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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

2001 - Nobelova cena za objevy v oblasti bunécného cyklu

Leland Hartwell - specifické geny ridici bunécény cyklus
- pojem kontrolni body bunécného cyklu

Paul Nurse - cyklin-depenentni kinazy
- evolucni konzervativnost

Timothy Hunt - cykliny
- degradace béhem bunécného cyklu

Sir Paul M. Nurse




Déleni buneéek

Prokaryota

* pricné déleni bunék

Eukaryota
* déleni bunék nezbytné pro
- rUst organizmu
- nahradu poskozenych a starych bunék

- Sireni genetické informace: mitdza, meioza

pred rozdélenim se bunfika musi zvétsit,
zduplikovat chromozomy a presné je rozdélit
do dcefinych bunék

koordinace procest v ramci bunécného cyklu

déleni bunék je prisné rizeno

VI/Ve

abnormalni vyvoj mlze byt pfi¢inou nadord




Bunécny cyklus

Interfaze
 rast bunky, duplikace organel, zvySeny metabolismus

Gl syntéza RNA a protein(

S
(DNA synthesis)

priprava na syntézu DNA (replika¢ni proteiny, histony)
S syntéza DNA, duplikace chromozom{i

G2 pokracuje syntéza RNA a protein(

priprava na M fazi (mitotické vreténko)

M faze
* mitdza, cytokineze
* kondenzace chromatinu

MITOZA

* rozpad jaderné membrany cvromneze

Sesterské
chromatidy

* tvorba vreténka a kinetochoru

* separace chromatid am =7 D | = ./ @ Z&?

v 7 R'; /7
* rozpad vreténka :

Separace sesterskych Tvorba dcefinych

Kondenzujici Centromera Mitotické chromatid bundk

* dekondenzace chromatinu chromozomy Vieténko
* tvorba membrany, rozdéleni buriky



Bunécny cyklus

Syntéza DNA béhem bunécného cyklu

* DNA se replikuje pred vlastnim rozdélenim buriky

duplikace chromozom

* bunka v G2 fazi ma 2x vyssi obsah DNA nez v G1 fazi \ &
* kopie chromozomU jsou spojeny v oblasti centromery
» sesterské chromatidy, které se pri déleni jadra oddéluji s \‘_

Sesterské
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* histony se tvofi pouze v G1 a S fazi




Bunécny cyklus

Casové naroky bunééného cyklu

Bod restrikce

bunky bez schopnosti se délit (neurony, svalové b., Cervené krvinky)
bunky délici jen za urcitych podminek (jaterni bunky, lymfocyty)
rychle se délici buriky (epitelidini, krevni kmenové bunky)

vétSinu doby zabira interfaze

Cell cycle phase [ Length (hours)

proliferujici lidska burika ma cca 22 hodinovy cyklus

kvasinky 1,5 - 3 hod, strevni epitel 12 hod, savci fibroblasty v kulture
20 hod, savci jatra cca 1 rok

klidova faze GO

v pozdni G1 fazi

na prechod z G1 do S je potfeba mimobunécny signal

bez tohoto signalu burka cyklus opusti a vstoupi do GO

Bod restrikce

f

| Rustové faktory |




G1 faze

* prvni rastova faze, dosazeni plvodni velikosti buriky materské
* u ranych embryi chybi faze G1 a G2, burika se déli a zmensuje
* tvorba cytoplazmy a novych organel, syntéza RNA a strukturnich i regulacnich protein(
e priprava na S fazi (syntéza replikacni proteiny a histony)

* v optimalnich podminkach 9- 11 hod

2 bunky 4 burky 5 bunék 6 bunék 8 bunék 10 bunék

* u ranych embryi chybi faze G1 a G2, burika se déli a zmensuje

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

e 1. kontrolni bod bunééného cyklu (vnéjsi faktory)
i) vstup do GO faze: absence rustovych faktor(i, senescence, diferencované burky

ii) vstup do S faze: pfitomnost rlstovych faktoru

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



S faze

s

* semikonzervativni replikace DNA

v mistech ori zalozeny obousmérné replikacni vidlice
syntéza DNA vyzaduje templatovy DNA retézec a RNA primer

