Bunécény cyklus

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

(Rudolf Wirchow, 1858)

Jedinym zplsobem jak muze vzniknou nova burika je
duplikace jiz bunky existujici

- kontinuita Zivota od jeho vzniku




Bunécny cyklus

jak bunky dosdhnou zdvo jndsobeni svého obsahu?

jak dosdhnou presného rozdéleni svého obsahu do dvou
smysluplnych celku?

jak vzajemné koordinuji tyto procesy?

uspordddni Zivotnich procest buriky do logického sledu fak, aby
mohlo dojit k duplikaci chromozomu a bunécnému déleni za
vzniku presnych kopii bunky rodi¢ovské

podminka tvorby vicebunécnych struktur, aktivné probihd i v
dospélych mnohobunéénych organismech (nahrazovani bunék
ogumlq?Jucuch, miliony novych bunék za vterinu, podminka
preziti

principy rizeni replikace a segregace chromozomi jsou obdobné
ve vsech bunkach




Bunécny cyklus reaguje na signdly prichazejici z
vnéjSiho i vnitrniho prostredi bunky

Vnéjsi podnéty:

» pritomnost signdlnich molekul
produkovanych ostatnimi burikami
(koordinace)

- pFitomnost Zivin a ristovych faktord

Vhitfni podnéty:

» stupen dokonceni predchozich fdzi cyklu
» poskozeni DNA

Na zdkladé téchto podnéti mize byt
bunécny cyklus pozastaven.
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Bunéény cyklus eukaryot

» zdsadni procesy v bunce probihaji v pevné
daném poradi

» duplikace chromozomadlni DNA nastava ve
specifické Cdsti zivota buriky

- ndsleduje segregace chromozomu pri
bunécném déleni @

. Ctyri fdze cyklu: @ . \

- M (mitoza) E\j& v@
- 6, (and ) N“:j@/
- S (replikace DNA) interfdze

- 6,




Periodické promény bunék byly nejdrive
zaznamenany svételnou mikroskopii

mitdza (rozdéleni chromozomu)
+ cytokineze (rozdéleni cytoplazmy)

- interfdze (obdobi ristu buriky a replikace DNA)
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Faze M (mitoza + cytokineze)

burika je zamérena na funkce souvisejici s bunécnym délenim
metabolicka aktivita slaba

rozpad jaderné membradny (do ER)

tvorba mitotického vreténka

kondenzace chromozomi do kompakthich chromatid

sesterské chromatidy drzi pohromadé (.sister-chromatid cohesion™)
sestaveni kinetochorl, pripojeni chromatid k mitotickému vireténku
rozloZeni kohezivnich molekul mezi chromatidami, separace chromatid k
opachnym péltm
rozpad vrreténka,
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Metafazovy kontrolni bod

kontrola segregace chromozomu: oddalu; 1je zacatek separace
sesterskych chromatid, dokud nejsou véechny chromozomy
spravné napojeny ha ml’ro’rlcke vireténko
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Mitoza

Mitéza v lidské burice pozorovana fluorescencni mikroskopii.

Mikrotubuly jsou znaceny zelené, DNA modre a kinetochory (tj.
mista, kde se mikrotubuly pripojuji k DNA) jsou rizové.




Interfaze

Interphase

INTERFAZE

Gq:
Cell grows and
/ carries out normal
i metabolism; | d
| organelles duplicate

zdvojeny centrosom

J

jaderny
obal
dekondenzované
- chromosomy
plasmaticka v jadre
membrana
89)__ e
- Béhem interfaze nabyva burika na objemu.
S Chromosomalni DNA je replikovana a centrosom
je duplikovan.

