Bunécény cyklus. Mitéza a cytokineze.
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STABILNI (NEMENNY) GENOM

Udrzuje se prostrednictvim semikonzervativni duplikace DNA
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Metabolismus chromozéomtu - Homologni chromozomy
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Pary homolognich chromozomu (2N) organizované do podoby ,KARYOTYPU"
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Zakladni koncept 1

MITOZA a CYTOKINEZE produkuji dvé geneticky identické buriky




Zakladni koncept 2

MITOZA a CYTOKINEZE jsou &dsti bunééného cyklu

kontrolni bod
DNA replikace

kontrolni bod
' , poSkozeni DNA

Bunécny cyklus

* ma semi-moduldrni charakter

* je vybaven kontrolnimi body controlni bod

metafaze
M Ll

* mezi burikami je koordinovdn i
o 4 . ' *
rustovymi faktory




61
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Formuji se nova jadra
a chomozémy zacinaji
dekondenzovat

Chromatidy se presunuji
k protilehlym pélim
vreténka

Chromozomy se serazuji
v metafazni (ekvatoridlni)
roviné

Chromozomy kondenzuji,
zadina se tvorit délici
vireténko
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Metabolismus centrozomu - Semikonzervativni duplikace

Segregagce
centrozémi

Zrani
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Separace
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Duplikace
centrozomi




MEIOZA

Bunécné déleni, které umoznuje realizaci genetickych
procesu kli¢ovych pro vyvoj pohlavnich bunék
(gametogenezu)

Tyto genetické procesy zahrnuji:

- Redukci poétu chromozomu
- Nezavislou segregaci chromozomu
- ,Crossing over"




Redukce poctu chromozomu

Proc?
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Gamety musi mit haploidni poéet chromozomi (n), aby splynuti gamet
nevedlo u potomki ke zndsobeni poétu chromozomt nad diploidni poéet (2n).




Principielné by se redukce poétu chromozémi mohla snadno odehrat v jednom kroku vynechéanim
replikace DNA s naslednou separaci homolognich chromozomi pri jednom déleni buriky.
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replikace DNA .crossing over"
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Nezdvisld segregace chromozomu
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* Nezavisla segregace chromozomu
- ,Crossing over"”
* Fertilizace

jsou zdrojem genetické diverzity, ktera
je zdkladem adaptace Zivych organismu




Nahlédnuti do neprilis dlouhé historie

studia bunécného cyklu
(~3 dekady)

80-ta léta minulého stoleti = pocatky studia bunécného cyklu

1971 - prvni popis cytoplazmatické aktivity zvané , MPF"
v meioticky zrajicich oocytech Zaby
(Masui and Markert, J. Exp. Zool.)
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Existence MPF neni omezena pouze na zrajici oocyty, ale MPF se
vyskytuje v mnoha riznych bunéénych typech:

1978 - bunky ryhujiciho se embrya (wassermann and Smith, J. Cell Biol.)
1979 - kUl'l'iVOVOﬂé savéi bur‘iky (Sunkara et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA)

1982 - kvasinky Saccharomyces cerevisiae (Weintraub et al., CR Acad. Sci. Paris)

&

Vlastnosti MPF jsou shodné u vSech analyzovanych bunéénych typi :

- aktivita MPF je Casové korelovdana s M fazi bunécného cyklu
* MPF indukuje vstup do M faze

- pokles MPF activity je spojen s reformovdnim jaddra, dekondenzaci

chromozomi a syntézou DNA

VSechna eukaryota pouzivaji ke koordinaci progrese svého
bunécného cyklu (= svého bunécného déleni) stejny ,princip"




DileZité poznatky ziskané studiem kvasinek:

1980, 1981 - byla ukazana klicova role produktu genu cdc2
genu v kontrole progrese bunécného cyklu u
kvasinky Schizosaccharomyces pombe
(Nurse and Thuriax, Genetics; Nurse and Bisset, Nature)

KdyZ jsou mutanti v cdc2 genu, kteri jsou citlivi k teploteé,
inkubovani pri nepermisivni teploté, zastavuji svij cyklus v 61 pred
S fazi nebo v G2 pred mitézou.

