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Regulace bunecného cyklu



Historie objevu bunécného cyklu

,When a cell arises, there must be a previous cell,
just as animals can only arise from animals and plant from plants.”

Rudolph Virchow, 1858

V roce 2001 udélena Nobelova cena za fyziologii nebo |ékarstvi
za objevy v oblasti bunécného cyklu.

Leland Hartwell objevil specifické geny, které fidi bunécny cyklus
zavedl pojem kontrolni body bunécného cyklu

Paul Nurse identifikoval cyklin-depenentni kinazy
prokazal jejich evolu¢ni konzervativnost

Timothy Hunt objevil cykliny
prokazal jejich degradaci béhem bunécného cyklu

Sir Paul M. Nurse



Déleni buneéek

VSechny bunky pochazi z jiz existujici buriky.
Mnozeni bunék probiha prostrednictvim bunééného déleni.
Prokaryota
e pricné déleni bunék
e tvorba nové bunécné stény mezi kopiemi bakterialniho chromozomu
Eukaryota
* na zacatku vyvoje mnohobunécného organizmu je jedina bunka

« déleni bunék nezbytné pro
- rast organizmu
- nahradu poskozenych a starych bunék
- Sireni genetické informace: mitdza, meioza

* pred vlastnim rozdélenim se burika musi zvétsit,
zduplikovat chromozomy a zajistit jejich presné
rozdéleni do dcefinych bunék

* koordinace téchto procesll probihd v ramci
bunééného cyklu

v

« déleni bunék je pfisné rizeno, aby se zachovala
jednota mnohobunécného organizmu

e ztrata kontroly déleni vede k abnormalnimu
vyvoji a mlze byt pri¢inou nadoru




Bunécny cyklus

* cyklus Zivotnich proces( bunky, které zacinaji jejim zrozenim a konc¢i tvorbou dcefinych bunék
* presnd ndvaznost bunécnych procesu, dvé odlisné faze:

Interfaze
 rast bunky, duplikace organel, zvySeny metabolismus

G1 prvni rastova faze, aktivni syntéza RNA a protein(
bunka hromadi energii a pripravuje se na syntézu DNA
(replikacni proteiny, histony)

S syntéza DNA, duplikace chromozomU

G2 druha rlstova faze, pokracuje syntéza RNA a protein(
rast bunky a priprava na M fazi (mitotické vieténko)

S
(DNA synthesis)

M faze

* mitdza (rozdéleni jadra) a cytokineze
(rozdéleni buriky)

* kondenzace chromatinu

MITOZA

CYTOKINEZE

Sesterské

* rozpad jaderné membrany chromatidy
* tvorba vreténka a kinetochor(
* separace chromatid e ==
* rozpad vreténka ,
. Kondenzujici Centromera Mitotické Separ:;:osn(‘e';tt?drsk\]ch Tvorbgu(:‘c::inych
* dekondenzace chromatinu i vieténko

* tvorba membrany, rozdéleni buriky



Bunécny cyklus

Syntéza DNA béhem bunécného cyklu

» veskera struktura a funkce bunky jsou kddovany DNA

* pri déleni musi kazda bunka ziskat kompletni genetickou informaci

* DNA se replikuje pred vlastnim rozdélenim buriky

* dochazi k duplikaci chromozom

* bunka v G2 fazi ma 2x vyssi obsah DNA nez v G1 fazi

* vzniklé kopie chromozomu jsou spojeny v oblasti centromery, tvori
sesterské chromatidy, které se pri déleni jadra oddéluji
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Bunécny cyklus

Casové naroky bunééného cyklu

Bod restrikce

(rGstovy faktor, mitogen)

rychlost bunééného cyklu je uréena vnitfnimi a vnéjsSimi stimuly

bunky s vyraznou specializaci bez schopnosti se délit (neurony, svalové
bunky, ¢ervené krvinky)

bunky, které se déli jen za urcitych podminek (jaterni bunky, lymfocyty)
rychle se délici buriky (epitelidini, krevni kmenové bunky)

vétéinu doby zabird interfaze, podle typu buriky m@Ze trvat hodiny, dny, ce"cy:fphase R
tydny, mésice, roky s 75

kvasinky 1,5 - 3 hod, stfevni epitel 12 hod, savci fibroblasty v kulture 20
hod, savdi jatra cca 1 rok
proliferujici lidska burfika ma cca 22 hodinovy cyklus

bunka, ktera se prestane délit, vstupuje do klidové faze GO
variabilita dana délkou G1 faze

v pozdni G1 fazi
na prechod z faze G1 do S je potrfeba mimobunécny signal

bez tohoto signalu bunka cyklus opusti a vstoupi do GO

Bod restrikce

f

Rustové faktory




G1 faze

* prvni rastova faze po rozdéleni bunky, navazuje na cytokinezi
* burika potfebuje dosdhnout pivodni velikosti buriky materské
* u ranych embryi chybi faze G1 a G2, burika se déli a zmensuje

2 buriky 4 burniky 5 bunék 6 bunék 8 bunék 10 bunék

* tvorba cytoplazmy a novych organel, syntéza RNA a strukturnich i regulacnich proteint

* priprava bunky na S fazi - syntéza replikacnich proteint a histont

* bézna metabolicka aktivita

 délka zavisi na typu buriky, dostupnosti Zivin a rlistovych faktord, pritomnosti inhibitord proliferace
e v optimalnich podminkach 9 - 11 hod

» geneticky materidl ve formé dekondenzovaného chromatinu, 2n molekul DNA (46 u lidi)

