CICLO CELULAR Y PROLIFERACION:
REPLICACION DEL DNA Y MITOSIS




CICLO CELULAR

Procesos  celulares, requlados 3  nivel
genético-molecular, que ?levan a una célula
desde una mitosis 3 la siguiente, o la derivan
hacia un estado diferenciado, de reposo
proliferativo y funcionalidad definida. Desde
el reposo proliferativo una célula puede
regresar al ciclo de division celular, o ingresar
3 un estado de diferenciacion irreversible, que
termina en muerte celular.
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Etapas del ciclo Prolifera’civo
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Sucesos fundamentales del ciclo proliferativo

Crecimiento en masa de la célula: Sintesis de RNAs y proteinas. Minimo en metafase.

Aumenta hasta el inicio de la proxima mitosis. No es necesariamente preciso.

Replicacién del genoma (DNA): Ocurre en un periodo definido (la fase S). Errores tienen

draves consecuencias

Segreqacion del material duplicado: En un periodo definido (la fase M). Implica
segredacion del genoma (mitosis) vy la division del citoplasma(citocinesis). Errores tienen

draves consecuencias

Sistema de deteccion de errores: implica, entre otros, |a reparacion de dafio al DNA y

detencion del ciclo proli{era’civo



Definiciones

* Diploide - 2n - doble set de cromosomas
* Haploide - 1n - un set de cromosomas

G1 Alfinal de Sy G2

2n=2 2n=2
2c 4c

Los seres humanos somos
diploides (2n: 46 cromosomas)

Cromosoma’/



Resultado de |3 mitosis en un cromosoma

« Cromosoma previo 3 la

duplicacion del DNA ‘ ﬂ
|

e Mismo cromosoma dup[icado ‘ []

 Dos nuevos cromosomas luego ‘ 8 8

de |3 divisién
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S
(DNA synthesis)

Por la duracion de los procesos, es m3s probable observar células
enSqueen M



Ciclo Celular. Mediciones corrientes

Indice mitotico:
N° de células en mitosis / N° total de células

Indice de marcacion:
N° de células en fase S / N° total de células




FASE S: Replicacién del DNA




Estructura del DNA

Los nucleotidos son las subunidades del DNA (3cido desoxirribonucleico) y del RNA (3cido
ribonucleico).
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ACIDOS NUCLEICOS (Nuclestido):

» Azlcar (pentosa): Ribosa o Desoxirribosa
* Base nitrogenada

* Grupo fosfato

Nucledsido



Bases Nitrogenadas
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Antiparalelismo
del DNA




Enlaces entre nucleatidos

PRIMER

STRAND TEMPLATE

STRAND

1
pyrophosphate
OH

incoming deoxyribonucleoside triphosphate

Enlace fosfodiéster:
carbono 3 de la pentosa +
catbono 5 de I3 pentosa del
nuclestido adyacente




Origenes de replicacion

» Genoma humano: 3.000 x 10¢ bases

* T cromosoma promedio: 150 x 10° bases

e Velocidad de replicacion: 50-90 bases por sequndo
» Tiempo teorico de duplicacion: 800 horas !!!!

e Tiempo real de duplicacion del genoma: 8 horas



Origenes de replicacion

Procariontes Eucariontes
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o Tanto_en eucgriontes como en procariontes, la replicacion comienza en lugares
especificos del DNA llamados origenes de replicacion.

¢ En estos puntos, las dos hebras de DNA se separan formando una horquilla de
replicacion.

o L3 presencia de maltiples origenes de replicacién (replicones) aumenta 3 eficiencia del
proceso.