Gen cdcZ kvasinky S. pombe md sviij homolog €DC28 u kvasinky
Saccharomyces cerevisiae.




1985 - 1990 = ,zlatd léta" vyzkumu bunécného cyklu

Kvasinky byly prvni:

1985, 1986 - bylo ukazano, ze €DC28 gen kvasinky S. cerevisiae
a cdc2 gen kvasinky S. pombe koduji protein kinazu,
ktera miZe byt regulovana fosforylaci
(Reed et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA; Simanis and Nurse, Cell)

* oba geny cdcZa €DC28 kéduji 34/36 kD fosfoprotein s kinazovou
aktivitou (62% aminokyselinovad identita)

* hladina p34/p36 proteinu je u proliferujicich bunék konstantni

- u bunék, které prestanou proliferovat a zastavi sviij cyklus v 61 fézi, je
p34/p36 defosforylovdn a nema kindzovou aktivitu




Obratlovci je maji také:

1987 - funkcni komplementaci mutace S. pombe cdc2 byl
identifikovan lidsky homolog kvasinkového genu cdc2

(Lee and Nurse, Nature)

1987 - v lidskych burkach byl identifikovan p34 protein, ktery je
homologni s p34<%Z proteinem kvasinky S.pombe and p36<0<Z8
proteinem kvasinky S. cerevisiae
(Draetta et al., Cell)

Lidsky p34 protein byl imunoprecipitovdn z HeLa bunék oznacenych
[3°S]methioninem s pouzitim monoklondlni protilatky reagujici s p34¢a2
a p34¢0czs




Zacina se objevovat vztah mezi p34<%Z and MPF:

1988 - MPF iZO'OVGﬂ;’ (afinitni chromatografii s pouzitim p13s«7?) Z OOCYTG iéby
sestava ze dvou hlavnich komponent, proteini o molekulovych
hmotnostech 34 kD a 42 kD; 34 kD protein je nejspise
homologem p34¢e2
(Dunphy et al., Cell, July 29)

1988 - MFP izolovany z oocytl Zaby obsahuje 32 kD protein, ktery je
rozeznan protilatkou proti p34<%2; 32 kD protein je asociovan

s 42 kD proteinem, s nimz tvori komplex vykazujici kinazovou
(Gautier et al., Cell, July 29)

1988 - histon H1 kinazova (H1K) aktivita, ktera je specificka pro M
fazi, koeluuje pri jeji izolaci s 34 kD proteinem, ktery je
rozezndn protilatkou proti p34<%2; MPF and H1K jsou nespis
stejnou entitou
(Arion et al., Cell)




Biochemie proteinu p34 naznacuje jeho dlohu v regulaci bunééného cyklu:

1988 - lidsky protein p34 (HeLabuiky) podléha v zavislosti na
bunééném cyklu zménam ve fosforylaci a v

v & U4 ' d [-)
usporadani partneru
(Draetta and Beach, Cell)

» u bunék v G1 fazi je protein p34 defosforylovdn, neni asociovan s

proteinem p62 a nemd kindzovou aktivitu
» vechny tyto parametry jsou revertovdny u bunék v G2/M fdzi
- u bunék zastavenych v M fdzi plisobenim nokodazolu se akumuluje

aktivni komplex p34/p62




Cyklin vstupuje do hry:

1983 - poprvé popsan jako protein, ktery podiéha opakované
destrukci u ryhujicich se vajicek morské jezovky
(Evans et al., Cell)

v
1989 - syntéza cyklinu je nezbytna pro vstup do M fdze u
oocytl Zaby
(Minshull, Blow, and Hunt; Cell)

