2. Cicle cel-lular

MO1. Cultius cel-lulars



Reconeix les estructures cellulars i subcellulars i les seves funcions.
Caracteritza els diferents tipus de celules.

Reconeix les etapes del cicle cellular.

Descriu els principis de la genética cellular.

Descriu 1'evolucid historica dels cultius celulars.

Caracteritza les cellules primaries i les linies celulars.

Descriu metodologia per a garantir 1'asepsia en els cultius celulars.

Justifica la importancia de 1’asépsia en els cultius cellulars.



E1l cicle cellular s'inicia en 1'instant en que apareix una nova
i acaba en el

cellula, descendent d'una altra que s'ha dividit,
moment en que aquesta ceéllula, per divisidé subseglent,
noves cellules filles.

origina

Durant la 1interfase varia el grau de condensacié del material
genetic aixi com el contingut d'ADN, sense modificar-se el
nombre de cromosomes.

La fase M sol durar aproximadament 1 h en les cellules de
mamifers, mentre que la interfase pot tenir una durada de
dies, setmanes o fins i tot més temps, segons el llinatge
cellular i les condicions ambientals o fisiologiques 1imperants
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Gy: la célula

crece y realiza | S: rephcacnbn del

G,: la célula

/ crece y condensa
; dualmente su
- cromatina.

Fuente: Adnana Maria Salazar Montes, Ana Soledad Sandoval Rodriguez, Juan Socorro
Biologia F y i en las ciencias de

Ia salud, www.accessmedicina.com
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Periodo de crecimiento general Fase GO e
o del Cic

Fases del cicle cel-lular ®

Fase M é CICLO CELULAR Eﬁfmdm

- I n t e r -F a S e @ Mitosis E Los cromosomas se replican.

- Fase G1 ()””,j

- Fase S

- Fase G2 Fase G2 { '

C e 4 i Rer-mmiorh. a8
- Divisido cellular (o fase M)

-  Mitosi

- Citoquinesi
- Fase GO o de quiescencia



Fuente: Adriana Maria Salazar Montes, Ana Soledad Sandoval Rodriguez, Juan Socorro

Armendaniz Borunda: Biologia molecular. Fundamentos y aplicaciones en las ciencias de
la salud, www.accessmedicina.com
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G Fase S
Fase M : CICLO CELULAR Ocurre la Sintesis de ADN.
M it o SiS E Los cromosomas se replican.
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P
Fase G2 § &b
Continta el crecimiento. f acerca
La célula se prepara para la division. ciencia
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Divisio cel-lular o Fase M

Quins dos tipus de divisidé cellular existeix en les cellules
eucariotes?

- Mitosi

- Meiosi



Meiosis | Meiosis Il
A A
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—_—
Célula diploide e N
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del ADN Apareamiento de /
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Cuatro células
Mitosis haploides
A
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del ADN

La Célula, Cooper, 2002
ISBN 54-7101-356-8
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(before chromosome duplication)
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Cromosomas

Husos
mitéticos
iniciales

Centrosoma

Interfase
Cromatina

duplicada \ “

46 cromosomas 2 células hijas
46 cromosomas cada una



Fases - Resum alumnat



https://docs.google.com/document/d/1S_4ZXgMzkZaZoR2hqyROrpPr4kWeSqzwGGFtac9SNeo/edit

Pregunta Test

Es tenyeix una poblacié de cellules en proliferacio
amb un colorant que emmet fluorescencia quan s’uneix
al DNA. De manera que la quantitat de fluorescencia
és directament proporcional a la quantitat d’ADN.
Aquesta fluorescencia s’analitza mitjancant un
citometre de flux 1 s’obté el seglient grafic:

a) On esperarieu trobar les céllules que estan en:
- Fase G1
- Fase S
- Fase G2
-  Mitosi
b) Quina és la fase més llarga del cicle cellular
en aquesta poblacio?

Numero de células

> >

}1 2

Cantidad relativa de
DNA por célula



Citosinesi Animal

Cromosomas

PROGRESION
POR LA
FASE M

Microtabulos del

T Filamentos de actina y miosina
huso mitético

del anillo contractil



Citosinesi Vegetal

\__——-—// / Microt(bulos

en interfase

en formacioén fragmoplasto

Pared nueva \__——-—-—/ Microtibulos jy

Vesiculas
derivadas
del Golgi
l[—— /
(D) |
Membrana  Pared celular Fragmoplasto Nueva pared celular e
plasmatica original completada

(A) Telofase (B) Citocinesis ©) G,



B membrana plasmatica

citoplasma

"~ anillo periférico
contractl

microtabulos

" material
electrodenso

membranas
plasmaticas
red primaria nuevas
paredy 3

membeana
plasmitica

vesicuias

pared primana de
las células hijas

Angel Miguel B.H.