Origenes de replicacion

° No todos los ori C?enes de rephcacnon se activan simultsneamente, esto depende, en patte,
del grado de condensacién de |3 cromatina

¢ En general: - Cromatina menos condensada replica temprano en I3 fase S
- Cromatina condensada replica en S tardio



DNA polimerasas eucariontes

 Dos de ellas replican los cromosomas:
(a) comienza la sintesis del DNA de novo porque presenta
una subunidad primasa
(8) alarga los fragmentos de DNA
* Alqunas de ellas estan relacionadas con reparacion del DNA (B y €)
« Unade ellas replica y repara el DNA mitocondrial (y)

O)O: Las DNA polimerasas sélo sintetizan DNA en direccién 5’ 3 3’

“fingers” “thumb”

incoming
deoxynucleoside
triphosphate

template
strand
’

e

UCLEOTIDE
INCORPORATION
FOLLOWED BY DNA
TRANSLOCATION

5+ POSITIONING
OF INCOMING
DEOXYNUCLEOSIDE

(B) TRIPHOSPHATE
primer

strand



Rectificacion de errores de |3 replicacion

La DNA polimerasa 8 comete 1 error cada 10° nucledtidos. Sin embargo, luego de |3
replicacion sélo es posible detectar 1 error cada 107 nucledtidos.

Prooﬁfeading o correccion de copia

Durante la replicacién (fase S):

La reparacion de errores de replicacion se lleva a cabo por |3 accion exonucleasa 3'- 5 de
la DNA polimerasa, que elimina a base errénea y la reemplaza por la correcta. Esta funcion se
denomina “proofreading” o correccién de copia y ocurre durante |3 replicacion. La polimerasa
detecta la distorsion que ocurre por el mal apareamiento de bases

primer
strand

template
strand

- "

POLYMERIZING EDITING



DNA Primasa
Las DNA polimerasas NO PUEDEN INICIAR la sintesis de DNA de novo.

La DNA plimerasa a presenta una subunidad DNA(grimasa que cataliza la sintesis de
pequefios partidores de RNA de aproximadamente 10 nucledtidos, para que a partir de
esta molécula (cebador o primer) se comience a polimerizar DNA.

l

I_l_lll.llllll!s'!Tlo!-lnl _ Illllllllllllll,

5’ I J 3

RNA primer DNA primase

S ) °

5"



!Como puede crecer |3 cadena de DNA en direccion 3'-5"
BURBUJA DE REPLICACION

direction of fork movement

leading-strand template Egﬂjﬂhgt-_Shtar'r?St]lc;rEkmDmtE
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leading-strand template
of right-hand fork
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HORQUILLA DE REPLICACION
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Direccién global
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3 5’
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o Hebra Retrasada o Discontinua
(fragmentos de Okasaki)




new RNA primer

RNA synthesis by DNA
primer primase
3 IS 3’45’
5’ 3’
lagging- DNA polymerase adds to new
strand RNA primer to start new
template Okazaki fragment
3/ —— ' 3 — 5’ RNAsa H

5’ T T T 3

DNA polymerase finishes
DNA fragment

I S 5
5! R s a3

and replaced by DNA

5P 3'0OH

\ old RNA primer erased

3 RS DS 5 e—
5’ i T R T 3

joins new Okazaki fragment

nick sealing by DNA ligase
to the growing chain

3. 5
5/ s 3’

Sintesis de fragmentos
de DNA en |3 hebra

retrasada
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DNA LIGASA: sella los enlaces fosfodiester de
cadenas contiguas. Utiliza ATP



Replicacion del DNA: Semiconservativa

daughter
molecule

old strand new strand

daughter
molecule



Asl, la replicacion del DNA es un proceso:

— Bidireccional (2 horquillas)
- Semiconservativo

- Semidiscontinuo (fragmentos de okasaki)



DNA Helicasa

SRTPIRTPPIRPIERLHHEHH I PRI

ERA halicedn
Rompe los puentes de hidrégeno que unen las bases T l
hitrogenadas del DNA, haciendo posible que las |
DNAs polimerasas puedan realizar |3 sintesis de
DNA




Proteinas de union 3 la hebra simple del DNA
(Single-strand DNA-binding proteins or SSB proteins)

DNA polymerase

single-stranded region
~._ of DNA template

with short regions

of base-paired “hairpins”

single-strand “)

movemer - SN
x 4

cooperative protein binding straightens region of chain

Exponen DNA de hebra simple, sin ocultar las bases, para que sea utilizado
por las DNAs polimerasas como molde.