1989 - destrukce cyklinu je nezbytna pro vystup z mitozy
u ¢asnych embryi Zaby

(Murray, Solomon, and Kirschner; Nature)

Priklad: fluktuace cyklini A a B v éasném embryu Skeble

A R p———————— Cyklin A

0 20 0 60 80 00

minuty po fertilizaci Westendorf et al., J. Cell Biol., 1989




Kruh se uzavira":

1990 - cykliny B1 and B2 jsou komponenty MPF oocytl Zaby

(Gautier et al., Cell)

- imunoprecipitdty cyclind B1 a B2 vykazuji H1K aktivitu, kterd je
charakteristicka pro MPF

» exogenneé pridané cykliny B1 a B2 jsou oba substraty této kindzové
aktivity

» kindzova aktivita asociovand s cykliny B1 a B2 osciluje s kinetikou, ktera
je stejna jako kinetika aktivity p34 kindzy
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Figure 7. Diagram of the cdc2/Cyclin Cycle

This simplified diagram illustrates the essentials of the relationship be-
tween cyclin, p34°3<2, kinase activity, and the cellular consequences
of that activity. Newly synthesized cyclin joins preexisting p34°92 to
form pre-MPF, which lacks H1 kinase activity until the cdc2 subunit is
dephosphorylated. Cyclin is phosphorylated as the cdc2 becomes ac-
tive, and is subsequently destroyed. This leads to loss of kinase activ-
ity, which cannot be restored until more cyclin has accumulated.




U vyssSich eukaryot neni situace tak jednoducha:

PARADIGMA
.bunécny cyklus jako cyklus cdcZ2"

SE ZDAL

atraktivni pro jeho jednoduchost

ALE

dalsi studie celou problematiku zkomplikovaly

NEJPRVE

1991 - komplementaci mutace €DC28 u kvasinky S. cerevisiae byla
nalezena nova lidska p34 protein kindza (CDK2 - cell
division kinase)

(Elledge, Spottswood, EMBO J.)

CDK2 md 66% aminokyselinovou sekvencni identitu s CDC2Hs, ktera
byla identifikovdna Lee and Nursem (1987) komplemetaci cac2
mutace u S. pombe




Soucasny stav
(slovy)

Enormni komplexnost molekularni masinerie, ktera reguluje
bunéény cyklus, diky:

* Velkému poctu existujicich kinaz pribuznych p34¢a2
(oznacovanych CDK - cyclin dependent kinases)

- Velkému poétu existujicich cyklind

- Skuteénosti, Ze rdzné cykliny interaquji s riznymi CDK a
vice versa

- Existenci dalSich molekul, které interaguji s komplexy
cyklin/CDK




Cdks and Related Proteins

kinase

Cdc2 p34
Cdk2
Cdk3
Cdka
Cdk5
Cdké
Cdk7
Cdk8
Cdk3

PSTAIRE
motif

PSTAIRE
PSTAIRE
PSTAIRE
PV/ISTVRE
PISSLRE
PLSTIRE
NRTALRE
SACRE
PITALRE

regulatory
subunits

cyclin A& B

cyclin A, E&D
cyclin E

cyclin D1, D2, & D3
p35

cyclin D1, D2, & D3
cyclin H

cyclin C

cyelin T

Soucasny stav
(graficky; zjednoduseno)

putative
substrates

Rb, NF, histone H1
Rb, p27
E2F-1/DP-1

Rb

NF, Tau

Rb

Cdc2, Cdk4/6
RNA Pol Il

Rb, MBP

Major Cyclin-Cdk Cell Cycle Complexes

cell cycle
stage

G1
G1/S
S
G2/M

cyclin-Cdk
complexes

cyclin D-Cdk4/6

cyclin E-Cdk2
cyclin A-Cdk2
cyclin B-Cdc2

+

inhibitors

+

pl5 pl16 p18 pi9

Cell Cycle

cyclin Aand B
+ Cdc2

cyclin D1, D2 and D3
+ Cdk2, 4,5 and 6

cyclin A

p15, p16,
p21 + p27

Rb phosphorylation

EZFIDF-\
activation

Modifikovdno z katalogu firmy Santa Cruz Biomedicals, USA




Periodicita exprese cyklint

cyclin A f
* cyclin D
<—cyclin E
]
cyclin B
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Detekce intraceluldrnich proteint v kombinaci s
detekci DNA priutokovou cytometrii
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Phenomen:

