CdK

ciclina_ chinasi che attiva la Cdk (CAK)

ciclina

Cdk sito attivo

fosfato attivatore

©) COVPLETAMENTE ATIVO

(A) INATTIVO (B) PARZIALMENTE ATTIVO

L’attivazione completa avviene poi quando una
chinasi separata (CAK) fosforila un aminoacido
vicino al sito attivo di Cdk (treonina 161)



stimolano la sintesi
di ciclica D.

m fSegnali mitogeni

8 L a Cdki1 da
inizio alla mitosi.

| soppressori
dei tumorl possono

inibire I'attivita
della ciclina D.
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LeciclineDedEe
le Cdk4 e 2 operano
la fosforilazione della
RB, disattivandola.

E necessario superare

! il punto R (“punto
g?lga%ggﬁe del DNA di restrizione”) per poter
' procedere nel ciclo cellulare.

Tre sono necessarie alla cellula eucariote
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Table 17-1 The Major Cyclins and Cdks of Vertebrates and Budding Yeast

G,-Cdk cyclin D*
G,/S-Cdk cyclinE
S-Cdk cyclinA
M-Cdk cyclinB

Cdk4, Cdké CIn3 Cdk1**
Cdk2 Cin1,2 Cdk1
Cdk2, Cdk1** Clb5, 6 Cdk1
Cdk1 Clb1,2,3,4 Cdk1

* There are three D cyclins in mammals (cyclins D1, D2, and D3).
** The original name of Cdk1 was Cdc2 in both vertebrates and fission yeast, and Cdc28

in budding yeast.



Pericentrina

Lamine ‘ Condensazione MAP nucleasi

l ! l

Frammentazione Compattamento Formazione Inizio
a) membrana nucleare  cromatina del fuso anafase

Vescicole
Involucro di involucro
nucleare
/ nucleare

Lamina nucleare Lamina
fosforilata

b) Interfase Mitosi

Figura 7.15 (@) Substrati di MPFE. (b) Fosforilazione, mediata da
Cdl, della lamina nucleare in mitosi e conseguente vescicolazione della
stessa membrana.
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P53 (peso molecolare 53kDa) centrale nel controllo ciclo cellulare,
morte cellulare e del riparo del DNA

Gene che codifica per fattore di trascrizione p53 (cromosoma 17) e
trascritto e tradotto in tutte le cellule

Figura 7.20 L’oncosoppressore p53.
Nelle cellule i livelli di p53 sono man tenuti
molto bassi a causa dell'azione dell’'enzima

P per v
dalla chinasi ATM. MdmZ nteragisce con
p53 fo fonl ta e qui d h n blocco della
peli-ubiquitinazione nseguente rapido

li-

i
e
eo g i
RAAEES aumento dei liv ||dp530 P53 pud espli
[ re la sua azio ne come fatto d i trascrizione
A N Igd pcmotorldl ni geni essen-

AUOUONUL - ziali per I ontrollo del ci Idlp o del
Promotore Trascrizione DNA e dell'apoptosi. Mdm2 = Mouse double
di nuovi geni minute gene 2.
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Figura 7.21 p53 indirizza le cellule verso una delle due
vie. Un esteso danno al DNA aumenta in modo massiccio i livelli di
p53 la quale, controllando i promotori di geni coinvolti nell'apoptosi,
provoca la morte della cellula. Un ridotto danno al DNA, invece, attiva
a livelli minori p53 ed in questo caso prevale I'induzione di geni coin-
volti nell'arresto del ciclo e nel riparo del DNA.
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Uno schema del sistema di controllo del ciclo cellulare

®)
-
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E ambiente stimolazione ~ DNA cromosoma
= extracellulare danno in eccesso non danno non attaccato
8 sfavorevole al DNA da mltogem replicato  al DNA al fuso
= p03
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)
o el
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O
2__ sintesi di S-ciclina replicazione del DNA

G 5% DEE 6

Questi meccanismi non sono presenti in tutti i tipi cellularti,
mancano ad esempio nei cicli cellulari embrionali precoci
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In un ciclo di replicazione ciascuno dei due filamenti di DNA viene
usato come stampo per la formazione di un filamenio complementare di
DNA. I filamenti originali resteranno percio intatti per molte
generazioni cellulari.
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Tredicimeri Monameri
Complesso
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+ FIGURA 6.14

Inizlo della replicazione del DNA nel procariotl. Limmagine riporta-
ta in alto mostra l'organizzazione di un sito di origine della replicazione
batterico (OriC), evidenziando la distribuzione dei tredicimeri (viola) e
dei nonameri (marrone) coinvolti nel processo. In basso vieng invece
mostrato il ruolo svolto dalla proteina Dna A la quale si lega alla regio-
ne dei nonameri, in forma di complesso multi-proteico, e denatura la re-

gione dei tredicimeri.