* vedouci retézec, opozdujici se retézec (Okazakiho fragmenty)

ori ori orilon‘ ori ori
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telomeraza zajistuje replikace konct linearnich chromozom
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— Misto spoje fragmentt

. N Opozdujici se Fetézec

\/L Okazakiho fragment

RNA-primer
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Smér pohybu

P, Vedouci DNA fetézec
replikacni vidlice

4

- oprava chybného parovani bazi

Missing DNA on
3 5' lagging strand
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* spravnost replikace - presnost a proofreadingova aktivita DNA polymerazy

’

* zdvojeni genetického materialu, chromozomy slozené ze sesterskych chromatid



G2 faze

druha rlstova faze

priprava na M fazi - proteiny mitotického vreténka, duplikace centriolu

2 x 2n molekul DNA, dekondenzovany chromatin

2. kontrolni bod bunééného cyklu (celistvost DNA, spravnost replikace)

Centriola

* parova organela, samostatné déleni

* devét trojic mikrotubult, centralni dutina
* duplikace v S a G2 fazi

* spolu se svym okolim tvofi centrozom, ktery organizuje mitotické vieténko

Triplet mikrotubuld

Uvolnéni centriol Duplikace a elongace

PFi¢ny Fez centriolou
AR T 4
' 4

Spojovaci
vlakna

M / brzka G1

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

déleni jadra (mitdza, karyokineze) a cytoplazmy (cytokineze)

1) Profaze
» kondenzace chromozomu
e posun centrozomU na opacné strany bunky

* v centrozomech zahajena tvorba mitotického vreténka

2) Prometafaze (pozdni profaze)

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

4 Inner

| kinetochore |
i — Cuter ‘
kinetcchore .

 tvorba kinetochor( (proteinovy komplex)

- vazba chromozom na mikrotubuly vieténka

- vnitrni vrstva vaze DNA L ,~., —
v , " ! Fibrous : |\ |Microtubule !
- prostredni vrstva . | coroma .

A\ centromere |

- vnéjsi vrstva vaze (+) konce mikrotubul

__________________________



M faze

2) Prometafaze (pozdni profaze)
* rozpad jaderné membrany a jadérka

* ustdleni centrozom( na opacénych strandch buriky

* pohyb chromozémU do stfedu buriky

* mitotické vreténko

- kinetochorové mikrotubuly: pripojeny ke kinetochoriim

- polarni mikrotubuly: pripojeny k tubulim z opacného pdlu vieténka

- astralni mikrotubuly: pfipojeny k proteindm plazmatické membrany

Kinetochorové
mikrotubuly

Astralni
mikrotubuly

?"‘)
(+) R (_) Polarni

mikrotubuly (_) =0 (+)
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(+) (+) (+)

..

(+)

(+) Centrozom




M faze

3) Metafaze

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

» karyotyp z bunék zastavenych v metafazi (kolchicin)

Klasicky karyogram
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4) Anafaze

* separace sesterskych chromatid / Tubulin

‘, == subunit Kinetochore MT

* pohyb chromatid k pélim vreténka

)
Centrosome € Motor

* u kazdého polu vieténka shromazdéna stejna sada

Polar MT

genetické informace, zaklad dcerinych bunék

@ Motor
(+)
Y - Lommmn 3
\&— Cell cortex ()
& Plasma membrane
Pohyb chromozomi Vzdalovani péla
k pélam vieténka vieténka
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5) Telofaze

* priprava na cytokinezi

* chromozomy zacinaji dekondenzovat

* rozpad kinetochorU, rozpad mitotického vieténka, tvorba jadérka

* obnova jaderné membrany




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

péra a priprava lamind - Tvorba jaderné

membrany

U ad) & Sestaveni jaderné
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Cytokineze

* rozdéleni cytoplazmy po rozdéleni chromozom k opa¢nym pdlim vieténka
* vznik dvou identickych dcefinych bunék

* vyjimecné replikace a déleni jadra bez cytokineze (endocykly)

- napt. brzka vyvojova stadia D. melanogaster
Zivocisna burika
* kontraktilni prstenec z aktinovych filament, délici ryhu

