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Ciclo cellulare
Ogni cellula è in grado di dividersi, differenziare e morire.

La cellula in genere esce dal ciclo quando deve differenziare o morire.

Abbiamo interfase e mitosi, quest’ultima si divide in profase, metafase, anafase e telofase.

G0 e G1 sono alternative. Cellula che cicla va in G1, poi entra in S, G2 e infine mitosi. Una cellula che deve differenziare rimane in G0.

La scoperta che dentro il nucleo ci fosse DNA ha permesso di fare autoradiografia del DNA per evidenziare le cellule che ciclavano rispetto a quelle che non lo facevano. Le cellule che ciclano stanno duplicando il DNA e per questo che vengono evidenziate. La divisione tra mitosi e interfase era già nota.  Dopo la guerra si riuscì a stabilizzare le cellule, e a creare prime linee cellulari trasformate e stabilizzate. A questo punto si iniziò a capire alcune caratteristiche delle cellule in coltura. C’è una differenza tra cellule così dette normali e cellule trasformate. Se mettiamo cellule normali su una piastra esse riempono la superficie e poi si fermano. Questa si chiama inibizione da contatto. Ciò è tipico delle cellule normali e non tumorali. Questa è una regolazione del ciclo cellulare. Le cellule hanno un controllo del ciclo cellulare. Le cellule tumorali continuano a crescere a dismisura senza che badino a cellule vicine attaccate o meno. Gli esperimenti che sono stati fatti erano quelli di vedere come andava il ciclo cellulare nelle cellule in coltura. E’ possibile aver in coltura una popolazione di cellule sincrona, cioè cellule che fanno la stessa cosa contemporaneamente? Per far ciò si osservavano cellule in coltura e si vedeva che quando una cellula andava in mitosi si staccava dal substrato, si sfericizzava e poi si riattaccava al substrato. Solo alcune cellule si possono attaccare da qualche parte, non tutte come ad esempio i linfociti. Una delle prime linee cellulari tumorali immortalizzate si chiamano cellule Hela. Tali cellule in interfase sono adese al substrato ma quando vanno in mitosi si scollano dal substrato e sfericizzano. Se prendiamo la piastra e la rivoltiamo possiamo separare le cellule in base al loro ciclo. La vita del ciclo cellulare prevede una mitosi breve di circa 40 minuti rispetto all’interfase che dura anche giorni. In questo modo per scuotimento è stato possibile separare le cellule. A questo punto abbiamo cellule che escono dalla mitosi più o meno insieme così come le altre fasi. Questa sinconia dura solo per un pò perché a livello della mitosi vi sono varie sottofasi. 
Vari studi  hanno analizzato le proteine della cellula nelle varie fasi e ci si è accorti che soprattutto nella fase G1 abbiamo alcune proteine caratteristiche del ciclo cellulare. La fase G1 è preparatoria alla fase S e serve per accumulare basi azotate e altri componenti che servono per la duplicazione del DNA. E’ stato osservato che c’era un’alternanza molto regolare di un certo tipo di proteine. Si accumulavano in G1, scendevano in concentrazione fino a scomparire durante la mitosi e poi ritornavano durante la successiva fase G1. Tali proteine prendono il nome di cicline data la loro ciclicità. Aumentano durante l’interfase e dopo la mitosi scompaiono. Esse sono una sorta di orologio biologico perché la loro quantità regola l’orologio dell’entrata in mitosi. Le cicline si alternano e regolano i vari passaggi delle fasi del ciclo cellulare. Con dei reagenti chimici è possibile fondere delle cellule (glicol etilenico). Se fondiamo una cellula in fase S con una in G1, il nucleo della cellula G1 va in fase S. Questo vuol dire che il nucleo che va avanti nella via tira a se l’altro nucleo che sta dietro. A livello della cellula c’è qualcosa che influenza i citoplasmi. Le cicline sono molto regolate anche a livello di fosforilazione e defosforilazione (Chinasi-> enzimi che fosforilano; Fosfatasi-> defosforilano), questo è un meccanismo di regolazione molto comune. Le cicline sono tante e sono state scoperte soprattutto sul lievito creando mutanti dal punto di vista del ciclo cellulare. Dei ricercatori hanno scoperto i così detti geni CDC con vari numeri a seguito. Trovando questi si poterono scoprire anche i geni coinvolti in altri organismi. I geni di mammiferi si chiamano p34 (ad esempio) inceve di CDC. Questi geni sono le chinasi e non le cicline. Durante l’interfase abbiamo varie cicline che si alternano e vengono fosforilate da p34 (nei mammiferi) o CDC 2 (nel lievito). 