Filamento Filamento Filamento
in accrescimento stampo in accrescimento

Fosfato

Zucchero

Base

L’enzima DNA polimerasi Il catalizza
I'aggiunta del desossiribonucleoside
successivo, contenente la base C,
i | nucleotidi vengono al gruppo —OH libero presente
aggiunti all’estremita - all'estremita 3' della catena in via
in “accrescimento”. di sintesi.
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deossiribonucleoside
trifosfato in arrivo

“pollice”
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stampo
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DNA polimerasi

filamento
stampo
di DNA

LA POLIMERASI AGGIUNGE
UN NUCLEOTIDE ERRATO

L

IL NUCLEQTIDE

IN APPAIAMENTO SCORRETTO
VIENE RIMOSSO PER

ATTIVITA AUTOCORRETTIVA

IN DIREZIONE 3'-+5'

L'ESTREMITA 3'

IN APPAIAMENTO CORRETTO
PERMETTE L’AGGIUNTA

DEL NUCLEOTIDE SUCCESSIVO

LA SINTESI PROCEDE
IN DIREZIONE 5' -3’




Direzione DNA polimerasi procariote ed eucariote

della sintesi

Attivita esonucleasica Funzioni possibili

Procariotici
Polimerasi | 5 =73 3’5 Riempimento dei "gap" lasciati dalla imozione dell'innesco; ripara-
5' =73 zione del DINA,
Polimerasi |l 5 =73 355 Riempimentao dei "gap" lasciati dalla imozione dell'innesco; ripara-
5' =73 zione del DINA,
Polimerasi |ll 5' =3 3=5 Enzima principale della replicazione
Polimerasi [V 5' =3 ! Enzimi che polimerizzano nonostante esista un danneggiamento
Palimerasi V ! del DNA
Eucariotici
Polimerasi a 5' =3 3’55 Enzima principale della replicazione (assieme alla polimerasi 8);
riparazione del DINA
Polimerasi p 5 =3 MNessuna Riparazione del DNA
Polimerasi y 5 -3 3’5 Enzima della replicazione dei mitocondri
Polimerasi 8 5 =3 35 Enzima principale della replicazione (assieme alla polimerasi a)
Polimerasi & 5 -3 35 Riparazione del DNA
Polimerasi § 5 =3 ! Enzimi che polimerizzano nonostante esista un danneggiamento
Polimerasi n 573 ! del DNA

Tabella 4.1 Le DNA polimerasi in batteri ed eucarioti: gli enzimi TLS (TransLesion Synthesis).
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La DNA polimerasi lll catalizza
I'allungamento di entrambi i filamenti.

Stampo per il flamento

anticipato —— , .
, L’elicasi catalizza lo svolgimento
| della doppia elica.
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A \ | 1
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Filamento
RNA iniziatore g ¢ DNA parentale

(Proteine leganti il DNA )

7 a singolo filamento rendono
Stampo per il filamento La primasi | | lo stampo accessibile
ritardato sintetizza alla primasi e alla DNA

I’iniziatore. polimerasi lIl.
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/ parental strand
3
L L TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG

NN A cceC . . p
5’ incomplete, newly synthesized lagging strand
TELOMERASE l

BINDS

3’ . .
TTGGGGTTGGGGTTGGEGTTG direction of
aacccc ACCCCAAC m) telomere
TELOMERASE synthesis
EXTENDS 3’ END telomerase with bound RNA template

(RNA-templated
DNA synthesis) -

e U TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
e AACCCC ACC CQAziC

5'
COMPLETION OF
LAGGING STRAND
BY DNA POLYMERASE
(DNA-templated
DNA synthesis) |

-

3I
L L TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG

B ES AACCCC CCCAACCCCAACCCC

== 5’

DNA
polymerase
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+ FIGURA 7.1
Il bilancio della vita. La vita e la biodiversita dipendono
da un equilibrio tra insorgenza di lesioni al DNA e capa-
cita di ripararle.



e depurinazione e la deamminazione sono note come le piu
frequenti reazioni chimiche che creano danni gravi al DNA
cellulare.

La depurinazione puo staccare dal DNA sia la guanina sia
I’adenina.