* bod restrikce citlivy na vnéjsi faktory, 1. kontrolni bod bunééného cyklu

* na konci faze se bunka rozhoduje, jak bude pokracovat

i) vstup do GO faze: klidova faze, burika se nedéli
absence rastovych faktor(l, senescence, diferencované buriky

ii) vstup do S faze: po prekondni bodu restrikce, burika navazuje dalsSim bunécnym délenim

http://unexpected-grace.blogspot.cz/2013/06/day-3-update.html



S faze

* semikonzervativni replikace DNA

* v ramci replikont zaloZeny v mistech ori obousmérné replikacni vidlice
* replikacni proteiny - iniciacni proteiny, helikazy, polymerazy, RNazy, ligazy, telomeraza
* syntéza DNA vyzaduje templatovy DNA rfetézec a RNA primer

* vedouci retézec tvoren kontinualné, opozdujici se fetézec pres Okazakiho fragmenty
* replikace koncUl linearnich chromozom{ zajisténa telomerdzou
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* spravnost replikace zajiSténa presnosti a proofreadingovou aktivitou DNA
polymerazy, opravou chybného parovani bazi
* zdvojeni genetického materiadlu, chromozomy slozené ze sesterskych chromatid




G2 faze

druha rlstova faze, premitoticka faze

syntéza protein(l a tvorba organel, soustavna pfiprava na M fazi
syntéza protein(i mitotického vieténka, duplikace centriolu
zreplikovany geneticky material, 2 x 2n molekul DNA, dvé sesterské chromatidy v chromozomu
dekondenzovany chromatin

2. kontrolni bod bunééného cyklu, kontrola celistvosti DNA a spravnosti replikace

Centriola

* parova organela eukaryotické bunky, neni v bunikach rostlin a hub

* schopna samostatného déleni

* devét trojic mikrotubull kolem centralni dutiny

* dvé spojené vzajemné kolmo orientované v M a G1 fazi

* duplikace v S a G2 fazi, ve vzniklém paru vidy jedna centriola plvodni a jedna nova
* spolu se svym okolim tvofi centrozom, ktery organizuje mitotické vieténko

Triplet mikrotubull

PFi¢ny fez centriolou rl’ aseparace

™ e Y

Spojovaci
vldkna

M / brzka G1 S Mitéza

http://www.nature.com/nrm/journal/v8/n6/fig_tab/nrm2180_F2.html
http://novazeme.ning.com/forum/topics/tajemstv-skryt-ho-v-dom?xg_source=activity http://www.osel.cz/8311-jsou-centrioly-nositelkami-informace.html



M faze

* zahrnuje déleni jadra (mitdza, karyokineze) a cytoplazmy (cytokineze)
* na zakladé zmén v morfologii a chovani chromozom{ mitdza rozdélena do 5 fazi

1) Profaze

* kondenzace chromozom( do podoby viditelné svételnym mikroskopem
» sesterské chromatidy spojené v oblasti centromery

* posun centrozom( na opacné strany burky

* v centrozomech zahajena tvorba mitotického vreténka

2) Prometafaze (pozdni profaze)

---------------------------------

Inner '
kinetochore |
Cuter i
kinetcchore

* tvorba kinetochord na chromozomech
- velky proteinovy komplex v oblasti centromery
- umoznuje vazbu chromozom( na mikrotubuly vieténka
- vnitrni vrstva rozpoznava a vaze centromerovou DNA -
- prostfedni vrstva spojuje vnéjsi a vnitfni vrstvu ‘. éilc?r::as
- vnéjsi vrstva se vaze k (+) konclm mikrotubul(l, obsahuje o
motorové proteiny, vychazi z ni vlaknita korona




M faze

2) Prometafaze (pozdni profaze)

* rozpad jaderné membrany a jadérka
* ustdleni pozice centrozomU na opacnych stranach bunky
* pohyb chromozémU do stfedu buriky

* tvorba mitotického vreténka
- polarita tubulinu: (-) konec v centrozomu, (+) konec roste na opa¢ném konci
- dynamickad struktura, zkracovani a prodluzovani (de)polymeraci tubulinu
- po rozpadu jaderné membrany (+) konce vieténka kontaktuji kinetochory

- kinetochorové mikrotubuly: pfipojeny ke kinetochoriim
- polarni mikrotubuly: pfipojeny k tubulim z opacného pélu vieténka
- astraIni mikrotubuly: pfipojeny k proteindm plazmatické membrany

Kinetochorové
mikrotubuly

Astralni
mikrotubuly
Polarni

?"‘)
mikrotubuly
/ W

d Dynamika tubulinovych podjednotek

(+)

(+) Centrozom




M faze

3) Metafaze

» dokoncena kondenzace chromozomu

* chromozomy taZzeny / tlaceny kinetochorovymi mikrotubuly

 sefazeni chromozomu v ekvatoridlni roviné mezi pdély vieténka (metafazni desticka)
 sesterské chromatidy kazdého chromozomu pfipojeny k opacnym pélim vieténka

* sestaveni karyotypu z bunék zastavenych v metafazi (kolchicin)
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M faze

4) Anafaze

* rozdéleni centromer, separace sesterskych chromatid .

* pohyb chromatid k pélim vreténka | subynt
- zkracovani kinetochorovych mikrotubult ’
- vzdalovani poll vieténka
- Ucast motorovych protein(

* u kazdého pélu vreténka shromazdéna stejna sada
genetické informace, zaklad dcerinych bunék

Kinetochore MT
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Pohyb chromozomi
k p6lim vieténka

Vzdalovani polu
vieténka

5) Telofaze

* pokracuje prodluzovani poldrnich mikrotubuld, pfiprava na cytokinezi
* chromozomy, které dorazily k példm vreténka, zacinaji dekondenzovat
* rozpad kinetochor(, rozpad mitotického vieténka, tvorba jadérka

* obnova jaderné membrany kolem sady sesterskych chromatid




Jaderna membrana béhem M faze

Profaze Metafaze

..