REGULACIO

El cicle cellular és un procés altament complex que requereix d'una alta precisid en
els punts de control, per a evitar duplicacions innecessaries de 1'ADN, aixi com
impedir que una ceéllula que presenti errors en 1'ADN continui duplicant-se, ja que aixo
pot conduir a una transformacidé maligna.

Es important conéixer els punts de restriccié de cada fase del cicle cellular, ja que
d'aguesta manera podem aclarar la seva importancia i usar-los com a possibles dianes
en 1'Us i desenvolupament de farmacs dirigits contra cellules tumorals i poder
minimitzar 1'efecte sobre ceWules normals.

El camp de recerca de cicle cellular és ampli, i s'interrelaciona amb altres fenomens
biologics com la senescéncia i l'apoptosi, encara que aquesta relacié és difusa en el
cas de senesceéncia, per la qual cosa es requereix aprofundir més en aquesta relacio.


https://youtu.be/oj2dFmuFcFk

Factors EXTERNS que intervenen en la regulacio del cicle cel-lular

Falta de nutrients Hormones
Canvis de T Factors de creixement
Canvi de pH

Presencia de cellules contigues
Poden estimular la mitosi

Poden aturar el
creixement i la divisid




Factors INTERNS de regulacio del DNA

El cicle cellular esta regulat a través de la fosforilacié i la degradacié
d’unc complexos de proteines formats per:

- Una subunitat reguladora: CICLINES
- Una subunitat catalinitica: QUINASES

Les ciclines varien la seva concentracié de forma ciclica a mesura que la
cellula avanca en el cicle cellular.

Una quinasa (kinasa) és un enzim que és capa¢ de modificar altres
molecules mitjancant 1’addicié de grups fosfats de 1’ATP, és a dir,
mitjancant fosforilacidé. Les anomenarem CDK (kinasa depenent de ciclina)
ja que només actuen gquan estan unides a una ciclina.
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CHECK POINTS

- ¢Se ha replicado todo el DNA? ¢Estan todos los cromosomas
correctamente unidos al huso mitético?
;Se ha reparado todo el dafio del DNA?
G 2/ M M SEPARACION DE
I INGRESO EN MITOSIS CROMOSOMAS DUPLICADOS

. INGRESO EN FASE S

¢ Es favorable el entorno?

G1/S



\P(//VTO DE CONTROL GA

Verifica:
- Daio al ADN
- Integridad de la replicacion del ADN

PUNTO DE CONTROL 61
Verifica:
- Tamaiio de lo. celula.
- Nutrientes PUNTO DE CONTROL
- Factorec de crecimiento DEL HUSO J
- Daio of ADN '
Verifica:
- Acoplamients del
cromosoma af huso

en la placa
metafdcica

p—




Punts de control (Checkpoints)

- G1l: determina si totes les condicions sén favorables perque continui
la divisidé cellular. Es un punt en el qual la célula es compromet
irreversiblement amb el procés de divisido celular.

- G2: s’assegura que tots els cromosomes s'hagin replicat amb precisid
sense errors ni danys. Si detecten problemes amb L1'ADN, el cicle
cellular es deté i la cellula intenta completar la replicacié de 1'ADN o
reparar L'ADN danyat.

- M: controla al final de la metafase, determinant su les cromatides
estan unides correctament a les proteines del fus mitotic i per tant
aquestes es separaran de manera correcta.



Presentacio alumnat



https://docs.google.com/presentation/d/1q6T3v-rQbuccA-vB5H91P0SXiraix6tnY834jsurUp0/edit?usp=sharing

Ciclines-CDK

Es coneixen 6 complexes
CDK-Ciclina que intervenen
en la regulacio del cicle
cellula.

Cadascuna d'elles s'activa
en determinades fases del
cicle cellular, i algunes
depenen del tipus de
teixit.