Rostlinna bunka

Rostlinna bunka

* bunécna desticka mezi dcefinymi bunkami

Zivocisna burika

5 pm
_Tvorba Pavodni Dcefiné buiiky
écna sténa

PEm

Délici ryha 500 pym

iy

fOZ0 )
R

£

oy e

Kontraktilni prstenec Dcefiné buriky




Meiodza

, - , Diploidni - 2n
Nepohlavni rozmnozovani 46 dsDNA /?
* vznik dvou identickych dcefinych bunék
* napl. mitdza, binarni déleni |
Par homolognich
Diploidm’ -2n o chromozomii
Pohlavni rozmnoZovani 92 dsDNA G}?}/
* spojeni dvou bunék za vzniku nové bunky (zygota) je odlisné od
téch plvodnich N
{ zesterslfﬁ l
chromtaidy
Meidza (redukeni déleni) Haploidni - n 3,/ 5
46 dsDNA > o<

* vznik gamet (vajicka, spermie)
* interfaze s replikaci chromozému, dvé meiotickd déleni { ) { )
NN 2 (6

* plvodni burika je diploidni (2n), vznik ¢tyf haploidnich (n) bunék ~1) &~ / /

Cty¥i pohlavni buriky (haploidni, n, 23 dsDNA)

Spermatogeneze

) Oogeneze
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Spermatogonium N\ e % Oogoni o caxie
natogon b b gonium Polarni téliska Oocyt
(diploidni) s LY (diploidni) (haploidni)  (haploidni)

Spermatidy Spermie
(haploidni) (haploidni)



Meidza | - redukcni déleni

* separace homolognich chromozomu % Sesterskeé chromatidy
Homologni chromozomy (stejné geny, stejné alely)
S rﬁznylmi alelami genu (Stejnégeny,rﬁznéalely)< -------------------

Profaze |

* parovani homolognich chromozomu, chromozomy spojeny synapsi

v

* crossing-over (homologni rekombinace) - vyména casti chromozomu, zajiStuje genetickou
rekombinaci u potomki

* kondenzace chromozomd, tvorba déliciho vieténka, rozpad jaderné membrany

\ LEPTOTENE | ‘ZYGOTENE PACHYTENE DIPLOTENE DIAKINESIS ‘

Jaderna membréna

Rozpad jaderné

Chiazma membrany
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K D
Tvorba
synaptonemalniho
@ . komplexu
Kondenzace Zahdjeni synapse  Dokonceni synapse Rozpad synapse Zrekombinované
duplikovanych crossing-over viditelna chiazmata chromozomy
chromozom



Meidza | - redukcni déleni

Metafaze |
* serazeni parQ homolognich chromozomU v ekvatorialni roviné

Anafaze |

» separace homolognich chromozom a jejich pohyb k pélim déliciho vieténka
» 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
Kii horové fazni nedotéeny
Centrozomy V¥eténko mikrotubuly destitka Délici ryha

Jaderna Chromatin Sesterské Tetrada Centromera

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

Vyména segmentd v ekvatorialni roviné chromozomu chromozomy stéle zdvojeny



Meiodza Il - separacni déleni

Sesterské chromatidy
(stejné geny, stejné alely)

* separace sesterskych chromatid, které
obsahuji stejnou genetickou informaci

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

Délici ryha

Sesterské
chromatidy

Dvé haploidni burnky; Béhem meidzy Il dochazi ke koneéné separaci sesterskych chromatid.
chromozomy stéle zdvojeny Vznikaji ¢tyfi haploidni dcefiné buriky, které obsahuji jednu kopii kazdého chromozomu.



Meiodza

ctyri haploidni bunky s jednou kopii kazdého chromozomu
crossing-overem vznikaji rizné kombinace alel riznych gend v ramci chromozomu

meidza je zakladem pro pohlavni rozmnozovani

potomstvo je geneticky odlisné od svych rodic¢d i sourozencl S

geneticka rozmanitost pochazi z:
i) nezavisly vybér chromozom( béhem meidzy |
ii) nahodné oplodnéni: ndhodné oplozeni vajicka spermii

iii) crossing-over: nové kombinace alel v rdmci chromozomu

MEIOSIS |

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. e
§
v . P e s x .r g
Potet dcefinych bunék Dv diploidni {2n) doefiné buiiky,  [|Co¥Rilaploitini (n} deering|buriky, obsahujis
.. L s L - polovinu poctu chromozomii rodicovské buriky,
a jejich geneticky obsah geneticky identické s rodici. . o A
geneticky odliSné od rodicti i mezi sebou. =
Uloha v lidském téle Produkce bunék pro riist a opravy Produkce gamet které zajistuji genetickou

organismu. rozmanitost pfi sexualnim rozmnoZovani.