Rozklad jadernych pé6ra
a jaderné laminy

Kondenzace chromatinu

F tace jaderné Tvorba ER s proteiny
ragmentace jaderne jaderné membrany
membrany

Brzka anafaze Pozdni anafaze Telofaze

Sestavovani jadernych

péri a piprava lamind Tvorba jaderné

membrany
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Cytokineze

* rozdéleni cytoplazmy po rozdéleni chromozom k opa¢nym pdlim vieténka

* ukoncuje bunécné déleni, vznik dvou identickych dcefinych bunék, mensich nez bunka materska
nemusi po mitéze vidy ndsledovat, replikace a déleni jadra bez cytokineze (endocykly)

napf. brzka vyvojova stadia D. melanogaster

Zivocisna burika
* kontraktilni prstenec z aktinovych filament
* stahovani prstence v pritomnosti myozinu a ATP tvori délici ryhu

Rostlinna bunka
* bunécéna desticka mezi dcefinymi bunkami
* tvorba desticky z materidlu dopraveného z GA (polysacharidy, glykoproteiny)

Zivodi$na burika

Rostlinna bunka

Daughter AT

5 pm
Pavodni R
é destitky  punééna sténa Dcefiné buriky

e xx

Délici ryha 500 pm

Kontraktilni prstenec Dcefiné burky




Evoluce mitdzy

Yy s Bakterialni chromozom
Bunécna sténa

WS L
i (i ,;.}J";) Plazmaticka
— ~\""’ membrana

Pocatek replikace
oriC

Bakterialni chromozom

Dvé kopie oriC

Jaderna membrana

Kinetochorové mikrotubuly

Jaderna membrana

Kinetochorové mikrotubuly

Centrozom

Fragmenty jaderné membrany

d) Vétsina eukaryot

https://www.studyblue.com/notes/note/n/ch-12-mitosis-lecture/deck/6936213 http://slideplayer.com/slide/273141/
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Nepohlavni rozmnozovani
* jedna bunka se déli a vznikaji dvé nové, identické dcefiné buriky
* napr. mitdéza, binarni déleni

Pohlavni rozmnozovani
* spojeni dvou bunék za vzniku nové bunky (zygota), ktera je odliSna
od téch plvodnich

Meidza

redukcéni déleni

probiha v zarodecnych bunkach, vznikaji gamety (vajicka, spermie)
interfaze s replikaci chromozému, dvé meiotickd déleni

plvodni burika je diploidni (2n), vznik ¢tyf dcefinych bunék, které
jsou haploidni (n)
redukuje pocet chromozom na polovinu, oplodnénim se obnovuje

diploidni stav

Spermatogonium

(diploidni)

Spermatogeneze
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Meidza | - redukcni déleni

Sesterské chromatidy
(stejné geny, stejné alely)

* separace homolognich chromozomu s rlznymi alelami genu N ﬁ

* neobvykly typ buné&tného déleni, pfi kterém se tvofi @
haploidnich bunky s chromozomy ze dvou sesterskych
chromatid u

Homologni chromozomy
(stejné geny, rtizné alely) \ ~

Profaze |

* parovani homolognich chromozomu, tvorba bivalentt (2 chromozomy), tetrdd (4 chromatidy)

* mezi homolognimi chromozomy spojenymi synapsi probiha crossing-over (homologni rekombinace)
- vzdjemné prekfizeni homolognich chromozomd v tetrddach
- vymeéna ¢asti chromozomd, zajistuje genetickou rekombinaci u potomkd

* kondenzace chromozomd, tvorba déliciho vieténka, rozpad jaderné membrany

» sklada se z péti fazi

LEPTOTENE ZYGOTENE PACHYTENE DIPLOTENE DIAKINESIS
Jadernd membrana Rozpad jaderné

Chiazma ] membrény

P

Tvorba bivalentu

o Tvorba
“ synaptonemalniho

— komplexu
R

Kondenzace Zahdjenisynapse  Dokonceni synapse Rozpad synapse Zrekombinované
duplikovanych crossing-over viditelna chiazmata chromozomy
chromozomu



Meidza | - redukcni déleni

Metafaze |
* serazeni parQ homolognich chromozomU v ekvatorialni roviné

Anafaze |

* separace homolognich chromozomu a jejich pohyb k példm déliciho vreténka
» sesterské chromatidy zUstavaji spojeny v oblasti centromer

Telofaze |

* rozpad déliciho vieténka, obnova jaderné membrany
* cytokineze déli bunku na dvé

Interfaze Profaze | Metafaze | Anafaze | Telofaze |

Chiazmata

Sesterské chromatidy
i horové fazni nedotéeny
Centrozomy V¥eténko mikrotubuly destitka Délici ryha

Jaderna Chromatin Sesterské Tetrada Centromera

membrana chromatidy s kinetochorem Separace homolognich
chromozomu
Replikace chromozomii  Parovani homolognich chromozomu Sefazeni tetrad Rozchod homolognich Dvé haploidni buriky;

Vyména segmenti v ekvatorialni roviné chromozomu chromozomy stéle zdvojeny



Meiodza Il - separacni déleni

* po meidze | v burice pritomen jen jeden homolog z kazdého chromozomu
* pri meidze Il dochazi k separaci sesterskych chromatid, které obsahuiji
stejnou genetickou informaci, do vznikajicich gamet

Sesterské chromatidy
(stejné geny, stejné alely)

Profaze Il rozpad jaderné membrany, tvorba déliciho vieténka
Metafaze I sefazeni chromozomu v ekvatoridlni roviné
Anafaze I separace sesterskych chromatid a jejich pohyb k opacnym pdlim vieténka
Telofaze Il rozpad déliciho vreténka, obnova jaderné membrany, cytokineze
Telofaze | Profaze Il Metafaze ll Anafaze Il Telofaze ll

Délici ryha

Sesterské
chromatidy

Dvé haploidni buriky; Béhem meidzy Il dochazi ke konecné separaci sesterskych chromatid.
chromozomy stale zdvojeny Vznikaji ¢tyFi haploidni dcefiné buriky, které obsahuji jednu kopii kazdého chromozomu.