Ciclo de expresién de la ciclina
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Fase G1 Fase S Fase G2 Fase M i
Cyclin Expression Cycle
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G1 Phase

S Phase G2 Phase Mitosis



https://cnx.org/contents/GFy_h8cu@9.87:abji7vNQ@6/Control-of-the-Cell-Cycle
https://cnx.org/contents/GFy_h8cu@9.87:abji7vNQ@6/Control-of-the-Cell-Cycle

La presencia de CDK és constant, pero la seva activacié
depen de la periodicitat de les ciclines que es van
sintetizant i degradant de manera controlada.

L’activacidé i inactivacio succesiva del complexes
Cdk/ciclina té una conseqliencia:



Actividad de
M-Cdk

Concentracion de
ciclina M

L'acumulacié de ciclines ajuda a regular l'activitat de les Cdk. La formacié de complexos actius
ciclina-Cdk 1impulsa diversos esdeveniments del cicle cellular, entre els quals s'inclou l'ingrés
en la fase S o en la fase M. La figura mostra els canvis en la concentracié de ciclines i
1'activitat de proteina quinasa de Cdk responsables de controlar 1'ingrés en la fase M. L'augment
de la concentracidé de la ciclina pertinent (denominada ciclina M) ajuda a dirigir la formacid del
complex ciclina-Cdk actiu (M-Cdk) que impulsa l'ingrés en la fase M. Encara que l'activitat
enzimatica de cada tipus de complex ciclina-Cdk augmenta i disminueix durant el curs del cicle
cellular, la concentracidé del component Cdk, no.



MEP (Factor promotor de la

Fosfatasa
Cdc25 | ' - -
inactiva — m |tOS |)
Eosfatasa - RETROALI- El gomplex M—Cdk activat activa
Cdc25 [P \ MENTACION indirectament més M-Cdk, la qual
activa -, - POSITIVA cosa crea una bucle de
s retroalimentacié positiva. Una
Fosfatos I vegada activat, el M-Cdk
inhibidores , fosforila, i per conseglient
\ 2P activa, més fosfatasa activadora

de Cdk (Cdc25).
o9

Aquesta fosfatasa pot activar
més M-Cdk, eliminant els grups
fosfat inhibidors de 1la
subunitat CDK

M-Cdk M-Cdk
inactivo activo



G,/S-cyclin S-cyclin M-cyclin
ﬂ A /-\\;
start ‘ ' '
T O @ A @
“ “’cydin “ -

G,/s-Cdk  S-Cdk M-Cdk

Figure 17-16 Molecular Biclogy of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)




RBgU'ﬂdOI'S G1/s-cdk

- G1l: determina si totes les condicions sén favorables perque continui
la divisidé cellular. Es un punt en el qual la célula es compromet
irreversiblement amb el procés de divisid cellular. g_cqk

- G2: s’assegura que tots els cromosomes s'hagin replicat amb precisid
sense errors ni danys. Si detecten problemes amb L1'ADN, el cicle
cellular es deté i la cellula intenta completar la replicacié de 1'ADN o

1
reparar L'ADN danyat. M-cdk

- M: controla al final de la metafase, determinant su les cromatides
estan unides correctament a les proteines del fus mitotic i per tant
aquestes es separaran de manera correcta. APC



A
-“:f“l Degraded
A?f G, Cyclin

Test s

Activated G,

Cyclin/CDK
—_—— Complex
G
t ! Mltotlc
Cyclin

En base al diagrama, quin dels segiients descriu millor | ‘

1'efecte d'una toxina que impedeix la produccié de 1la

ciclina G1? G, Cyclin Mitosis Activated Mitotic
Cyclin/CDK Complex
A. La ciclina mitotica reemplacaria funcionalment a la
ciclina Gl1, la qual cosa permetria que la cellula .qgg?o
continués dividint-se normalment QS | Degraded

Mitotic Cyclin

B. La replicacidé de 1'ADN seria inhibida, la qual cosa
faria que la ceéllula deixés de dividir-se

C. Es bloquejaria la transicié a la mitosi, la qual
cosa causaria que la cellula deixés de dividir-se

D. Els punts de control del cicle cellular serien
ignorats, la qual cosa faria que la céllula es
esdevingués cancerosa
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Control de Dany al DNA

Quan el DNA esta danyat, proteines kinases
especifiques responen activant la proteina
p53 i detenint la seva degradacidé que, en

cas contrari, és rapida.

Per conseglent, s'acumula proteina p53
activada que estimula la transcripcid del
gen que codifica a la proteina inhibidora
de Cdk (p21).