Una proteina, p34, fosforila e fa entrare in mitosi la cellula. In G1 la p34, che a sua volta è fosforilata, forma un complesso p34-ciclina che fosforila la ciclina. Quando si arriva in mitosi essa si stacca e quindi la ciclina fosforilata è oggetto di degradazione. Quindi dopo che la ciclina viene fosforilata e forma il complesso con p34, verrà rilasciata e degradata. La p34 desforilata da un enzima specifico rilascia la ciclina che viene degradata. E’ tale evento che determina il rilascio della ciclina che coincide circa con l’arrivo della mitosi. Per rientrare nel ciclo la cellula deve avere una chinasi che fosforila la p34 così che possa riformare il complesso con le cicline neosintetizzate dato che le altre sono state degradate. Quindi abbiamo chinasi, cicline e fosfatasi. Per questo motivo abbiamo lo schema particolare di cicline che aumentano e diminuiscono in concentrazione ciclicamente. Il complesso p34-ciclina è detto MIF (fattore che fa entrare le cellule in mitosi). P34 fosforila quando forma il complesso, quando p34 viene defosforilata stacca le cicline dal complesso che vengono degradate. Quest’alternanza regola il ciclo cellulare. 

Che succede negli oociti? Se prendiamo un oocita vediamo che c’è l’MPF(fattore che promuove la mitosi) -> quasi analogo a MIF (dovrebbero essere la stessa cosa). Si osserva che c’è ne è tanto! L’MPF per essere prodotto in termini sufficienti richiede tutta l’interfase. Se le cellule dell’embrione producessero MPF perderebbero molto tempo. Per fare un’interfase ci vuole molto tempo e quindi si favorisce un accumulo di grandi quantità di MPF per risparmiare tempo. Il CSF (fattore che stabilizza le cicline) è una sorta di freno a mano, inibitore. 

L’oocita produce tanta ciclina e p34 ma essi vengono stabilizzati fino a stare fermi anche per 40 anni. Questo serve per rendere veloci i primi cicli cellulari. Quando arriva lo spermatozoo c’è tutto quel casino di reazioni a catena che riguarda l’inositolo-trifosfato (IP3 che deriva dal fosfoinositol-difosfato a seguito dell’azione della fosfolipasi C) che va al suo recettore che fa uscire il calcio dal reticolo endoplasmatico (rivedi tutte le reazioni a catena). Quando il calcio viene rilasciato esso influenza vari enzimi calcio dipendenti. Tra questi abbiamo una categoria di proteasi che vengono chiamate calpaine, che vengono attivate appena dopo la fecondazione, circa un’ora dopo.

Le calpaine distruggono il fattore citostatico CSF. In questo modo grazie ai costituenti già prodotti le cellule possono dividersi rapidamente. Quando le cicline arrivano a 0 le cellule embrionali devono riaccumulare cicline da sole ma questo avviene di solito dopo la segmentazione. L’oocita quindi si carica anche di MPF. Se noi mettiamo nell’oocita un po’ di calcio attiviamo l’oocita per le cose dette prima. Le cellule embrionali durante la segmentazione non hanno l’interfase.