Meiodza

vysledkem meidzy jsou Ctyfi haploidni bunky s jednou kopii kazdého chromozomu
crossing-overem vznikaji rizné kombinace alel riznych gen( v ramci chromozomu

meidza je zakladem pro pohlavni rozmnoZovani, zavisi na pritomnosti homolognich chromozom
potomstvo vzniklé pohlavnim rozmnozovanim je geneticky odliSné od svych rodicl i sourozenc(

pohlavni rozmnozovani je zdrojem genetické rozmanitosti,

ktera pochazi z: =7 P ronsoge
& : Matomal homologue
i) nezdvisly vybér chromozom(: nezavisla orientace } Cromosire
chromozomovych parovych béhem meidzy | @
i) nahodné oplodnéni: nahodné oplozeni vajicka spermii Tpag
za vzniku zygoty @
iii) crossing-over: nové kombinace alel v ramci chromozomu § e
N
Replikace DNA Béhem interfaze, pred mit6zou Béhem interfaze, pfed meiézou, pouze jednou
Pocet déleni 1 2

Synapse homolognich Probiha spolu s crossing-overem mezi

chromozomii LG L) nesesterskymi chromatidami béhem profaze I. L ‘. . o
™ W
Potet dcefinych bunék Dvé diploidnf (2n) dcefiné buiiky, [ CY naplOidni (n) deerine bunky, obsahuii & g '
e L s L - polovinu poc¢tu chromozomt rodicovské buriky, ® v ‘ v \
a jejich geneticky obsah geneticky identické s rodici. . e A @ : J
geneticky odliSné od rodicti i mezi sebou. =] 7= / =t ca
2 / } + \ow«\
Uloha v lidském téle Produ‘kce bunék pro rist a opravy Produktfe gamft kterf. l’ajlstujl gen:etlcko'u | » '
organismu. rozmanitost pfi sexualnim rozmnozovani. — )} /) /& /



Rizeni bunééného cyklu

* rozhodnutim se, zda se budou délit, reaguji bunky na svoji velikost a extracelularni signaly (pritom-
nost Zivin, rlstovych faktord, stresovych faktord, poskozeni DNA)

* kvasinky se rozhoduji hlavné podle velikosti buniky a dostupnosti zZivin

* u savcl prevlada vliv rastovych faktor(l a mitogen(

Principy rizeni bunécného cyklu

* mitdza neprobéhne pred koncem replikace DNA, replikace DNA neprobéhne bez rozdéleni buriky
* poskozena DNA se nesmi replikovat a predat do dcefinych bunék

* chybné sparované chromozomy nesmi dokoncit mitézu

» deregulace bunééného cyklu mize vést ke vniku nddorovych onemocnéni

| Zdrava tkan: fizeny rust bunék

. Nador: nekontrolovany riist bunék
%

i) posttranslacni modifikace proteind, které se ucastni jednotlivych fazi bunééného cyklu
- fosforylace: vyznamnd zména struktury a funkce proteind, reverzibilni
proteinkinazy patri mezi hlavni regulatory bunééného cyklu
- proteolyza: nepotfebné proteiny oznaceny ubikvitinem a degradovany v proteazomu, ireverzibilni

ii) kontrolni body bunécného cyklu



Rizeni bunééného cyklu - historie

Potu Rao, Robert Johnson (1970)

* analyza bunééného cyklu pomoci experimentl s fuzi bunék v rliznych fazich cyklu
* vznik bunky se dvéma jadry - heterokaryon

* bunécny cyklus fizen specifickymi chemickymi signaly obsazenymi v cytoplazmé

* fizeni bunécéného cyklu probiha ve dvou mistech - G1/S prechod, G2/M prechod

- - ~ P TN AT %) O
O + O —_— Q0 © (XR) @ — L@ 1) O -+ 0 e © 0
: & & . 4
S G1 S S M G1 M M S G2 S G2
Cytoplazma buriky v S fazi obsahuje faktory, které Existuje cytoplazmaticky faktor, ktery indukuje M fazi, Opétovna syntéza DNA v G2 jadife G2 nenastava.

indukuji syntézu DNA v jadie ve fazi G1 a ke kterému je jadro citlivé po cely bunécny cyklus Inhibice opakované replikace je odstranéna mitézou.

Yoshio Masui, Clement Markert (1971)

* identifikace faktoru MPF (mitosis-promoting factor), dimer sloZzeny z proteinkinazy (CDK) a cyklinu
* MPF je vysoce konzervativni, indukuje u vSech eukaryotickych bunék mitézu
» Xenopus laevis - oblibeny modelovy organismus kvuli velkym oocytiim

Odbér cytoplazmy Injekce cytoplazmy .. .
ze zralého oocytu do nezralého oocytu Meiéza Zraly oocyt



Faktory zajistujici Fizeni bunécéného cyklu

Cyklin-dependentni-proteinkinazy (Cdk)

» klicové enzymy regulujici prechod mezi fazemi BC, prestup bunék z GO do G1
* ruzné faze BC spousti tim, Ze fosforyluji specifické cilové proteiny

