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Classic Experiment: Rao and Johnson
Nuclear fusion
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Conclusion: Mitetic nuclei release
mitosis-promoting factor that
affects all interphase nuclei




| lieviti

Yeast: genetic key to the cell cycle
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Il lievito gemmante S. cerevisiae

Buds normally develop close to the last
bud (bud polarity)

http://www-micro.msb.le.ac.uk/video/Scerevisiae.mov




Cosa e I’analisi genetica nel lievito

L’'idea base ¢é stata quella di identificare i geni necessari per la
regolazione del ciclo cellulare studiando i mutanti.

Punti forti a) i lieviti sono aploidi; b) le mutazioni da cercare sono
qguelle che bloccano la divisione; c) usare mutanti condizionali per
la temperatura: le proteine mutate non funzionano a 37°C, a 23°C

*Usando le metodiche di complementazione, e possibile vedere
quanti sono i geni implicati in un determinato blocco. Ad es., tutti |
mutanti che si bloccano in G, corrispondono ad altrettanti geni?
*Usando le metodiche di epistasi si combinano tra loro gli effetti di
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Microp%

@ Siestrae il citoplasma # Questo citoplasma @ Eindotta la mitosi @ Lacellula diventa
da una cellula uovo matura e iniettato in un oocita un uovo maturo

Figura 17-32
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Figura 17-33
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privi di membrana di ovociti

Aggiunta di mRNA della ciclina l
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La funzione di Ras nella progressione di G, nel lievito

G1 REGULATION IN YEAST
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| segnale di Ras negli eucarioti superiori

. Growth factor

! z EXTRACELLULAR SFACE
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Ser/Thr kinase
activation
cascads

Exchange
factors a

. Receptor binds growth factor

9 Receptor autophosphorylates tyrosine residue

o Phosphorylated receplor recruils exchange
factors that stimulate GDP-GTP exchange
on Ras

o Ras activates cacade of mitegen-activated
protein kinasas

e Transcription factors are phosphorylated and
bind to specific DNA sites, activating gene
transeription

Transcription
factor
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The p53 tumour suppressor protein
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structural orgamization of p3J protein
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P53, Il guardiano del genoma

P53 contiene all’N-terminale un forte dominio di attivazione genica;
In forma di tetramero si lega al DNA in maniera specifica. Oltre ad
attivare la trascrizione dei geni in cui e presente il suo elemento-
risposta, e in grado di inibire la trascrizione di altri geni.

Diversi virus tumorali esprimono prodotti che si legano a p53 e ne

Nelle cellule, p53 puo associarsi ad una proteina di 90kD, il prodotto
del’oncogene mdm-2, che e amplificato in molti tumori. Il legame con

mdm?2 inattiva le funzioni di p53 (inibizione, avvio alla distruzione,
sequestro nel nucleolo...)

Alti livelli di p53 (normale, non mutante) portano all’arresto del ciclo
cellulare e/o all’apoptosi. Come fattore del checkpoint, la sua
funzione equivale a quella del gene fad9 del lievito.
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Gli inibitori del complessi ciclina-kinasi

CYCLIN-DEPENDENT KINASE INHIBITORS
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Genotoxic Stress
UV Light
DNA Damage
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La proteolisi come metodo di controllo in metafase
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|l controllo della replicazione del DNA

Gdc‘IB

[aka COCE) M ChA
dd’[‘l proteins

preRC

Ciigin assembfyactivatian

active
replication cohesin
:T s (1o £l

el i atmg
repl. %Grk

Cingen BAng Cinigin inachivation



.\ Abnormal
"/ spindle

Kytokinesis

Missing Extra
chromosome chromosome




Spindle defects
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|_a rete che controlla I’uscita dalla mitosi

oLa rete di controllo dell’uscita dalla mitosi (MEN) coordina APC con
I’inattivazione delle kinasi. Consiste essenzialmente in una cascata di
Kinasi attivata da GTPasi, che porta all’attivazione della fosfatasi
CDC14.

*Nel lievito gemmante, la cascata ha inizio con lo spostamento di uno dei