* tvori vétsinu cyklu: hodiny, dny, tydny nebo delsi obdobi podle bunééného typu
- rlst buriky

*  vyraznd metabolicka aktivita

» rozdélena do faze G, (“first gap"), S ("synthesis"), G, ("second gap")

+ jadernd membrdna je spojena s ER




Faze 61

nejdelsi a nejvariabilnéjsi faze cyklu

poskytuje ¢as pro biosyntetické procesy, sestavovani organel a pro monitorovani
vnéjsich a vnitrnich podminek pred zahdjeni S faze

dostatek Zivin a ristovych faktort: rist buriky, vysokd metabolickd aktivita

nedostatek zivin nebo anti-proliferacni signdl: zpomaleni postupu fdzi G1 nebo
opusténi cyklu do faze GO, ve kterém muze setrvat dny, tydny, mésice...

Eos’rup fdzi 61 je rizen dvéma kontrolnimi body: bodem restrikce a kontrolnim
odem sledujicim stav DNA (oba body byvaji defektni u nddorovych bunék)
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Bod restrikce (START)

bod cyklu, kterym burika monitoruje svou velikost, fyziologicky
stav a interakce s okolim

- savci: bod restrikce (.restriction point")
- kvasinky: START
lokalizovan v pozdni fazi 61

jsou-li podminky vhodné, Zivin a rustovych faktort je dostatek,
buriky prejdou bodem restrikce do faze S

replikace DNA pokracuje, i kdyz po prekondni bodu restrikce
jsou rustové faktory odstranény

vnéjsimi faktory dalsi prichod cyklem neovlivni (mohou jej
pozastavit jen faktory vnitrni, napr. poskozeni DNA)

buriky, které neziskaji adekvatni signdly pro prichod cyklem, bod
restrikce neprekrodi: zlistanou v 61 (resp. 60) nebo odumfou

apoptdzou




Faze 61

* burika je schopna reagovat na mimobunécné signdly: mitogenni a anti-
mitogenni ristové faktory (citlivost konéi bodem restrikce)
* burika se rozhoduje, zda bude v cyklu pokracovat nebo jej opusti a vstoupi

do fdze GO
» stejnému signdlu jsou vstaveny sousedici buriky - koordinace v ramci tkdné

@_

period during which

c— cells are responsive

to mitogenic GFs
and to TGF-$

R point




Faze GO

fdze, ve které se nachdzi vétsina bunék mnohobunéénych organismi: jsou
diferencované a specializované k vykonu urcité funkce, nedéli se

neni to klidova fdaze: aktivni proteosyntéza, sekrece, pohyblivost
moznost opétného vstupu do bunééného cyklu po prijeti urcitého signdlu
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Faze S

Cast interfdze, pri které dochazi k replikaci DNA

ve fdzi G, md proto burika
dvojndsobny obsah DNA ve
srovnhani s burikou ve fazi 6,




Faze S

k iniciaci replikace dochazi na mistech ori- problém koordinace:

- nutnost zajisténi dplné replikace kazdého chromozomu

- nesmi dojit k opakované iniciaci ze stejného ori v ramci jednoho
replikacniho cyklu

vysledkem fdze S jsou molekuly DNA v kazdém z pdri

duplikovanych chromozomd, které pohromadé drzi specidlni
proteinove vazby

Princip kontroly fdze S:

Béhem faze 61 se chromozomy modifikuji navazanim proteinu RLF
(.replication licensing factor®) do oblasti ori, coz pfedstavuje
signal, Ze replikace dané oblasti chromozomu muze probéhnout
(pre-replikacni komplex). Behem replikace RLF misto ori opousti a
muze se na héj znovu navazat az po dokonceni fdze M.