* jejich aktivita je pfisné regulovana
i) katalyticka aktivita pouze v komplexu s cyklinem
ii) Tyr fosforylacni mista - aktivacni, inhibi¢ni
- fosforylace specifickymi kindzami, defosforylace fosfatazami
iii) inhibitory

* u kvasinek 1 enzym, u ¢lovéka 5 enzym{
Cyklln

Gl CDK4, CDKZ’ CDK6 Aktlvacnl kinaza

x

S CDK2

G2  CDK2, CDK1 S @ E

M  CDK1 '
elp

Inaktlvacnl kinaza

Aktivacni
fosfataza

Aktivni CDK

Inhibitory CDK (CKI)

* negativni regulatory prichodu BC, dvé rodiny (INK, CIP)
* vazi se na CDK a tlumi jejich aktivitu, zodpovédné za zastavu BC v G1
* napt. p21 se aktivné syntetizuje pfi poskozeni DNA, vazZe se na CDK a prerusuje prabéh BC



Faktory zajistujici Fizeni bunécéného cyklu

Cykliny

* proteiny tvorici komplexy s Cdk, aktivuji Cdk a urcuji jejich substratovou specifitu

* reguluji prichod jednotlivymi fazemi BC

* jejich koncentrace kolisa béhem fazi BC - specificka syntéza / ubikvitinace a proteolyza

Proteazom

ed

. P :
; i : : > CDK Cyklln
G1 Phase S Phase G2 Phase MltOSIS

e
: : /; - 2

Concentration

* u kvasinek 9 typQ
* u ¢lovéka 4 rodiny, které jsou aktivni v riznych fazich BC

CDK4, CDK6, CDK2 Umoznuji prekonat bod restrikce v pozdni G1

Cyclin B/CDK1

Cyclin D/CDK4/6

S A E CDK2 Umoznuji zahajit replikaci DNA
Cyclin E/CDK2

G2 A CDK2, CDK1 Navadéji buriku k M fazi
CyclinA/CDK1
M B CDK1 Podporuji mitotické déje A —

S—



Rizeni bunééného cyklu - rana G1

cyklin D - CDK4/6

tfi formy cyklinu D (D1, D2, D3) s tkanové specifickou expresi, tvori komplex s CDK4 nebo CDK6
cyklin D pUsobi jako senzor mitogennich signdll a pripravuje buriku pro S-fazi

aktivace transkripcnich faktor(, které zajistuji expresi replikac¢nich proteint a cyklinu E
defosforylace slozek pre-iniciacnich komplex(, sestaveni novych komplext v mistech ori

odpovéd na mitogenni signaly

pr. EGF - EGFR - GEF faktor - Ras protein - draha MAP kinaz - transkrip¢ni faktory - exprese cyklinu D
inhibice antimitogennimi signaly

pr. TGFB - TGFBR - transkripcni faktor Smad3, Smad4 - exprese CDK inhibitoru

Mitogenni signalizace Antimitogenni signalizace

Receptorova
tyrozinproteinkinaza

Receptorova serin/
threonin kinaza

‘4—[ Cyklin D neaktivuje CDK4 ]



Rizeni bunééného cyklu - prechod G1/S

 cyklin D - CDK4/6, cyklin E - CDK2

» dale pripravuji buriku pro S-fazi

* transkripce cyklinu E fizena sadou transkrip¢nich faktor( E2F (aktivatory 1-3, inhibitory 4-5)

* Rb protein (pRb) aktivni v nefosforylované formé, inhibovan fosforylaci

* v GO a Gl inhibuje pRB svoji vazbou aktivacni E2F a aktivuje inhibicni E2F, potlacuje expresi cyklinu E

* po fosforylaci komplexem cyklin D - CDK4/6 se pRb uvoliuje a E2F spousti expresi cyklinu E, cyklinu
A a replikacnich protein(

* pozitivni zpétna vazba - cyklin E tvori komplex s CDK2 a dokoncuje fosforylaci pRb, v tuto chvili je
prichod bunéénym cyklem nezavisly na pritomnosti mitogent
* po zahajeni S faze je cyklin E degradovan a CDK2 tvori komplex s cyklinem A

Transkripce cyklinu E

Funkce pRB v fizeni BC
4—-0 clin E
‘ = ) Pozitivni zpétna vazba
P
-, T

Enhancer epressor * E2F4 ( ) e P " Cyclin D
ep clin e

Phosphorylation
Phosphorylation

‘




Rizeni bunééného cyklu - S faze

* cyklin A - CDK2

. fo.s,ff)rlyla_ce slf)zek pre-|n|C|a§n|ho komplexu T %
- iniciaci replikace DNA (aktivace komplexu MCM)

- blok opakované replikace v ramci jednoho BC (uvolnéni cdc6)

* vysledkem S faze je vznik dvou sesterskych chromatid kazdého

chromozomu spojenych molekulami kohezinu

kohezin
®

o

G1

G2

H

G1 M - profaze

(@)

M - metafaze

O

G2

A B

MCMs MCMs

Cytoplazma bunky v S fazi obsahuje aktivni komplexy cyklin E - CDK2
a cyklin A - CDK2, které zajisti fosforylaci pRB, expresi replikacnich
proteinl a iniciaci replikace DNA. JiZz neni tfeba mitogenni signal.

V jadre G2 bunky neprobéhne opakovand S faze v dusledku
absence pre-iniciacnich komplexa.