Impiden la formacion de estructuras secundarias del DNA de hebra simple
principalmente en |3 hebra retrasada



Sliding Clamp o PCNA
(abrazadera deslizante)

Mantiene la DNA polimerasa firme en el DNA @
(procesividad) vy se libera al alcanzar una reqion de 53 m
DNA doble hebra

sliding clamp clamp

e

DNA
polymerase

—&

5!’

3f

clamped polymerase



Maquinaria de replicacion

newly synthesized
leading strand

leading- newly
strand synthesized
template strand

parental
DNA
helix

newly
synthesized
lagging
strand

DNA polymerase on
leading strand

(B) (o]

= DNA primase
sliding clamp - parental
and clamp loader DNA helix
N\ \ 7\,
single-strand DNA- : o
- —— DNA helicase

binding protein > -8
/e lagging-strand

' { . &c,«?:;'{k
i g Ww e template
RNA DNA polymerase

primer . onlagging strand newly
new Okazaki (just finishing an synthesized
fragment Okazaki fragment)  strand



DNA topoisomerasy |

one end of the DNA double helix
cannot rotate relative to the other end

3 5’
type I DNA E,w’\.f_nt.tn!ﬁ;t. e S &
2 - T
topoisomerase »
with tyrosine at ;

the active site

DNA topoisomerase covalently

T |
A attaches to a DNA phosphate, & & b |
‘ thereby breaking a phosphodiester ’ "\.L i"' Ta..
on linkage in one DNA strand .‘il"#}'_‘"' T";,’-f‘“;ﬂ\' , k\?};..._ - l
4 it b

the two ends of the DNA double
helix can now rotate relative to
each other, relieving accumulated
strain

OH

g

the original phosphodiester bond
CHy energy is stored in the phosphotyrosine
linkage, making the reaction reversible

~Jou

spontaneous re-formation
of the phosphodiester bond
regenerates both the DNA
helix and the DNA
topoisomerase

o

£

DNA topoisomerasa Il

-~
-~

. two circular DNA
double helices that
are interlocked

: topoisomerase Il

atype llDNA
topoisomerase

2 makes a reversible
covalent attachment

~ l _ toopposite DNA strands,
" interrupting the
orange double helix
- andforming a
. I protein gate

o

the topoisomerase
gate opens and shuts
to let a second DNA
helix pass

|

-

reversal of

:  the covalent
attachment
of the topo-
isomerase

- restores
an intact
double helix

two circular DNA double
helices that are separated



Fl DNA se encuentra asociado 3 histonas
(cromating)

DNA

linkes DNA core histones of

MNUCLEASE DIGESTS
LINKER DNA

-0.5-0.

| repeat unit of 200
| nucleotide pairs

released i
nucleosome 11 nm
bead ]

DISSOCIATION
WITH A HIGH

CONCENTRATION
OCIaAMEric OF SALT

148-nucleotide-pair

DNA double helix
DISSOCIATION

A |

histonas e

HHHHHH

o Se requiere de proteinas encardadas de remodelar la cromatina,
que permiten desestabilizar |3 asociacion DNA-histonas para que
avance la maquinaria de replicacion

o Se necesita |3 activa sintesis de histonas en 3 fase S.
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1. Profase

Early mitotic
spindle

Centromere

Chromosome, consisting
of two sister chromatids

la  cromatina, se  condensa
lentamente formando cromosomas
definidos, cuyo ndmero exacto es
caracteristico de cada especie.

Cada cromosoma consta de dos
crom3jtidas hermanas.

Pares de centriolos comienzan 3
separarse. Se ordaniza entre ambos
pares un sistema de microtdbulos
que constituyen el huso mitético



2. Prometafase

Fragments Kinetochore

of nuclear
envelope

Nonkinetochore

—\ _ microtubules

]
|1

Kinetochore
microtubule

Desintegracién de la
envoltura  nuclear
(NO EXSITE
NUCLEO
DEFINIDO).

Fn cada centromero

0 crentromero
maduran Complelos delcmmﬂsuma\\

proteicos  llamados
cinetocoros que se

unen 3 los
microtabulos del
huso.