Faze 62

je fazi, ve které bunky provadéji kontrolu DNA a pripravuji se na mitézu

v pripadé, Ze je nalezena nereplikovana nebo poskozend DNA, nebo nedoslo
k duplikaci centrozomu (kontrolni body v 62§J dochazi ke spusténi protein
kinazové kaskady, kterd znemozni zahajeni mitdzy

podkozeni téchto kontrolnich bodl mize prispét k vzniku rakoviny
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Zasadni bunécné procesy probihaji v prisné ndvaznosti

s ; 1 X trigger completion of mitosis
trigger mitosis machinery and proceed to cytokinesis

I
ENTER M EXIT M

ENTER S

|
trigger DNA
replication machinery




Casové odlisnosti bunécného cyklu

Existuji

+ buriky s vyraznou strukturni a funkcni specializaci,
ktere nemaji schopnost déleni (nervove buriky,
svalové bunky, ¢ervené krvinky)

+ buriky, které se normalné nedéli, ale za urcitych
okolnosti se délit mohou (jaterni bunky, lymfocyty)

+ buriky, které se prirozene déli velmi rychle
(epitelidlni bunky, krevni kmenové buriky)




Casové naroky bunécného cyklu

velmi variabilni, podle typu tkané
méné nez 30 minut u nékterych
embryi (obojzivelnici)
kvasinky 1,5 - 3 hod.
buriky strevniho epitelu 12 hod.
sav¢i fibroblasty v kultufe 20 hod. | ™™ ™™ L
savéi jatra cca 1 rok Y R ey R .

typicka rychle rostouci lidska burika
ma 24. hod. cyklus (61/11 hod., S/8
hod., 62/4 hod., M\/1 hod.)




Variabilita fazi bunécného cyklu

* nejvice variabilni je fdze 6,

+ vétsina bunék, které se prestanou délit zistdva ve
fazi 6,




Syntéza makromolekul béhem
bunééného cyklu

Figure 27.2 Synthesis of RMNA and proleins occurs
continuously, but DNA synthesis occurs only in the
discrete period of S phase. The units of mass are
arbitrary.
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a pr'OTelna r‘ela.hvné kOHSTGnTnf G1 phase Sphase G2 phase -
béhem mitdzy klesd syntéza

proteinl a zastavuje se syntéza

RNA

véechny druhy proteint s

vyjimkou histont se tvori :
prubézné béhem interfdze
_-"f"’—'

32

histony se tvori vylu¢né ve fazi S °

0 8 16 24 hours




Bunéény cyklus a kvasinky

Vyhody kvasinkového modelu:

dostupnost (dajl o sekvenci (usnadnéni charakterizace novych
genovych produkti)

haploidni status, moZznost prenosu cizorodé DNA, zaélenéni této
DNA do chromozomu homologni rekombinaci (usnadnéni genetickych
analyz)

snadnad kultivace, vysoka rychlost cyklu

moznost jednoduchého vyhodnoceni faze bunééného cyklu
mikroskopickou analyzou morfologie bunék:

- u pucicich kvasinek (Saccharomyces cerevisiae) nepritomnost pupene
- znali fazi 61, pritomnost pupene mensiho nez u rodi¢ovské burky -
znaéi fazi S, pritomnost pupene podobné velikosti jako u rodicovské
bunky - znaci fazi 62

- u Stépicich se kvasinek (Schizosaccharomyces pombe) lze na fazi
cyklu usuzovat z délky bunék




Bunécny cyklus je sled navazujicich fazi

A. Model of the cell cycle as a

Ze studia cyklu u kvasinek vyplynulo, Ze nova sinple depandart patnesy
faze cyklu miZe nastat az po dokonceni fdze | 111
predchozi - dominovy efekt

B. Wild type

Mutace v genech nutnych pro prichod danou
fazi cyklu (cdc) se projevi synchronizaci celé
populace kvasinkovych bunék - jejich cyklus

se zastavi ve stejné fazi

Geny cdc jsou esencidlni, proto kvasinky
defektni v cdc nejsou Zivotaschopné -
pripraveny podminecné letdlni mutanti




Mutace v genech cdc se projevi uniformnim
fenotypem vSech mutantu

A. Wild type B. wee mutant | C. Cdc25 mutant

A: 5. pombe divokého typu
B: 5. pombe s mutaci v genu weel, kterd urychluje vstup do mitézy
C: 5. pombe s mutaci v genu cdc25, kterd znemozniuje vstup do mitdzy