LLa deamminazione puo colpire varie basi ma piu
frequentemente trasforma la citosina in uracile, base anomala
nel DNA. s

z N
(A) DEPURINAZIONE | H< | H | cccccccc
o N N/ N/ w e depurinato
| |

O—P—0O—CHj 0 ? O—P—0O—CH,
[ o N —~H [ o. OH
o] |—|</ | )N\ o
H
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CITOSINA URACILE

(B) DEAMMINAZIONE




Le modificazioni chimiche del nucleotidi, se non riparate, danno

origine a mutazioni

mutato

filamento vecchio

C deammmata

HHHH

T filamento nuovo

alla G & stata
sostituita una A

Q REPLICAZIONE
DEL DNA

filamento nuovo

=
Q QO ©

filamento vecchio

(A) invariato

mutato

filamento vecchio

TSR

T
] 1l
A

®

A depurlnata

)
T filamento nuovo

< Q O risulta deleta la coppia
H H H di nucleotidi A-T

REPLICAZIONE
DEL DNA

filamento nuovo

Q O ©

filamento vecchio

®) invariato



La radiazione ultravioletta solare danneggia il DNA

| i
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H N C=0
i OI Beina CHg luce ultravioletta . CI) O\HC C/
o T,
I O H I N c=0
H,C O Nc—N HC O o
\C :C/ dimero di timina 3
H \CH3

| timina |

Timine adiacenti formano un dimero



Il meccanismo
riparativo
fondamentale del
DNA comporta tre
fasi: ’escissione, la
risintesi e la
saldatura
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fase 1 DEL TRATTO

DANNEGGIATO

O oo X O o
OUQU O[]
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QUELLO INFERIORE
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LA DNA LIGASI
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RISULTATO FINALE:
IL DNA E RIPRISTINATO
TALE E QUALE



accoppiamento taglio

scorretto su un solo filamento
del DNA filamento g.ugr\ilc;
/ (nick) '
~__/
N\
filamento
LEGAF\[QEP;%%I\'BHE vecchio di DNA
CORRETTRICI DI
APPAIAMENTO

proteine correttrici
di appaiamento

RIMOZIONE

DEL FILAMENTO

DI DNA SINTETIZZATO
Y PER ULTIMO

RIPRISTINO

DEL FILAMENTO

A OPERA DELLA DNA
POLIMERASI

vy E DELLA DNA LIGASI

e proteine correttrici di appalamento rimediano agli
errori occorsi durante la replicazione del DNA



(a) Correzione di bozze nel DNA

%

Durante la replicazione del Le proteine del complesso di €] | 2 DNA polimerasi
DNA, una base sbagliata pud replicazione immediatamente " aggiunge la base
venire aggiunta alla catena in tagliano via la base sbagliata. correttae la

via di sintesi. replicazione procede.

(b) Riparazione dei disappaiamenti - [’ mﬂn mﬁ_\k

W . Nmmommmr o,

[[ Durante la replicazione ] Le proteine che prendono parte alla La DNA polimerasi

riparazione del disappaiamento aggiunge le basi
tagliano via la base disappaiata corrette,
insieme ad alcune basi adiacenti.

(©) Fliparazione per escissione mﬂ“ m \

Una base del DNA & dannegglata 4 Le proteine della riparazione per €] La DNA polimerasi aggiunge le
perdendo la propria funzione. escissione tagliano via la base basi corrette replicando il breve
danneggiata e alcune basi adiacenti. filamento in direzione 5'— 3"

del DNA una base viene
a essere disappaiata.




Table 5-2 Some Inherited Syndromes with Defects in DNA Repair

MSH2, 3, 6, MLH1, PMS2

Xeroderma pigmentosum (XP)
groups A-G

XP variant

Ataxia telangiectasia (AT)

BRCA2
Werner syndrome

Bloom syndrome
Fanconi anemia groups A-G

46 BR patient

colon cancer

skin cancer, UV sensitivity, neurological
abnormalities

UV sensitivity, skin cancer

leukemia, lymphoma, y-ray sensitivity,
genome instability

breast, ovarian, and prostate cancer

premature aging, cancer at several sites,
genome instability

cancer at several sites, stunted growth,
genome instability

congenital abnormalities, leukemia,
genome instability

hypersensitivity to DNA-damaging
agents, genome instability

mismatch repair
nucleotide excision-repair

translesion synthesis by DNA polymerase 1

ATM protein, a protein kinase activated by
double-strand breaks

repair by homologous recombination
accessory 3'-exonuclease and DNA helicase

accessory DNA helicase for replication
DNA interstrand cross-link repair

DNA ligase |