Cromosoma
Metafasico

I—.
.-"_"‘-u\

Region del
Cinetocoro

|
i

Microtdbulo
Cinetocorico

LI_.

Cromatida



3. Metafase

Metaphase ) -
plate e Los microtGbulos del

cinetocoro alinean los
cromosomas eh un plano
ecuatorial de 13 célula.

-

e Cada cromosom3 se mantiene
en tensién por los cinetocoros
| apareados y por los
L ) o ) - .
| microtabulos cinetocoricos
o asociados, los cuales estin
unidos a los polos opuestos del
huso (centrosomas).



* los cinetocoros apareados  se
separan, permitiendo que cada
cromatida (ahora llamado
cromosoma) se3 arrastrada
lentamente hacia un polo.

* Los microtibulos polares se alargan
Daughter . - . - .
chromosomes y los microtdbulos cinetocéricos se

acortan



5. Telofase

Cleavage Nucleolus

furrow” e forming e Los cromosomas llegan a los
g polos y los microtabulos del
1 =X cinetocoro desaparecen.
VS = * Sevuelve 3 ensamblar I3
QL i e envoltura nuclear.
-V Py * L3 cromatina condensada
Nuclear% : . I

comienza 3 decondensarse
* Los nucleolos reaparecen
envelope

forming



Mitosis: proceso continuo




Condensacion de I3 cromating

Inicio: Profase

Maxima condensacion: Metafase

"

e e . r
7 ***i‘-e}"-;‘*éf.é;i;“ ;’y‘ﬁ Compactacion fibra nucleosomal:~7 veces

- » 5
p"#“'ﬂl";.‘h"i £, &.qum g *iﬂr

7 Compac’caaon fibra 30nm:~100 veces

Compactacion cromosoma mitético:~10.000
1 veces




Condensacion de I3 cromating

Condensinas

2 HH-o-



Cohesion de cromatidas hermanas
Cohesinas

Metafase: se pierde
cohesién, excepto en :
. : P
centromero -

|

#




Duplicacion de centrosomas




Interphase
cell

CYTOSKELETAL COMPOMENT
Kl MTOC, spindle pole

Microtubule dynamics
E Kinesin motors

n Dynein motors

Huso Mitotico:
Centro Organizador de Microtibulos

Mitotic
cell

CELL FUNCTION
Organizing cell polarity

Chromosome movements
MT assembly

i+) end-directed vesicle and
chromosome transport

i) end—directed vesicle
transport spindle assembly

GTP  GTP
. N\

NS
a Tubulin \‘u-- f -ff:/

\GTubulin - a)le
4 . =
GTP { ' sase (4)end
\ {,. cap | %%
GDP
“"““--._h__‘ rmicro- 4
tubule
'\a-.._‘_\_‘_\_‘_\_‘-\-‘ N
‘-\-‘-\-"‘"—\-._\_\_\_‘
Lo - end
T
Protofilament Sheet ) 'I:
assembly assembly

Microtubule
elongation



- Huso Mitotico:

Cinetocoro y
Centromero

Sister
chromatics

Kinetochore
microtubules §

/

Inner layer
I
!
-/
|
II
|

—_— Cerﬁmsnma 1um
Kinetochores

Outer layer

2
b
=
41}
=
1

|

Kinetochaore microtubule

Certromers DNA

—— Cytosol

A

b 'S
Corong Fibrosa



Huso Mitotico
Microtubulos

Lone of interdigitation
Kinetochore MT | | Kinetochore

FPole
[centrosome)
Folar MTs [+] Chromosome
™ Call Eal el

Aster Spindle Aster



Huso Mitotico A\J’/f’?ﬂ% 2

y Anafase NS ﬂff\

Anaphase &
{chromosome-to-pole
maovemeant)

Movimientos anafssicos Ay B
(segregacion de cromosomas)

Anaphase B
{pole-pole separation)

%};N%— %\M;f <




Movimiento anaﬁsico A:

Acortamiento del extremo (+)
de los microtibulos
cinetocoricos

Kinetochore
rmicrotubules

containing
fluorescent
tubulin
o
Pole T
(MTOC) :

f’,?_
Target region
for laser light

Expose to laser light;
kKinetochore microtubules
depolymerize at (+) ends
and kinetochores move
toward poles