Pristupy k analyze bunécného cyklu

Mikroskopie:
» sledovadni cytokineze
» sledovadni mitozy:

-zviditelnéni kondenzovanych chromozomt napt. fluorescenénimi barvivy,
kterd se vdZzou na DNA

-zviditelnéni mitotického vreténka prostrednictvim specifickych
protilatek

- sledovani S-faze:

-zviditelnéni inkorporace zna¢eného
tymidinového analogu (BrdU) do

DNA prostrednictvim anti-BrdU protilatek




Pristupy k analyze bunécného cyklu

Prutokova cytometrie

» sledovdni obsahu DNA jednotlivych bunék v bunéénych poopulacich

V nesynchronizované populaci proliferujicich bunék
byva 30-40% bunék ve fazi S, které lze odecist po
krdtkém oznaceni bunék BrdU jako tzv. labelling
index: naznaCuje trvani S fdze

Velikost frakce bunék v mitéze udava mitoticky
/ndex , na zdkladé kterého lze odhadnout dobu
trvani M fdze.

number of cells ——»

cells in G,
phase

M

cellsin G;and
M phases

relative amount of DNA per cell

(arbitrary units)




Rizeni bunécného cyklu

Otazky:

Jaky mechanismus ridi striddni syntézy DNA, mitézy a cytokineze?

Existuje oddéleny ridici systém nebo se procesy syntézy DNA, mitozy
a cytokineze néjak Fidi navzdjem samy?

Po mnoho let zahada.

Koncem 80. let 20 stol. identifikovany klicové proteiny ridiciho
systému proteiny CDK a cykliny




Rizeni bunécného cyklu

Proc?

* reakce na velikost bunék a mimobunécné
signdly (Ziviny, rastové faktory, stresové
faktory, poskozeni DNA)

- koordinace navaznosti fazi (M faze nesmi
zacit pred dokoncenim replikace, replikace
DNA se nesmi opakovat dokud burka
neprojde M fdzi)




Principy rizeni cyklu

» poskozend DNA se nesmi replikovat

* mitdza nesmi zacit pred dokoncenim
replikace

+ poskozend DNA nesmi byt preddna do
dcerinnych bunék

» chybné spdrované chromozomy nesmi
dokoncit mitdzu




Principy regulace bunécného cyklu

I. Posttranslaé¢ni modifikace

- fosforylace
- proteolyza
IT. Rizeni buné&ného cyklu
ITT. Kontrolni body bunééného cyklu




Principy regulace bunécného cyklu

I. Posttranslaé¢ni modifikace

- fosforylace
- proteolyza
IT. Rizeni buné&ného cyklu
ITT. Kontrolni body bunééného cyklu




Prehled chemickych modifikaci

» kovalentni vazba chemické skupiny k
aminokyseliné proteinu

+ typy modifikaci:

- acetylace (obvykle na 1. aminokyseling)

- fosforylace (obvykle spojena s regulacemi)
- lipidace (pripojeni k membradné)

- glykosylace (obvykle vné bunky)




Modifikace proteinu fosforylaci

fosfatové skupiny jsou pripojeny protein kindzami
fosfatové skupiny jsou odstranény fosfatdazami

Active
R—OH
P, ATP
Protein Protein
phosphatase kinase
H,O ﬁ ADP
R—O Fl’ O
O-
Inactive

Fosforylace ¢asto méni strukturu a funkci proteind




Pro¢ je fosforylace tak béznym mechanismem
regulujicim aktivitu proteinu?

+ je reverzibilni

- velké negativni ndboje fosfdtové skupiny mohou zptsobit
vyznamné zmény ve strukture proteind, které ovlivni
jejich funkci




Proteinové kinazy

- katalyzuji vazbu fosfdtovych skupin k proteintim (tzv.
fosforylaci)

» fosfatové skupiny prendseji z ATP (za vzniku ADP)
- pidi aktivitu mnoha bunécnych proteint
» proteiny mohou byt fosforylovany na mnoha mistech

» hlavni reguldtory bunééného cyklu a bunéénych
signalizaci




Rozklad proteint

* nepotrebné proteiny se rozklddaji protedzami
(proteolyzou) na aminokyseliny

+ Casto se vyuziva protedz soustredénych do
proteazomu

* regulace bunéc¢ného cyklu zahrnuje proteolyzu
regulaénich proteind, coz zajist'uje
ireverzibilitu jednotlivych fazi




Principy regulace bunécného cyklu

I.