Phenotyp:

Profit:

Vyznamné fenomény

A cesty k poznani jejich zakladu
vztahujicich se k regulaci pribéhu
bunééného cyklu

Nekontrolovana o y lif
hyperproliferace mezena proliferace
- Neschopnost

Proliferativni choroby ndhrady/obnovy
(rakovina, psoridza, po§kozen9ch
revmatickd artritida, ...) bunék/tkéni
Nalezeni biomarkeru Indukce proliferace
Design IéCiv .kmenovych bunék™




Jednoduchad logika pohledu na regulatory bunécného cyklu:

Reguldtory bunécného cyklu:
Zastupci:

V hyperproliferujicich
burikach:

V neproliferujicich burkach:

Pozitivni
CDK, cykliny

ZvysSend mnozstvi
& Aktivovany

Snizend mnozstvi
& Inaktivovdny

Negativni
Inhibitory CDK

Snizend mnozstvi
& Inaktivovany

Zvysena mnozstvi
& Aktivovany




Mozné pri¢iny abnormalni funkce regulatoru bunééného cyklu:

Abnormality reguldtoru
samotného

* Mutace v kddujici sekvenci

* Mutace v regulaéni sekvenci
(elementu)

- Epigenetickd zména v kddujici
sekvenci

- Epigenetickd zména v regulaéni
sekvenci (elementu)

» Abnormalni posttransla¢ni
modifikace

- Jiné

Deregulace drahy nadrazené
reguldtoru bunécného cyklu

F. Del Bene, J. Wittbrodt / Seminars in Cell & Developmental Biology 16 (2005) 449-460 455
HoxB4
Tt~ b1 pp2a /,M«/”w/
\’ = Msx1/2
Msx
Cde25 tha o~

Pitx2

~
P53, p63, p73 ~
Octl
Cdk4,6

Esxrl

Fig. 2. Homeobox genes and their molecular targets in the cell cycle. Blue lines indicate direct activation or repression, red lines indicate protein—protein
interactions, green lines indicate indirect activation or repression of expression, or interactions that have not been demonstrated to be direct yet.

Priklad komplexnosti drah nadrazenych

reguldtoriim bunécného cyklu




Jak lIze analyzovat abnormality regulatord bunééného cyklu?
(srovnani normalnich a abnormalnich bunék)

A B C

5K - SRR :I oyclinE 3
-

3BK—

Na drovni struktury genu:

. - S &
- Analyza sekvence (sekvenovani, RFLP, ...) 2 LR S OP 3 i)
cyklin E v jadrech bunék

karcinomu prsu

A

Na drovni transkripce genu:
* Mnozstvi mRNA (Northern blot, RT-PCR, QRT-PCR, chip analyza,
hybridizace /n situ)

Na drovni exprese a funkce proteinu:

+ Celkové mnozstvi regulatoru (Western blot, imunodetekce /n situ)

» Asociace regulatoru s jeho partnery (imunoprecipitace)

- Aktivita (stanoveni kindzové aktivity /n vitro)

+ Jiné aspekty metabolismu, napr. poloc¢as Zivota (metabolické znacent)




Sofistikované experimentalni zplsoby analyzy
vyznamu/funkce regulatord bunééného cyklu:

Genetické modifikace
- Ektopicka exprese - transgeneza
» Zvyseni exprese
- Exprese mutantnich forem (napf. dominantné negativni mutanti)
» Genovy ,knockout" a .knockin" homologni rekombinaci
» Genovy .knockdown" s vyuzitim siRNA strategie
- Exprese znacenych proteint umoznujicich jejich sledovani /n vivo

- Jiné

V bunkach kultivovanych in vitro U zvirat (mys3, Drosophila, ...)

| |

Analyza fenotypu na véech moznych drovnich




Co jsme se dosud dozvedéli?