La proteina p2l1 s'uneix a G1/S-Cdk i S-Cdk
i les desactiva, de manera que el cicle
celular es deté en G1.

' Quines podrien ser les conseqiiencies d’una céllula si
:repliqués DNA danyat abans de reparar-10?

LOS RAYOS X
DANAN EL DNA

DNA

|

ACTIVACION DE PROTEINA
CINASAS QUE FOSFORILAN A
p53, LO QUE LA ESTABILIZA Y
p53 LAACTIVA

P
\ l O - l’: p53 activada,
[ estable
LA pS3ACTIVA SE
UNE A LA REGION
REGULADORA DEL
GEN p21
EN AUSENCIA DE P <7
DARNO DEL DNA, ps3 4 “
ES DEGRADADA EN W Gen p21
LOS PROTEASOMAS = = =
= | ¢ j==:1
TRANSCRIPCION 1
e mRNA de p21

TRADUCCION  §

p21 (proteina
1 inhibidora de Cdk)
D a

ACTIVO INACTIVO
G,/S-Cdky Complejos de
S-Cak G,/S-Cdk y S-Cdk
con p21



Després de la generacidé d'un error en 1'ADN, les cellules activen una
cascada d'esdeveniments coneguts com a resposta al dany de 1'ADN (RDA)
per a coordinar, d'una banda, la reparacidé del dany i, d'altra banda,
la detencid transitoria de la progressio del cicle cellular fins que el
mal s'ha eliminat integrament.

Si el dany de 1'ADN no es repara, les cellules entren en un estat
permanent de senescencia cellular. L'activacidé RDA s'ha observat en
resposta a diferents estimuls: agents genotdoxicos, l'escurcament o 1la
disfuncidé dels telomers i 1'activacio d'oncogens.



LOS RAYOS X
DANAN EL DNA

o
II

]
|
ACTIVACION DE PROTEINA
CINASAS QUE FOSFORILAN A
P53, LO QUE LA ESTABILIZA Y
ps3 LA ACTIVA
| M2 ps3 activada,
L~ estable
LA pS3ACTIVA SE
UNE A LA REGION
REGULADORA DEL
GEN p21

Sirres: h'&-”__ p53 inhibeix cdk indirectament —

AR S detencio cicle cel-lular

TRADUCCION

p21 (proteina
l inhibidora de Cdk)
‘D
ACTIVO

INACTIVO
G,/S-Cdky Complejos de
S-Cdk G,/S-Cdk y S-Cdk

con p21



Como bloquean Ia division celular
los genes supresores de tumores

B punto de control G se pasa cuando unas proteinas especiales del ciclo celular,
la cicking y Cdk, colaboran para liberar ¢l E2F de la Rb. Bl facror de transcripcién
iberado actva a continuacidn los genes que inlcan el proceso de division celular

Cupyrigin The McGreow M Corrmpranies. Ing


http://www.youtube.com/watch?v=lTVxTdrqkxA

Apoptosi

/

apoptocis @

daiio irreparable

al ADV

célula continda
dividiéndose

| 7w R1ESG0 DE CANCER] |

PUEDE CAUSAR CANCER

L'apoptosi elimina les cellules amb DNA
danyat, teixits infectats, regula unes certes
cellules del sistema immunitari (els limfocits
B i T) per a evitar un autoatac, és part
integral del desenvolupament dels teixits,
regula la quantitat de cellules que componen
un organ o teixit, manté 1'homeostasi
mitjancant l'activitat coordinada dels
productes de gens que regulen la mort
celtlular.

Mort cellular programada vs necrosis



Té 1loc durant les primeres etapes de
desenvolupament per a eliminar les celules
innecessaries, per exemple, les que es troben
entre els dits quan es desenvolupa una ma.

En els adults, 1'apoptosi s'utilitza per a
desfer-se de les cellules que han estat danyades
irreversiblement.

En els organimses adults és imprescindible per
mantenir la mida constant, mantenint un equilibri
entre la proliferacicé i 1’apoptosi.

Quan aquest equilibri es troba alterat, aixo pot
donar 1loc a una divisié cellular +incontrolada 1,
per conseglient, a un procés cancerigen.