Rizeni bunééného cyklu - pfrechod G2/M

MPF (mitosis-promoting factor) = cyklin B - CDK1
* koncentrace cyklinu B roste pribézné béhem celé interfaze
* CDK1 - inhibicni fosforylace kindzou Weel
odstranéna fosfatazou Cdc25
- aktivacni fosforylace kinazou CAK
* narast aktivity MPF je skokovy, pfi maximalni hladiné
cyklinu B a po odstranéni inhibi¢ni fosforylace
* pozitivni zpétna vazba - aktivovany MPF aktivuje Cdc25
a inhibuje Weel

MPF fosforyluje cilové proteiny zapojené v brzké fazi mitozy

* kondenzace chromatinu - aktivace kondenzind

* rozpad jaderné membrany - depolymerace laming,
fosforylace jadrnych pérl a proteind vnitfni membrany

* tvorba mitotického vreténka - aktivace centrozom( a pro-
teinU asociujicich s mikrotubuly

Kontrola velikosti bunék u kvasinek

* nizka aktivita Cdc25 a vysoka aktivita Weel - opozdéna
mitdza, delsi G2, zvétseni bunék

* vysoka aktivita Cdc25 a nizka aktivita Weel - urychlena
mitdza, kratsi G2, zmenseni bunék

Relative concentration

M G1 SGZM1G1SG2M

MPF activity

Mitotic
cyclin

Time




Rizeni bunééného cyklu - M faze

APC, anaphase-promoting complex

* ubikvitin ligdza pripojujici ubikvitin k proteinim, které ridici mitézu, a tim je predurcuje k degradaci

* aktivita béhem BC kolisd, aktivovan v pozdni mitéze plisobenim MPF

* funguje jen po pripojeni proteinu Cdc20, ten je blokovan proteiny Mad a Bub, které ho uvolnuji az
po spravném pripojeni kinetochort vSech chromozom( k mikrotubulm vieténka

e substratem jsou napr.

i) sekurin

* jeho rozklad uvoliiuje separazu, ktera degraduje proteiny spojujici sesterské chromatidy
ii) cyklin B

* nahly pokles jeho hladiny inaktivuje MPF

* absence MPF umozniuje konstitutivné aktivnim fosfatdzam odstranit fosfatové skupiny z proteind,
které byly fosforylovany MPF, zakonéeni mitdzy, vstup do nové G1

Sekunrin\ ‘ 3

Cdc20 o APC
Volny Chromozom Inaktivni ﬂ ;)
[ pfipojeny a separaza i
chromozom : K vieténku @ Degradace cyklinu B i
Proteiny
Mad a Bub S =
t 7 Ubikvitinace a degradace
‘a ) sekurinu @ \

m
G2/M piechod

> ==

e

Komplex Mad/Bub
inhibuje Cdc20

Inaktlvnl ‘Y‘
< &

Aktivni APC

Aktivni
separaza Rozstépeny

Mitotické kohezm
vieténko ’”“

YN N
8 - NV

G2 Metafaze Anafaze

\G1

Kohezin

—%—

Vzristajici koncentrace cyklinu B



Inhibitory CDK (CKl)

Rodina INK4 (INhibitors of Kinase 4)
° p16INK4A’ p15INK4B’ p18INK4C’ p19INK4D

* inhibuji sestavovani komplex( a kindzovou aktivitu
cyklin D - CDK4/6, zastava v G1

* exprese pl16 stimulovana inhibitory rlstu (napft. TGFp)
a proteiny E2F (negativni zpétna vazba)

Rodina CIP (CDK Inhibitory Proteins)
* p21©rl(cilovy gen proteinu p53), p27KPl, p57Kir2

* vazi a inhibuji cyklin D - CDK4/6, cyklin E - CDK2,
cyklin A - CDK2, cyklin B - CDK1

Farmakologické inhibitory CDK

NEPROLIFERUJICI
BUNKA

aktivni p16

Q°

cyklin D
CDK4

aktivni Rb E2F

B __

E
2
©
=

kti
komplex

PROLIFERUJICI
BUNKA

p16 chybi

komplex

cyklin D :|§
]
CDK4 =

N

: 1 : inaktivni Rb

aktivni E2F — =@z
T ]

L exprese genti
S faze

* CDK ridi bunécny cyklus, expresi genq, diferenciaci, apoptdzu, procesy v nervovém systému
» deregulace CDK u rtiznych chorob, farmakologické inhibitory blokujici ATP vazebné misto CDK
» zkouman selektivni Ucinek téchto inhibitor( a jejich mozné vyuziti pro lIé¢ebné ucely
- nadory, neurodegenerativni choroby (Alzheimerova choroba, ALS, mrtvice)
- kardiovaskularni choroby (aterosklerdza, hypertrofie srdce)

- virové infekce (HCMV, HIV, HSV, HPV)
- paraziticka protozoa (malarie, spava nemoc)

Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



Kontrolni body bunécného cyklu

* vnimaji vnéjsi i vnitfni podnéty a zajistuji spravny chod BC
* kontrola dokonceni predchozi faze a splnéni podminek pro fazi
nasledujici

Kontrolni bod G1 - bod restrikce

* vliv vnéjsich faktor( - pfitomnost Zivin, mitogen, antiproliferac¢nich faktor(
* po prekonani bodu restrikce mohou BC zastavit uz jen vnitfni faktory
 celistvost DNA

* velikost bunky (kvasinky)

Kontrolni bod G2

* dokonceni replikace DNA
 celistvost DNA
* velikost bunky (kvasinky)

Kontrolni bod M

» prechod metafaze-anafaze
* spravné pripojeni chromozomu k mitotickému vieténku




Kontrolni body bunécného cyklu

Vnéjsi podnéty - chemické
* Zivocisné bunky potrebuji kromé esencialnich Zivin mimobunécné signaly pro rust, déleni a preziti
* signalni molekuly produkované jinymi bunkami téhoz organismu:
i) mitogeny - stimuluji déleni bunék, prekondvaiji pfirozené brzdici mechanismy G1/S (napf. pRb)
ii) ristové faktory - stimuluji navyseni hmoty a rlst bunék, indukuji syntézu makromolekul
- napr. PDGF: tvorba v krevnich destickach, podpora hojeni ran
iii) faktory pro prezivani - potlacuji programovanou bunéénou smrt