Rizeni bunééného cyklu

* pfi déleni reaguji buriky na svoji velikost a extraceluldrni signaly (pfitomnost Zivin, rlistovych
faktor(, stresovych faktor(l, poSkozeni DNA)

* u savcu prevlada vliv rGstovych faktor( a mitogenu

Principy fizeni 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

Zdrava tkai: Fizeny rist bunék

. Nador: nekontrolovany riist bunék )

i) posttranslacni modifikace protein
- fosforylace: reverzibilni, proteinkinazy
- proteolyza: ireverzibilni, ubikvitinem + proteazom

ii) kontrolni body bunécného cyklu



Rizeni bunééného cyklu - historie

Potu Rao, Robert Johnson (1970)

* fuze bunék v rtznych fazich cyklu, vznik heterokaryonu

* bunécny cyklus fizen signaly v cytoplazmé

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

- LN 7 P
O —_— © @r e \ (
() + O : W O \5/ ) @ (\}S/ ) g L}
S G1 S S M G1 M M
Cytoplazma buriky v S fazi obsahuje faktory, které Existuje cytoplazmaticky faktor, ktery indukuje M fazi,
indukuji syntézu DNA v jadfe ve fazi G1 a ke kterému je jadro citlivé po cely bunécny cyklus

Yoshio Masui, Clement Markert (1971)

S G2 S G2

Opétovna syntéza DNA v G2 jadfe G2 nenastava.
Inhibice opakované replikace je odstranéna mitézou.

» faktor MPF (mitosis-promoting factor), dimer slozeny z proteinkinazy (CDK) a cyklinu

* Xenopus laevis - modelovy organismus, velké oocytlim

Odbér cytoplazmy Injekce cytoplazmy

A . Meiéza Zraly oocyt
ze zralého oocytu do nezralého oocytu Y Y




Faktory zajistujici Fizeni bunécéného cyklu

Cyklin-dependentni-proteinkinazy (Cdk)

* fosforylace specifickych protein(

 aktivita regulovana
i) aktivita v komplexu s cyklinem
ii) Tyr fosforylacni mista - aktivacni, inhibi¢ni

- fosforylace specifickymi kindzami, defosforylace fosfatazami

iii) inhibitory
Cyklln
* u Clovéka 5 enzym Aktlvacm Kindza -
G1 CDK4, CDK2, CDK6
S CDK2 ’
G2 CDK2, CDK1 ’
M CDK1 p1 P

Inaktlvacnl kinaza

Inhibitory CDK (CKIl)
* negativni regulatory prichodu BC
* vazi se na CDK a tlumi jejich aktivitu, zastava bunécného cyklu v G1

* napf. p21

Aktivacni
fosfataza




Faktory zajistujici Fizeni bunécéného cyklu

Cykliny
komplexy s Cdk, aktivuji Cdk a urcuji jejich substratovou specifitu

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

Proteazom

od

E E CDK Cyklln
G1 Phase S Phase G2 Phase M|t05|s

Concentration

* u Clovéka 4 rodiny

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

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

N



Rizeni bunééného cyklu - rana G1

Cyklin D - CDK4/6
* cyklin D - senzor mitogennich signalt
* aktivace transkripénich faktoru, které zajistuji expresi replikacnich proteint a cyklinu E

* sestaveni pre-replikacnich komplex( v mistech ori

* odpovéd na mitogenni signaly
pr. EGF - EGFR - GEF faktor - Ras protein - MAP kindzy - transkrip¢ni faktory - exprese cyklinu D

* inhibice antimitogennimi signaly
pf. TGFB - TGFBR - transkripcni faktor Smad3, Smad4 - exprese CDK inhibitoru