Posttranslaéni modifikace

- fosforylace
- proteolyza

IT. Rizeni buné&ného cyklu

A. Kontrolni body cyklu
B. Komplexy Cdk (.cyclin-dependent kinase")
C. APC (.anaphase-promoting complex™)




Kontrolni body bunééného cyklu (,cell-cycle
checkpoints™)

proceed to S?
pause?
withdraw to G,?

sensory sleduji klicové déje bunééného cyklu a poskytuji ridicimu systému
zpétnou vazbu

je-li zaznamendna chyba, Fidici systém prodlouzi danou fazi cyklu (pozastavi
jej v nékterém z kontrolnich bodu, aby chyba mohla byt opravena)




Ctyri hlavni kontrolni body cyklu

entrance into M
blocked if DNA
replication is
not completed

anaphase blocked if
chromatids are not

properly assembled
on mitotic spindle

ﬂ
Q)

DNA damage
checkpoint: DNA
replication halted if
genome is damaged

DNA damage
checkpoint: entrance
into S is blocked if
genome is damaged




Kontrolni body - molekularni brzdy cyklu

Are all chromosomes

Is all DNA replicated? attached to the spindle?

Is environment favorable? METAPHASE-TO-ANAPHASE

TRANSITION
G2/M CHECKPOINT
TRIGGER ANAPHASE AND
ENTER MITOSIS PROCEED TO CYTOKINESIS

ENTER CELL CYCLE AND PROCEED TO S PHASE

START CHECKPOINT

Is environment favorable?




Existuji dalSi kontrolni body bunécného

cyklu

il LRI --E- E.\,
B I-'!.-!!!' v .-.';' s

fiEs,
i
< lsanvironment favorabla?
Is eall big enaugh?
Gz CHECKPOINT

Is all DNA replicated?

e
i

Are all chromosomes
aligned on spindle?

METAPHASE CHECKPOINT

CONTROLLER

Gy CHECKPOINT
Is cell big enough?
Is environment favorable? -

fa b
.
\. e

 mitosis machinery
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environment (p53)
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damaged or chromosome
incompletely improperly
replicated attached to

DNA mitotic spindle




Bod restrikce/START je v pozdni fazi 6,

Cdc28-Clb1 Cdkl-cyclin B
Cdc28-Clb2 Cdk1-cyclin A

. By
Cdc28-Clb3
Cdc28-Cibd
Cdkd-cyclin D
Cdké-cyclin D

Cdc28-Cin3

Cdc28-Clbs Cdc28-Cin2

Cdc28-CIb6 Cdk2-cyclin E

Kvasinky Savci




Sledovani celistvosti DNA

bunky s poskozenou nebo ¢dstecné replikovanou DNA
zastavuji svlj postup cyklem v pozdni fazi 61 nebo G2

porucha je pred obnovenim cyklovdni bud’ odstranéna nebo
burika odumird apoptdzou




Metafazovy kontrolni bod

kontroluje sestaveni mitotického vreténka

oddaluje okamzik separace chromatid, dokud nejsou vsechny
chromozomy rddné pripojeny k vreténku




Mechanismus ridici bunécny cyklus vnima
vhitrni i vnéjSi bunécné podnéty

Vnitrni podnéty: pribézné monitorovdni stavu DNA a stav pripojeni
chromozomu K delicimu vretenku v M-tazi

Kinetochory poskytuji kontrolnimu bodu ve fazi M informaci o stavu
interakci mezi chromozomy a vireténkem. Tento kontrolni bod poZzaduje
.potvrzeni® o pripojeni vdech chromozomi k mikrotubulim vieténka, aby

umoznil pokra¢ovani cyklu do anafaze.