&

Dulezité pro zapamatovani:




U lidskych malignit se vyskytuji rizné defekty regulatoru bunééného cyklu:
(adaptovdno z: Webster, K.R., Exp. Opin. Invest. Drugs, 1998)

~75% Karcinom pankreatu
~52% Karcinom jicnu

12 - 30% Karcinom plic

~20% Karcinom mocového méchyre
Sporadicky melanom

~95% Nddorové bunécné linie
Akutni lymfoidni leukémie

Bunécné linie dificientni v p53

Kolorektdlni karcinom

Protein Funkce Defekt(y) Typ nddoru
pl6 Inhibitor Cdk4/6 Delece ~95% T-cell ALL
Bodova mutace ~75% Melanom
Umlceni
~30% Gliom
pl8 Inhibitor Cdké Delece
Bodova mutace Karcinom prsu
p21 Inhibitor Cdk SniZzend exprese
p27 Inhibitor Cdk Degradace Karcinom prsu
cdk1 Katalyticka podjednotka Zvysend exprese

Karcinom prsu
Karcinom prostaty
Kolorektdlni karcinom

Karcinom Zaludku




Protein

Funkce

Defekt(y)

Typ nadoru

cdk?
cdk4

Cyclin A
Cyclin Bl
Cyclin D1

Cyclin E

Katalyticka podjednotka
Katalytickad podjednotka

Aktivator cdkl/2
Aktivator cdkl
Aktivator cdk4/6

Aktivator cdk2

Zvysend exprese
Amplifikace
Bodovd mutace
Zvysend exprese
Stabilizace
Zvysend exprese
Amplifikace

Zvysend exprese

Amplifikace

Zvysend exprese

Kolorektalni karcinom
Sarkom, gliom

Melanom

Adenomatézni polypdza
Karcinom jater

887% Kolorektdlni karcinom
40 - 80% Karcinom prsu
~70% Adenomatdzni polypoza
50% B-bunécny lymfom
~47% Karcinom plic

~35% Karcinomy hlavy a krku
25 - 50% Karcinom jicnu
~25% Karcinom mocového méchyre
~90% Kolorektalni karcinom
30 - 80% Karcinom prsu
~70% Karcinom prostaty
~18% Karcinom vajeéniku

Karcinom Zaludku




1) Vétsina kanonickych komplexu cyklin/cdk neni nezbytna pro proliferaci
bunék diky znacné funkcni redundanci, promiskuité a vykonnym
kompenzacnim mechanismim.

’ (=]

2) Konkrétni konfigurace molekul, které ridi prubéh bunééného cyklu
u vysSich eukaryot jsou specifické podle bunééného typu; zacinaji byt
také odhalovdny nové nekanonické funkce cyklini a Cdk.

Cdk2 - nejmarkantnéjsi priklad

Cdk2 a jeho aktivdtory cykliny E byly dlouho povazovdny za
nepostradatelné reguldtory savciho somatického bunécného cyklu.

2003 - Deplece Cdk2 (protismysiné oligonucleotidy, siRNA) ma pouze zanedbatelny vliv
na proliferaci nddorovych bunék kultivovanych in vitro.
(Tetsu and McCormick, Cancer Cell).

2003 - Mysi deficientni v Cdk2 genu jsou plné Zivotaschopné; s vyjimkou poruchy ve
vyvoji gamet nevykazuji Zadné zndmky vyvojovych abnormalit; tato skuteénost
naznacuje, Ze Cdk2 neni nepostradatelna pro vétsSinu, ne-li vSechny somatické
bunky.