Antimitogenni signalizace

Mitogenni signalizace

‘4—[ Cyklin D neaktivuje CDK4 j



Rizeni bunééného cyklu - prechod G1/S

Cyklin D - CDK4/6, cyklin E - CDK2

* transkripce cyklinu E fizena transkripénimi faktory E2F

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

v GO a G1 inhibuje pRB expresi cyklinu E

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

* pozitivni zpétna vazba - cyklin E tvori komplex s CDK2 a dokoncuje fosforylaci pRb

Transkripce cyklinu E

Funkce pRB v fizeni BC

) pezD

E2F1 || E2F2 || E2F3
Enhancer Repressor Cyclin E

Pozitivni zpétna vazba

i ’ Cyclin D
Lo
B
Phosphorylation
E2F4 | | E2F5
Enhancer epressor

(e70) T
=y — —
ee az':‘ 00|

Phosphorylation




Rizeni bunééného cyklu - S faze

Cyklin A - CDK2
» fosforylace slozek pre-iniciaCniho komplexu

* vysledkem S faze je vznik dvou sesterskych chromatid kazdého chromozomu spojenych
molekulami kohezinu

kohezin

N “

> > —> l Signal transduction ?NA
replication
pathway Sta = Pl
’ CDK2

o + {e» — o o Cytoplazma buriky v S fazi obsahuje cyklin E - CDK2
' a cyklin A - CDK2. Jiz neni tfreba mitogenni signal.

G1 S M - profaze M - metafaze

o3 + o — (O 0 V jadre G2 bunky neprobéhne opakovana S faze

v dlisledku absence pre-iniciacnich komplexa.
S G2 S G2



Rizeni bunééného cyklu - pfrechod G2/M

MPF (mitosis-promoting factor) = cyklin B - CDK1
* koncentrace cyklinu B roste pribézné béhem celé interfaze
* CDK1 - inhibi¢ni fosforylace (Weel) odstranéna fosfatazou (Cdc25), aktivacni fosforylace (CAK)

* narust aktivity MPF je skokovy, pti maximalni hladiné cyklinu B a po odstranéni inhibiéni fosforylace

, 2}
Laminové
dimery 3 3
o 2] 70

MPF fosforyluje cilové proteiny brzké faze mitozy

I% o [ ]Gz|% o1 |s|ez®[

MPF activity

* kondenzace chromatinu - aktivace kondenzint

Mitotic
cyclin

* rozpad jaderné membrany - depolymerace lamin(

Relative concentration

* tvorba mitotického vieténka - aktivace centrozomu

Time



Rizeni bunééného cyklu - M faze

APC, anaphase-promoting complex
* aktivovan v pozdni mitéze plisobenim MPF

* funguje jen po pfipojeni proteinu Cdc20, ten je blokovan proteiny Mad a Bub, které ho uvolnuji
az po spravném pripojeni kinetochor( vsech chromozomt k mikrotubulim vieténka

* pripojuje ubikvitin k proteiniim, které fidici mitézu
i) sekurin
* jeho rozklad uvoliiuje separazu, ktera degraduje proteiny spojujici sesterské chromatidy
ii) cyklin B

* inaktivace MPF, konstitutivné aktivni fosfatdzy odstranuji fosfatové skupiny z proteind,
které byly fosforylovany MPF, zakoncéeni mitdzy, vstup do nové G1

Sekunri .
eunnn\

Cdc20 (1
Volny & O Ch[gmpzo’m Inaktivni /“ ok ﬂ §)
chromozom = I?\SIFZ::;T(\L a separaza Degradace cyklinu B
Proteiny
Mad a Bub t
Ubikvitinace a degradace
‘a m—) sekurinu
=) Inaktivni mm )
APC Aktivni APC ‘Jb
Akt i = @ . |
\ Cdc20 MPF vl G2/M prechod ‘61

separaza \“ ——
Roz3tépeny
& Kohezin Mitotické kohezin
Komplex Mad/Bub \ vieténko mn 0>
inhibuje Cdc20 ,
~
/
\ /
ApC / \\\/
2

G2 Metafaze Anafaze

Vzristajici koncentrace cyklinu B



Inhibitory CDK (CKl)

Rodina INK4 (INhibitors of Kinase 4) N -
NEPROLIVFERUJICI PROLIF‘IIERUJICI
° p16, p15, p18, p19 BUNKA BUNKA