'E £ Free fluorescent
o0 o tubulin

< E‘: o
Ty O &

Bleached region
of microtubules

depolymerization

Region of
depolymerization



Movimiento anafasico B

Overlap zone

(Movimiento de los polos) (+) < e (+)
e, (4] L 2
! ) ¢
Polimerizacion — —y 0 Y e
asociacion de las fibras del @ N (=0 —-"" )
huso en I3 zona de = /7 \x
| 4 X o
solapamiento  de  los & (+)
microtubulos polares de
ambOS extremos 1&TP; microtubule polymerization

Mewly pc:l'_-,rmerlzed tubulin

Microtubule motor proteins 7 M
CI UlInesings ®

E d’ ‘?_\
<« Y 7 {P (5_/

microtubule
Gverlap Zone




Citocinesis

ACTINA y
en el anillo contrjctil

remaining overlap microtubules
from -E-?FI‘I:FEI' spandlea

. J':"' . Cleavage furrow el
Contracting ring of

) L/ V microfilaments

.'

contractile ring u:nl actin and
myosin filaments in cleavage furrow @ T"* /

Daughter cells

La particién en dos células hijas se da gracias 3 movimientos contrictiles producidos por los
filamentos de actina y miosina presentes en el momento de la citocinesis.



CONTROL DEL CICLO CELULAR




Pérdida del control del Ciclo Celular




" mitotic Cdk 'E';LTSEES (Lohka, 1988)
MPF --_—_--H M

T

Factor Promotor de I3 rn-..;tntic e
fase M = euclin
Gy
Complejo formado por dos proteinas: :

1. Quinasas dependientes de ciclinas (Cdk o Cdc): al ser activadas por las ciclinas,
osforilan (en Serina y Treonina) a otras proteinas cruciales para la division
celular (ej. Proteinas [3mina para el desarme del ndcleo).

2. Ciclinas: cuyo nombre se debe a que en el curso de cada ciclo celular alternan
un periodo de sintesis creciente sequido por otro de rgpida degradacion (vida
media corta). Le entreqa especificidad de sustrato a Cdk. Todds presentan un
motivo similar llamado’caja de destruccion

Complejo Cdk-Ciclina Mitética (MPF): ciclina B asociada a Cdk1 induce el inicio
de I3 fase M.



Blancos que fosforila MPF

. Fosforilacién de Condensings

e Fosforilacion de Proteinas lamina de la envoltura nuclear

» Fosforilacion de Miosina |l (actda en citocinesis en conjunto con
acting)

* APC (comple[o promotor de |3 anafase)

e Factores de transcripcion basal, inhibiéndolos

mitotic cdk  TUTIATES

M PHASE

MPF




Desensamble de 13 envoltura nuclear

nuclear pore lamins DNA

complex

inner nuclear membrane
nuclear envelo
pa [ouler nuclear membrane

FUSION OF ENVELOPED
CHROMOSOMES
|. £ ! \

chromatid

FUSION OF NUCLEAR
ENVELOPE FRAGMENTS

EARLY TELOPHASE

nuclear pore CYTOSOL

nuclear envelope

—>
y _

chromatin
NUCLEUS

5} &55

nuclear pore
PHOSPHORYLATION complex
OF LAMINS proteins @

Proeeporyatad / |
z

e velope Lamin tetramer

chromosome

DEPHOSPHORYLATION
OF LANINS

Proteinas ldmina A y C fosforiladas
quedan en solucién. Limina B
permanecen 3sociadas a membrana
interna del ndcleo por ancla de
isoprenilo

lamin dimers



Arresto metafasico

&3

Inactive
APC

APC (complejo
promotor de la
anafase)

Salida de I3 fase M

Metaphasa
High cyclin E
PF .