(Ortega et al., Nat. Genet.; Berthet et al., Curr. Biol.)




Reguldtory bunécného cyklu v realném sveté

Obecna otdzka:

Molekuldarni mechanismy ridici vyvoj Zlutého téliska
(potencidlni cile pro farmakologickou intervenci)

—

. . Vé /
Jedna specificka otazka:
Zmény v mnozstvi proteind regulujicich bunééné
déleni béhem vyvoje tohoto orgdnu

Pouzity biologicky model -

mys. Pouzitd technika - WB analyza

Analyzovana stddia vyvoje Zlutého téliska (1 az 6)
A

/

~ =
1 Granulézni 2 Luteinizujici 3 Buriky Zlutého 5 Bunky Zlutého 6  Buriky
buriky Graafova buriky Graafova téliska ve téliska v zanikajictho
folikulu tésné folikulu 72 hodin trindctém dni osmndctém dni Zlutého téliska 2
pred ovulaci po ovulaci gravidity gravidity dny po porodu
N | Lyza bunek ziskadni pro’remu
/7 7 "’. < o o
mecovanl 1 Separ‘ace proTemu pomocn SDS-PAGE
\ WB analyza pomoci pr'o‘rlla’rek
Tea X v NS
’ . — | n2T] )
[—— cbk2 Analyzované
/’ | ——  — o — C 4 2
Vysledek | | DK , regulatory
- — — — — CDK6 buggfne’ho
Byly zjiStény zmény v kvantité : eleni
Sesti reguldtord bunééného . : Cyklm D1
déleni, k nimz dochdzi béhem .
vyvoje Zlutého téliska u mysi \ A — cyklin D3




Prognosticka hodnota exprese jednotlivych regulatord
bunécného cyklu neni zdaleka stanovena.

p27 - inhibitor CDK

Table 1. p27 i ivity and its relationship to other tumor characteristics
Variable p27-low staining p27-high staining Statistical
(n) (55 cases) (20 cases) analyses

n (%) n (%)
Grade
G1(13) 10/13 (76.9) 3/13 (23.1)
G2 (38) 28/38 (73.7) 10738 (26.3) NS*
G3 (24) 17/24 (70.8) 7124 (29.2)
Growth pattern
Papillary (61) 46/61 (75.4) 15/61 (24.6)
Solid/mixed (14) 9/14 (64.3) 5/14 (35.7) NS
Stage
Superficial (54) 38/54 (70.4) 16/54 (29.6)
Muscle-invasive (21) 17/21 (81.0) 4/21 (19.0) NS
PCNA index
Low (25) 17/25 (68.0) 8/25 (32.0)
Moderate (28) 22/28 (78.6) 6/28 (21.4) NS
High (22) 16/22 (72.7) 6/22 (27.3)
p53 immunoreactivity
Absent (44) 24/44 (54.5) 20/44 (45.5) NS
Present (31) 16/31 (51.6) 15/31 (48.4)
Recurrence
Absent (15) 8/15 (53.3) 7115 (46.7) NS
Present (60) 47/60 (78.3) 13/60 (21.7)
Progression
Absent (45) 16/45 (35.6) 29/45 (64.4) NS
Present (9) 5/9 (55.6) 409 (44.4)

*Non-significant.

Je tento reguldtor dobry prediktor u nddoru mocového méchyre?
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Figure 4. Disease-free survival curves based on a comparison between low and high p27 expression levels.

p27 neni dobry prediktor vysledku lécby
karcinomu mocového méchyre |




Co zejména bychom si méli pamatovat?

» funkce molekul regulujicich bunécny cyklus jesté neni
dplné pochopena

- nékteré dnes obecné prijimané koncepty regulace
bunééného cyklu budou muset byt revidovany

* nové neCekané otdzky musi byt experimentdlné ovéreny




Dekuji za pozornost

Otazky a komentare na:
ahampl@med.muni.cz