* inhibuji cyklin D - CDK4/6, zastava v G1 aktui 16 P16 chyi

Rodina CIP (CDK Inhibitory Proteins) ke

kompl

* p21 (cilovy gen proteinu p53), p27, p57 aktivi R E2F a
i@i aktivni E2F ——‘\ 5
* inhibuji cyklin D - CDK4/6, cyklin E - CDK2, cyklin A - L exprese goni

S faze

CDK2, cyklin B - CDK1

Farmakologické inhibitory CDK
» deregulace CDK u rlznych chorob, farmakologické inhibitory blokujici ATP vazebné misto CDK
 selektivni Ucinek inhibitord mozno vyuzit pro lécebné ucely

- nadory, neurodegenerativni choroby (Alzheimerova choroba, ALS, mrtvice)

- kardiovaskuldrni 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

* vnéjsi faktory - Ziviny, mitogeny, antiproliferacCni faktory

* po jeho prekonani mohou BC zastavit uz jen vnitrni faktory
- celistvost DNA
- velikost buriky (kvasinky)

Kontrolni bod G2

» dokonceni replikace DNA
* celistvost DNA
* velikost buriky (kvasinky)

Kontrolni bod M

» prechod metafaze-anafaze
e spravné pripojeni chromozom( k mitotickému vieténku




Kontrolni body bunécného cyklu

Vnéjsi podnéty - chemické
* Ziviny, signaly pro rlst, déleni a preziti
i) mitogeny - stimuluji déleni bunék, prechod G1/S
ii) rastové faktory - stimuluji rlst bunék, syntézu makromolekul

iii) faktory pro prezivani - potlacuji apoptdzu

Vneéjsi podnéty - fyzikalni

* prostor a povrch pro adherenci

Fragmentace \/ Zavislost na povrchu pro adherenci
: U¢inky PDGF =

pojivové P
thané SEess na fibroblasty |
pojivové tkané
l Inhibice ristu nedostatkem prostoru

i |
Degradace ECM
Zisk fibroblastt o NG

N S <OR VS

e, AEAA
—d
20 pm 20 pm

Umisténi bunék

do kultivaénich e
nadob E
, ® A ';.\'

Bez PDGF Pridavek PDGF

Normalni burika Nadorova burika



Kontrolni body bunécného cyklu

Vnitrni podnéty

* celistvost DNA, pfipojeni chromozomu k délicimu vieténku

Poskozeni DNA
 fyzikalni a chemické mutageny, zastava v BC v G1 nebo G2

* opravitelné poskozeni - zastaveni BC do doby opraveni DNA x rozsahlé poskozeni - apoptdza

* nadorové supresory
ATM, ATR - rozpoznani poskozené DNA, aktivace CHK1 / CHK2
CHK1, CHK2 - aktivace p53, inhibice Cdc25
p53 - zvyseni hladin CKI 7] |d|5ﬂom| TTT]

apoptia

l ©)
| | A
TR \

@ &
| R - B A ¢ A5 iy
Les .,
1 |
e
BS

!
88
QG CYC LYC

Aktivni Inaktivni Inaktivni

UV poskozeni ds zlom




Kontrolni body bunécného cyklu

vvvvv

1 Aktivace

p53
* nadorovy supresor

nizka hladina, priibézna degradace, Mdm?2 zajistuje transport p53

@ @&

1 Aktivace

z jadra k proteazomu
* stabilizovan ve stresovych situacich (poskozeni DNA)

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

Degradace

vvvvvvvvvvvv
»»»»»»»»»»»»»

:

CKI
J- Inhibice
% Cyklin - CDK

Nedochazi k fosforylaci

pRb

{

Com.om )
%é_
@5 / N

P.p)

}

J- Inhibice
o Bcl-2

Nedochazi k inhibici

apoptozy

}

Gastric cancer, [0 attectea
[[] unaftected (normat)
[] unafrected carrier

“ // Deceased

Deficit p53
e prichod BC s poSkozenou DNA
* Li-Fraumeniho syndrom

ZASTAVEN(

BC APOPTOZA

- dédi¢ny syndrom, inaktivacni mutaci p53

- zvySené riziko vzniku nadoru (sarkomy, nadory mozku, prsu,...)
- 50 % riziko nadoru do 40 let véku, 90% do 60 let véku