APOPTOSIS

Cell begin Formation of blebbing
apoptosis

Nucleus

(@,

condensing
I
Apoptotic body @
L4
- ,‘@m% P

Partition of
cytoplasm and

nucleus into
apoptotic bodies



Puntos rojos muestran células en proceso de apoptosis

%

Pata de raton en desarrollo, Pata de ratdén en desarrollo,
dia embridnico 12.5 dia embridnico 13.5



(VIADE EJECUC!ON)

Achvacion de endonucieasas, degradacion de ADN
cromosOmico, activacidn proteasas,
alleraciones en ciloasqueloto

'

Camblos citomorfologicos (Tabla 1)

Figura 1. Representacion esquematica de las vias de sefializacion celular de activacion de apoptosis en una
célula. Las principales vias son la extrinseca y la intrinseca, las cuales activan la via de ejecucion.



Senescencia

La senescencia cellular és un estat de detencid replicativa permanent que
permet que les cellules es mantinguin viables i metabolicament actives, pero
resistent als estimuls apoptotics i mitogenics.

La senescencia és una conseqléncia natural de la replicacié de 1'ADN dels
telomers associada a l'erosid, pero també pot ser induida pels esdeveniments
de manera prematura com ara falta de reparacidé de trencament de 1'ADN de doble
cadena.

Marcadors validats especifics poden 1identificar les celules senescentes,
incloent-hi 1'activitat associada: S-B-galactosidasa associada a senescencia,
alteracions de la cromatina, canvis en la morfologia cellular, pl6 activada
(estabilitza a p53) i p53 (que pot activar a ATM, que inicia la resposta de
dany genetic) i la detencid del cicle cellular permanent.



Estrés oxidativo ! MDM2 ——— ps3 —» p2i
Oncogenes Sefializacion / \‘ Detencion

del ciclocelular
Telomerasa inactiva Senescente \ /\ en G1
Dario al ADN i pI6. —* pRB— EXF

Figura 2. Diagrama de las dos vias de sefializacion intracelular en el fenomeno de senescencia celular.

Posterior al arresto del ciclo celular se genera un fenotipo senescente.
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Mitogen: factors que estimulen la

divisid cellular

Una de les maneres en qué els mitogens estimulen
la proliferacidé cellular és la 1inhibicié de 1la

proteina Rb.

En abséncia de mitogens, la proteina Rb
desfosforilada manté a determinats reguladors de
la transcripcid en estat +inactiu.

La unidé de mitogens a receptors de la superficie
cellular activa vies de senyalitzacid intracelular
que indueixen la formacidé i 1'activacid de
complexos G1-Cdk i G1/S-Cdk.

Aquests complexos fosforilen, i en conseqléncia
desactiven, a la proteina Rb; aixo allibera els
reguladors de la transcripcidé necessaris per a
activar la transcripcié dels gens requerits per a
ingressar en la fase S.

Receptor de mitbgeno
activado

A a
/"‘\

Via de 1
sefializacion 1

CITOSOL intracelular ;

ﬂUCLEO LY \

G,-Cdk y G,/S-Cdk Proteina Rb
activados inactivada

Proteina Rb
activa P

\

:Regula'do%de la W Regulador de la
ranscripcion 4/ transcripcion activo
inactivado ‘ =

|
[ EE—

DE Rb PARA EL INGRESO

=
|
FOSFORILACION TRANSCRIPCION DE GENES
\ EN LA FASE S /




Si una linia cel-lular s'immortalitza significa que ha

nerdut el control en la regulacio del cicle cel-lular?




Com és el cicle cel-lular dels cultius? - Immortalitzacio

Hi ha diversos mecanismes per

immortalitzar cultius:

Us d’oncogens (E6 i ET7)
Inhibicid p53

Introduir telomerasa
catalitica

Alterar checkpoints,
inactivant pRb 1 p53

E2F + Rb

Checkpoint Go
\
CDK4/6

I \
p21
— pl16

E2F-Rb P cyclinD p27



It is important to note that not all immortalized cells will retain the
same characteristics as the primary cells and often times

characterization experiments are performed on the newly established
cell lines to determine their usefulness in research settings.




Descontrol del cicle cel-lular — Cancer

—_— | SERIE HIPOTETICA DE MUTAC IONES QUE LLEVAN AL CANCER |

mutacion inicial inactiva

requlador negativo del ciclo celular
N

'L ciquiente mufacion sobreactiva
fad. itive del ciclo celult
regulador pocitive del ciclo celular
N
!

tercera mufacion inactiva un

@ factor de estabilided del genoma
N

~L otras mutaciones se
\alc«mu/an rdpidamente

@)
célula canceroca.
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PRACTICA MITOSI CEBA