Vnéjsi podnéty - fyzikalni
* pro rust a proliferaci vyZzaduje bunka prostor a povrch pro adherenci

Fragmentace \/ Zavislost na povrchu pro adherenci
D Ucinky PDGF =

pojivové

tkané L na fibroblasty |
pojivové tkané
l Inhibice rdstu nedostatkem prostoru
- |
Degradace ECM
Zisk fibroblastd e S0

Umisténi bunék
do kultivaénich
nadob

®

= i o

Bez PDGF PFidavek PDGF

Normalni burka Nadorova burika



Kontrolni body bunécného cyklu

Vnitrni podnéty

* celistvost DNA, pfipojeni chromozomu k délicimu vieténku

Poskozeni DNA

* vlivem fyzikdlnich a chemickych mutagen(

* opravitelné poskozeni - zastaveni BC do doby opraveni DNA

* rozsahlé poskozeni - programovana bunécéna smrt

» zastava v BC v G1 (inaktivace CDK2) nebo G2 (inaktivace CDK1)

* klicova uloha nadorovych supresoru

ATM, ATR - rozpoznani poskozené DNA (UV fotoprodukty, dsDNA zlomy), aktivace CHK1, CHK2
CHK1, CHK2 - aktivace p53, inhibice Cdc25
p53 - zvyseni hladin CKI

ds zlom

IOTAAT T IOTT [ LTI

UV poskozeni ds zlom _f\poptza
Q)
54 +

® @ RE11
J__*. fo >

Aktivni Inaktivni Inaktivni



Kontrolni body bunécného cyklu

vvvvv

1 Aktivace

p53

* vyznamny reguldtor BC, plsobi jako nddorovy supresor
* za normalnich podminek nizkd hladina, pribéznd degradace
- Mdm?2 zajistuje transport p53 z jaddra k proteazomu
- zpétna vazba: p53 spousti expresi Mdm?2
* stabilizovan ve stresovych situacich, predevsim pri poskozeni DNA

* pUsobi jako transkripcni faktor, indukuje
- zastaveni BC: exprese p21/CIP
- zastaveni replikace DNA: inaktivace DNA polymerazy 6
- zastaveni mitozy: inaktivuje cdc25
- apoptozu: exprese Bax, Puma

Deficit p53

* Li-Fraumeniho syndrom

[] unafrected carrier

- - nadledvinek, leukemie)

Gastric cancer, [ Arectea
©
6 8) 4 [] Unaftected (normat)
R
o

g
i
g
;

@ @&

l Aktivace

;
%’é
Degradace & / \ =

USISISISISISINISISISISINISIS,
CKI Puma

J_ Inhibice
@() Cyklin - CDK

Nedochazi k fosforylaci

J- Inhibice
o Bcl-2

Nedochazi k inhibici

pRb apoptozy
ZASTI:CVEN' APOPTOZA

» prichod BC s poskozenou DNA - hromadéni mutaci - riziko vzniku
nadoru (mutace v genu p53 u vétsSiny nddorovych onemocnéni)

@ @ - dédicny syndrom zpUsobeny inaktivaéni mutaci p53
- zvySené riziko vzniku nadoru (sarkomy, nadory mozku, prsu,

- 50 % riziko nddoru do 40 let véku, 90% do 60 let véku



Kontrolni body bunécného cyklu

Kontrolni bod déliciho vieténka

* pro vstup do anafaze musi bunka ziskat potvrzeni o pfipojeni vSsech chromozomd na kinetochorové
mikrotubuly déliciho vieténka

* poskozeni tohoto kontrolniho mechanismu vede k poskozeni a nondisjunkci chromozom{

i) kontrolni bod zapnut

* nepripojené kinetochory aktivuji proteiny Mad /HP{ 4§\{
a Bub \H/ \H/
) komplex APC-Cdc20 v inaktivnim stavu Spindle Checkpoint On Spindle Checkpoint Off

Mad2
Cdc20

: . u
Inactive Active

ii) kontrolni bod vypnut

* vazba sesterskych chromatid chromozom( na

Bub3
kinetochorové mikrotubuly z opacnych pdli l
v ’ ’ v 7 7 4 Ub
déliciho vreténka vyvolava v chromozomech = Fb,
h . k, v, P, S i'Sem —
mechanicke napeti Separase el Separase
* netvofi se komplex proteind Mad a Bub Ingotive A‘i“"e
* komplex APC-Cdc20 je aktivni a zajistuje
degradaci sekurinu Intact Cleaved

Sister-Chromatid ¢
Separation % %



Faktory ovliviujici pruchod BC

< . . Senescence -
Poskozeni DNA @V V-9 CDK1 Diferenciace Mitogeny

) / D] v
06 | 7
[

@3
)

E6

¥

pritomnost mitogen( - exprese cyklinu D

pritomnost antimitogenich, diferenciacnich faktor( - exprese CKI
starnuti bunky - exprese CKI
poskozeni DNA - zastava BC pres p53

virové infekce (napr. HPV, lidsky papilomavirus) - inhibice p53 a pRb, proliferace buriky



Poruchy rizeni bunécného cyklu

Nadorova onemocnéni

__ Protoonkogen
* nadorové burky nepotrebuji k déleni rlstové faktory
- samy si mohou tvorit rastové faktory Normalm rustbunek
- mohou signalizovat i bez pritomnosti rlstového faktoru
- mohou mit narusené kontrolni body BC . .
* zvy$ena proliferace buriky podpofi jeji transformaci do } ""“m“_"),",,".{:;:,‘,’""%e"