Kontrolni body bunécného cyklu

Kontrolni bod déliciho vieténka

* vstup do anafaze, pripojeni chromozomU na kinetochorové mikrotubuly déliciho vieténka
» poskozeni tohoto kontrolniho mechanismu vede k poskozeni a nondisjunkci chromozom

i) kontrolni bod zapnut
* nepfipojené kinetochory aktivuji Mad a Bub

* komplex APC-Cdc20 v inaktivnim stavu
Mad2

, - - Bub3
ii) kontrolni bod vypnut Inactive Aclive
* spravna vazba chromozomu na kinetochorové e ”bUbUbUbl
L oecurin =
mikrotubuly  vyvoldvd v  chromozomech T (Secuid ggpaTIRS
mechanické napéti Inactive Atitive
* netvori se komplex Mad-Bub sin |
Intact Cleaved

* komplex APC-Cdc20 degraduje sekurin

Sister-Chromatid ¢
Separation % %



Faktory ovliviujici pruchod BC

. . , Senescence :
Poskozeni DNA @V V-9 CDK1 Diferenciace Mitogeny

) / D] v
06 | 7
'|' G2
Y Y@

E6 E7
X @ —@ox—rE) YIm

mitogeny - exprese cyklinu D

antimitogeni, diferenciacni faktory - exprese CKI

starnuti bunky - exprese CKI

poskozeni DNA - zastava BC pres p53

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



Poruchy rizeni bunécného cyklu

Nadorova onemocnéni

nadorové burnky nepotrebuji k déleni rlstové faktory

zvysena proliferace bunky podpofi jeji transformaci do
bunky nadorové

nador je v podstaté selhani kontroly bunécného déleni,
nekontrolovatelny rist bunék
protoonkogeny
- aktivuji proliferaci bunék
- pfi abnormalni aktivaci Ci ztraté jejich inhibice podpo-
ruji vznik nadoru

- pf. rGstové faktory, cykliny, CDK, E2F, Mdm?2, Ras

nadorové supresory
- potlacuji déleni bunék
- inaktivace Ci zvySena inhibice podporuje vznik nadoru

- pf. pRb, p53, p21, p14, p16, TGF-B, ATM

,. Protoonkogen

Normalni rist bunék

% ®

l Mutovany protoonkogen

\’:’QQQO I - onkogen

Normalni riist bunék

Mutovany
\ nadorovy supresor

Normalni rust bunék

/ Mutované

__ ob&alely genu
/
I ¢ Je e Je Je o ) I

Normalni riist bunék Ztrata kontroly rdstu

,%




Poruchy rizeni bunécného cyklu

Pocetni zmény chromozomu (aneuploidie)
* normalni karyotyp 46, XX(Y) monozomie - napf. 45, X trizomie - napt. 47, XY +21
e chyby v kontrolnim bodu déliciho vieténka

i) chyby v mitdéze
* opozdéni chromozomu v anafazi a jeho nezaclenéni do dcefiného jadra
* vnik mozaicismu
ii) chyby v meioze
* nondisjunkce - vznik nulizomické / trizomické gamety, monozomie/trizomie po oplozeni
e opozdéni chromozomu v anafazi: vnik nulizomické gamety

Nondisjunkce chromozomii v meiéze

Opozdéni chromozomu v anafazi BC

W Xy
| |
ENAR @AROAR
A *i M
) Co)Cr) Qi) Cv) Qi) )
ﬁ+1 n+1 ;'1-1 ;1-1 r;+1 6-1 n 7 n 7




Kontrola pfipojeni chromozomu

k délicimu vieténku Mad2

Aktivni mitoticky
komplex cyklin-CDK

Vstup do M faze
Y

Cyklin A/B - CDK1

Odbourany
mitoticky cyklin

Mitogeny

Poskozena DNA

p21 Cdc25C ATM/R
T -|- Prechod l
p53 CHK1 metafaze - p53
G2/M - anafaze
T T prechod l
ATR
ATM/R Cyklin D - CDK4/6 |— p21
Poskozena Nezreplikovana
/
DNA DNA 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 mikrotubultd je zodpovédny za vazbu chromozomU 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 vreténka

zvetsuje se vzdalenost mezi obéma pdly déliciho vieténky
dochazi k cyklin-dependentni aktivaci CDK1