Fipojeny k vireténktm aktivuji e
gi E\dfni gilréhu, kterd udriujeJ
APC ﬁ,,anaphase promoting
complex”) v inaktivnim stavu - APC
inhibice anafdze: cyklus se
zastavuje.

— 110 ]

Kinetochory, které nejsou { alge @

i

Anaphase |
Po Eﬁipojeni véech kinetochort inhibitor_|
- f‘\ bC se ak’riv}y\]e, roztlad
Inhibitoru anafaze: cyklus
pokracuje. ®-

D00 > 00

G, Prophase Metaphase Anaphase Telophase G,




Nedostateéna funkce kontrolnitho bodu v M fazi vede k

nerovhomérné distribuci chromozému v dcerinnych
bunkach

=\ Abnormal
/‘ spindle

Cytokinesis

nondisjunkce

Missing Extra
chromosome chromosome




Mechanismus ridici bunécny cyklus vnima
vnitrni i vnéjsi bunécné podnéty

Vnéjsi podnéty jsou chemické a fyzikdlni povahy:

1. Chemické faktory:

absence esencidlnich Zivin zastavuje cyklus

rustové a protirtstové faktory, pro které maji burky
povrchové receptory, ovliviuji cyklus

2. Fyzikdlni faktory:

prostor (.density-dependent growth")

povrch pro adherenci (.anchorage-dependent growth")




Poskozeni DNA:

zastaveni cyklu ve fazi 6, a 6,

chemické a fyzikdIni mutageny poskozujici DNA
zastavuji cyklus ve fazi G1 a 62

cyklus nemuze pokracovat do S nebo M fdze dokud nheni
poskozeni opraveno

zastaveni bunécného cyklu (opravitelné poskozeni DNA)
nebo programovand bunéé¢na smrt (rozsahlé poskozeni
DNA) je vysledkem aktivace nddorového supresoru p53,
ktery zvysi hladinu inhibitoru Cdk p21




To divide or not to divide:
that is the question

» bunky kvasinek se rozhoduji podle své
velikosti, kterd odrdzi dostupnost Zivin

- buriky savct se rozhoduji podle pritomnosti
rastovych faktort, zvanych mitogeny, které
stimuluji rist bunék, resp. anti-mitogeny,
které rust tlumi




Biochemie bunécného cyklu

prabéh kazdou fdzi bunécného cyklu zajist'uje soubor

specifickych proteind, jejichz aktivita je zavisld na
stupni fosforylace

+ prechod mezi jednotlivymi fazemi je Fizen protein
kindzami a fosfatdzami

+ Kklicovymi enzymy jsou protein kinazy aktivované cykliny
specifickymi pro danou fazi cyklu
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Komplexy Cdk (,cyclin-dependent
kinases™) a cyklind

Heterodimerni protein kindzy sloZzené ze dvou riznych podjednotek, které
fosforyluji proteiny zajist'ujici bunécny cyklus

cyclin

\

-regula¢ni podjednotka: cyklin
-katalytickd podjednotka: serinovd/treoninova kinaza Cdk

\|I//I
-

cyclin-dependent

-Cdk je aktivni jen za pritomnosti cyklinu
(vazba cyklinu A zvysuje enzymovou aktivitu CDK2 400.000x)

, , , kinase (Cdk)
Pro kazdou fdazi cyklu existuji odlisné komplexy Cdk.
G,/s- cyclln S- cyclln M- cyclln
start\l 2IM metaphase anaphase

“ ‘ _.cyclin “ APC/C

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




Aktivita Cdk je urcovana cykliny, které podléhaji
rizené degradaci

- cykliny jsou oznaceny ubikvitinem, coz je predurcuje k rozkladu
proteazomem za vzniku malych peptidli a uvolnénych molekul ubikvitinu,
které se mohou opét pouZit pro oznaéeni jinych proteini