(AP

buriky nddorové et ¢ Je Je J¢ ) I

3 ' & Ani 2 &M Slani Normalni rist bungk
* nador je v podstaté selhani kontroly bunécného déleni, ormalnirist bun®
nekontrolovatelny rlist bunék

* protoonkogeny

- normalné aktivuji proliferaci bunék
- pri abnormalni aktivaci Ci ztraté jejich inhibice podporuji

vznik nadoru
- pt. rustové faktory, cykliny, CDK, E2F, Mdm2, Ras, Myc Mutovany
/ \ nadorovy supresor
* nadorové supresory
- normalné potlacuji déleni bunék ”°’";a/""*"s"’""e" _——
- inaktivace ¢i zvy$end inhibice podporuje vznik nadoru - obSalely gen

- pr. pRb, p53, p21, pl14, pl6, TGF-B, ATM \

1
I ¢ Jt Je Je Je J¢ ) I

Normalni riist bunék Ztrata kontroly rastu



Poruchy rizeni bunécného cyklu

Pocetni zmény chromozomu (aneuploidie)

* normalni karyotyp 46, XX(Y) monozomie - napf. 45, X trizomie - napt. 47, XY +21
* chyby v kontrolnim bodu déliciho vieténka, vysledek nondisjunkce a opozdéni chromozom?u
i) chyby v mitoze
* opozdéni chromozomu v anafazi a jeho nezaclenéni do dcefiného jadra
* vnik mozaicismu, v jednom organismu se vyskytuji linie bunék s rliznym karyotypem
ii) chyby v meioze
* nondisjunkce - vznik nulizomické / trizomické gamety, monozomie/trizomie po oplozeni
- v Ml: chyba v rozdéleni homolognich chromozom{
- v Mll: chyba v rozdéleni chromatid
* opozdéni chromozomu v anafazi: vnik nulizomické gamety

Nondisjunkce chromozom v mei6ze

Opozdéni chromozomu v anafazi BC

(R an
M XY
| |
GNAR AR AR
W & ?Kl Ny
CIC ISR () Cv) C)Cl)
n+1 n+1 ;\-1 6-1 n+l 6-1 \n‘ -n




Kontrola pfipojeni chromozomu

k délicimu vieténku Mad2

Vstup do M faze
Y

Cyklin A/B - CDK1

p21 Cdc25C
p53 CHK1
ATM/R ATR
Poskozena Nezreplikovana
DNA DNA

Odbourany
Aktivni mitoticky mitoticky cyklin

komplex cyklin-CDK

Mitogeny

Poskozena DNA

ATM/R
Prechod l
metafaze - 53
G2/M - anafaze P

prechod

!

Cyklin D - CDK4/6 |}— p21

1
Aktivni G1 komplex
cyklin-CDK

Cyklin A - CDK2 Vstup do S faze |« Cyklin E/A - CDK2
ﬂ Odbourany
p21 Cdc25A g) 61 eyklin p21 Cdc25A
Poskozena DNA T T
p53 p53
T Poskozena DNA T
ATM/R —» p21 ATM/R — p21

http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/BIOL2060-19/CB19.html



Zvidavé otazky

Kolik bunék vznika z jedné bunky, ktera podstoupi meidzu?

Do jakych dvou hlavnich fazi se rozdéluje bunécny cyklus?

Jaké bunky se mnozi pomoci mitézy?

Jaky typ mikrotubulll je zodpovédny za vazbu chromozom béhem M faze BC?

Jak se nazyva faze bunécného cyklu, pri které se bunka fyzicky rozdéli na dvé?

Jaka struktura zastdva pfi mitdze funkci obdobnou chiasmatiim pfi meidze?

Vstup do jaké faze bunécného cyklu signalizuje aktivni komplex MPF?

Ke vstupu do jaké faze bunécného cyklu vede degradace G1 fazovych cyklintd?

Rozpad jaderné membrany odpovida za¢atku prometafaze (ANO/NE)

PFi mitdze jsou jadra dcefinych bunék geneticky shodné s jddrem materské bunky (ANO/NE)
Béhem mitotické profaze obsahuje kazdy chromozom dvé chromatidy (ANO/NE)
Homologni chromozomy se paruji béhem mitotické profaze (ANO/NE)

Zacatek anafaze je inhibovan aZ do serazeni vSsech chromozomu v ekvatorialni roviné (ANO/NE)

Buriky v GO fazi bunééného cyklu obsahuji stejné mnozstvi DNA jako ve fazi G2 (ANO/NE)



Zvidavé otazky

Co je cilem ubikvitnace komplexem APC na zac¢atku anafaze?

a)
b)
c)
d)

sekurin
separaza
kohezin
tubulin

Jaké z nasledujicich tvrzeni porovnavajicich mitézu a meidzu neni pravdivé?

a)
b)
c)
d)
e)

oba procesy vyuzivaji délici vieténko z mikrotubul(

po obou procesech nasleduje cytokineze

oba procesy jsou peclivé regulovany

v obou procesech probiha béhem profaze crossing-over

oba procesy zahrnuji redukci obsahu DNA v dcefinych burkach

Jaké z nasledujicich tvrzeni o anafazi bunécného cyklu neni pravdivé?

a)
b)
c)
d)
e)

zmensuje se vzdalenost mezi kinetochory a pdly déliciho vieténka
zvetsuje se vzdalenost mezi dvéma sadami dcefinych chromatid
rozpadaji se mikrotubuly déliciho vieténka

zvetSuje se vzdalenost mezi obéma padly déliciho vieténky
dochazi k cyklin-dependentni aktivaci CDK1