Abbiamo visto fino ad ora come la velocità fosse prediletta rispetto alla qualità a causa di selezione vantaggiosa. Nel ciclo cellulare normale (non embrionale) le varie fasi dell’interfase sono regolate dai così detti punti di restrizione (check point). Le cellule verificano in tali punti se tutto va bene. Ciò è importante per stare attenti a non fare errori. C’è ne è uno tra G1 e S. Oltre a quello ci stanno altri punti come quello tra G2 e M. Le cellule controllano che per entrare in S abbiano accumulato tutto quello che gli serve, come istoni, nucleotidi e nutrienti in generale. Questi punti di restrizione si basano su sensori, cioè enzimi e proteine che percepiscono se tutto quello che doveva avvenire in G1 è avvenuto correttamente. I sensori possono impedire alla cellula di andare avanti. Questi sensori sono i primi a mutare nel cancro e vengono detti oncogeni quando sono mutati. Un oncogene è una proteina mutata che perde la sua funzione e favorisce la proliferazione delle cellule tumorali. Una proteina importante PRB (proteina del retino blastoma) causa tumore a causa della sua mutazione e non rispetta bene questo punto di controllo. La PRB lega altre proteine. Un’altra è C-MYC, anche lui un oncogene importante per la regolazione del ciclo. C-MYC è una proteina in grado di capire se la situazione riguardante i nutrienti è buona. Se è buona manda la cellula avanti nel ciclo altrimenti la fa morire! E’ molto meglio eliminare una cellula che non va bene piuttosto che far andare avanti una che potrebbe causare danni. Queste proteine sono quindi molto importanti. Due proteine importanti per il check point a livello di una fase G1 tardiva sono C-MYC e PRB. Anche i virus che sfruttano le cellule sono spesso in grado di operare modifiche a livello di proteine del ciclo cellulare. Arrivate in G2 le cellule hanno un secondo check point che deve controllare che durante la fase di duplicazione non ci siano stati errori gravi. Anche quà abbiamo un sistema di proteine che controllano il DNA e vedono se la duplicazione è avvenuta bene. Queste proteine vedono se nella copiatura si sono formati dei buchi. Se il buco non è enorme queste proteine tra cui p53 (il più importante), p63, p73 (appartenenti alla stessa famiglia genica) bloccano l’entrata in mitosi. P53 è un fattore trascrizionale che fa trascrivere un gene detto p21 che lavora su chinasi e cicline, bloccando la degradazione delle cicline e quindi l’ingresso in mitosi. Nel frattempo p53 attiva le proteine del riparo del DNA che aggiungono delle basi, di solito delle A (quindi la copia non sarà identica ma almeno il buco sarà riempito). Il buco può causare grosse mutazione e danni in certi casi. Se p53 trova una voragine causa la morte della cellula. Fa sintetizzare delle proteine “promorte” che inducono la cellula ad andare a morire piuttosto che proseguire. Meglio perdere una cellula mutata che causare danni all’organismo. P53 è noto come il guardiano del genoma perché controlla se ci sono mutazioni e decide cosa fare-> o riparazione o morte.
Le cellule dell’embrione anche quando hanno cicline a livelli normali, cioè quando stanno circa a livello della gastrulazione, non fanno molti controllo in G1 e G2 ma il controllo viene fatto a posteriori perché cellule molto mutate moriranno. Solo all’organogenesi avanzata avremo un ciclo cellulare normale. L’embrione ha un ciclo cellulare particolare, esso accumula in auxocitosi MPF (=MIF) che viene bloccato dal CSF che dopo la fecondazione viene eliminato. L’interfase poi non avrà punti di restrizione. 
P53 è mutato in otre il 50% dei tumori perché manderebbe a morire le cellule tumorali. P53 è incompatibile con la crescita tumorale. Se prendiamo un p53 wild type e lo mettiamo in una cellula tumorale la cellula muore. Per avere un tumore servono molte mutazioni su vari punti. 

Come viene regolato il ciclo all’interno di un organismo?

Avremo una regolazione basata su fattori di crescita e recettori per questi. Questi servono a far crescere cellule in tutti i tessuti. L’acido retinoico in certi casi è un fattore di crescita. Molti fattori di crescita sono proteine che hanno recettori sulla membrana delle cellule. Se ad esempio abbiamo un epatocita in G0 e nel fegato alcuni epatociti muoiono, arriva una proteina fattore di crescita che trova il suo recettore. I fattori di crecita sono tessuto specifici. Ogni tessuto ha il suo, sono molto specifici. I fattori di crescita vengono prodotti da un’altra cellula che riceve il messaggio e produce il fattore che viene riconosciuto solo dalle cellule che hanno il recettore specifico. NGF è il fattore di crescita del sistema nervoso. Esso viene prodotto dalle ghiandole salivari. PDGF è il fattore di crescita derivato dalle piastrine. Esse producono questo fattore che stimola alcuni tessuti. EGF è un fattore di crescita importante perchè stimola molte cellule, serve anche per la formazione dell’arto durante l’embriogenesi. Queste proteine possono diventare oncogeni se vengono mutate. Un oncogene quindi non è solo una proteina all’interno della cellula ma, anche fattori di crescita e loro recettori possono diventare oncogeni. Il recettore della PDGF è una proteina transmembrana che forma un dimero con ponti disolfuro con un’altra subunità identica quando viene legato il ligando PDGF. Sotto al recettore si attiva una chinasi che allarga il recettore e fa riuscire il PDGF. Se il PDGF viene mutato forma un ponte diverso quasi a U e non lega bene il PDGF ma lo lega più giù, dentro una specie di tasca. Quando si attiva la chinasi il movimento che fa il recettore non è più sufficiente a far uscire il fattore di crescita mutato. Questo determina un costante segnale proliferativo dato che rimane incastrato al recettore. Una sola mutazione non è in grado di generare un tumore, servono più mutazioni a livello di diverse funzioni regolatorie. 
Ad esempio per avere un tumore al colon servono più mutazioni. Un prima mutazione deregola il ciclo cellulare e genera i così detti polipi che rimangono bloccati a questo livello di prima mutazione. In certi casi si può avere una seconda mutazione intracellulare ed avremo un atenoma di classe seconda che cresce ancora di più. Se su questo si perde il cromosoma 18 avremo una vera displasia, poi con una mutazione al cromosoma 17 avremo un carcinoma ovvero un tumore. Per diventare un vero tumore le cellule devono staccarsi per andare in altri siti. Un’altra mutazione determina lo scollamento delle cellule che non riconoscono più le proteine di adesione. Servono quindi circa 5 mutazioni sulla stessa cellula per avere un tumore vero e proprio.                                          