Cyclin B Protein
Prophase kinase
subunit Palyubiquitination
o
it W"l
Synthesis of Inactive ATP Active o Proteasome g
cyclin B APC APC -

functions

Late anaphase
Interphase

Low cyclin B
Low MPF activity

Telophase

Proteosoma






REGULACION DE MPF

Cdk  Cdk-Ciclina inactiva Cdk-Ciclina activa

~Fosforilado en sitio activador
~Desfosforilado en sitio inhibidor



REGULADORES DEL CICLO CELULAR
Mecanismos de requlacion de las Cdk

"UNION ACICLINA | / <

SITIO DE_
- ACTIVACION

SITIO DE | /

~ INHIBICION|




Ciclinas G1 (ciclina D): actda junto con otras Cdk
(Cdk4 o Cdké) en el punto de control G1-S.

MPF




(EGF) Growth

factor

Sihtesis de ciclina D

Cell surface




Fromoter

et Activators
:"' Fgﬂ e, Gene
‘-f-'

Enhancer

TATA
o
Seneral
~ transcription
factors

s
o

Group of
Mediator proteins

DNA-bending
protein

[ > RNA
\ ol #!- Fokmerase ||

FIA
Faolyrmerase ||

—

Transcription RMNA synthesis

Initiation complex



Durante G1 _Proteina Retinoblastoma (Rb):
Permite paso de G1 3 S. En estado
hipofosforilado secuestra el factor de

_ ,( transcripcion E2F involucrado en la
IR oyl i
’ replicacion del DNA impidiéndole
l actuar.
NN
| ‘: - Hiperfosforilacién de Rb dada por
|  Cdk-ciclina G1 permite I3 liberacion de

E2F (factor de transcripcion)

aCtive
~gyelin D1 | protein
: . ool kinasa

O
Proteina RB j
3 ';E' in{la::'riua Rhb
active Rb E2F ) A
A
|

miveEzFAi: | - ClCllna A y E

sxpression of S-phase L

genas is inhibited expression of S-phase (Fase S)

genas is activated




Control Ciclo Celular

Cdk1/CycB
G
Cdk4, 6/CycD
Animal
cell
‘ Restriction
point
Cdk2/CycE

Cdk2/CycA

L3s  proteinas  quinasas
dependientes de  ciclinas
(Cdk) se asocian  con
distintas  ciclinas en las
diferentes etapas del ciclo
celular, formando el
complejo  Cdk-ciclina. L3
activacion de este complejo
dispara procesos que
conducen a la célula a través
de las distintas fases del ciclo.
L3 degradacion de las ciclinas
inactiva el complejo



PUNTOS DE CONTROL DEL CICLO CELULAR

CONTROL DE
LA METAFASE

iSe ha producido dafio en

el DNA?

\
iSe ha replicado todo el DNA?

iSe ha producido dafio en
el DNA?

iEs el entorno favorable? . —
{Estin todos los cromosomas

{Tiene la célula el alineados en el huso?
tamafo adecuado?

ICOMENZAR IFINALIZAR
CONTROL DE MITOSIS! MITOSIS!
LA FASE G,
CONTROL DE CONTROL DE
LA FASE S LA FASE G,

ICONTINUVAR
LA SINTESIS DE IENTRAR EN

DNA!
clcLo! o _ -
T [3 célula el
iSe ha producido dafio en dlene da cze ula el tamafo '
el DNA? Jdecuados
(Es el entorno favorable? '

iSe ha producido dafio en

el DNA?




UNUNAVZNON
Papel d@ P53 en Gl pun’co DNA damage

de control G,




- inactive p53
DMA darmage
hJ

ACTIVATION
T

[— —= [F
p53

A,
= H
k)

l ACTIVE pS3 BINDS TO

DMA

FEGULATORY REGIOM
OF &f GENE

s,
.
- I

TRAMSCEIFTION 1}
I 1 mRENA

TRANSLATION 4

Detencién del ciclo

celular

(las proteinas p53 y p21 requlan
hedativamente el ciclo celular)

p21 {Cdk
inhibitor protein)

ACTINE INACTIYE

3 phase cyclin-Cdk p21-5 phase cyclin-Cdk
comples comples



REGULADORES DEL CICLO CELULAR
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CICLO CELULAR Y PROLIFERACION:
REPLICACION DEL DNA Y MITOSIS
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