» nepritomnost cyklinu inaktivuje Cdk

trigger mitosis machinery

M-phaso-promoting factor
|

mitotic

Fram The Art of MEoC® E 1995 Garland Publishing, Inc.

trigger DA replication machinery




Cykliny

* regulani podjednotky kinaz Cdk
» zapinaji kindzovou (fosforylacni) aktivitu Cdk

» hapomdhaji komplextm cyklin-Cdk rozezndvat
a vazat sprdvné substraty

* jejich hladina béhem cyklu pravidelné kolisa

» ve specifickych okamzicich cyklu podléhaji
degradaci proteolyzou (vyjimka - cykliny D)




Ctyri hlavni druhy cykling

- Cykliny G1: podileji se na Fizeni aktivity cyklint 61/S

» Cykliny 61/S: aktivuji Cdk v pozdni G1, napomdhaji prekonadni bodu
restrikce, jejich hladina klesd na zacdtku fdze S

- Cykliny S: aktivuji Cdk po prichodu bodem restrikce a pomdhaji
duplikaci chromozomu, hladina S fdzovych cyklint zlstdva zvysena az do
mitézy, protoze tyto cykliny prispivaji k Fizeni nékterych procest rané
mitozy.

- Cykliny M: aktivuji Cdk, které stimuluji vstup do mitézy po prichodu
kontrolnim bodem G2/M. Ve strredni ¢asti fdze M jsou degradovany.

Table 17-1 The Major Cyclins and Cdks of Vertebrates and Budding Yeast

G,-Cdk cyclin D* Cdk4, Cdké Cin3 Cdk1**
G,/s-Cdk cyclinE Cdk2 Cin1,2 Cdk1
S-Cdk cyclin A Cdk2, Cdk1** Clb5,6 Cdk1
M-Cdk cyclinB Cdk1 Clb1,2,3,4 Cdki1

* There are three D cyclins in mammals (cyclins D1, D2, and D3).
** The original name of Cdk1 was Cdc2 in both vertebrates and fission yeast, and Cdc28
in budding yeast.

Table 17-1 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)




Funkce cyklind

» cykliny nejenom aktivuji Cdk, ale rovnéz je navddéji k specifickym cilovym
proteintm (substrdtim)

- spektrum substrdtt fosforylovanych stejnym komplexem cyklin/Cdk se béhem
cyklu méni tak, jak se méni pristupnost téchto substrati

- krystalografie: 3 stavy komplext cyklin/cdk

(A) inaktivni - bez cyklinu, aktivni misto Cdk je blokovdno ¢asti proteinu zvanou T-
smycka

(B) castecné aktivni - po navazani cyklinu na Cdk

(C) plné aktivni - fosforylace specifického treoninu molekuly Cdk kindzou CAK
(Cdk-activating kinase): zvyseni afinity pro substraty

Cdk active site activating phosphate
(A) INACTIVE (B) PARTLY ACTIVE (C) FULLY ACTIVE




Cyklin-dependentni kinazy Cdk

katalytické podjednotky komplext Cdk-cyklin

jejich aktivita se zapind spojenim s cykliny

jejich aktivita (nikoliv koncentrace) pravidelné kolisa béhem cyklu
foi}‘orylujf proteiny zodpovédné za pribéh a regulaci bunééného
cyklu

Cdk1-cyclin B
=
2 Cdk2-cyclin A
@ Cdk2-cyclin E
4
a / -
(&) ‘
Cdk4/6-cyclin D~
2
=
S
[0+
&
o
APC/CCdc20 APC/CCdn1




Inhibice cyklu fosforylaci Cdk

oscilace cyklint primdrné uréuje aktivitu Cdk
pomocné mechanismy prispivaji jemné regulaci aktivity Cdk:

- fosforylace dvojice aminokyselin v blizkosti aktivniho mista kindzou
Weel inhibuje aktivitu komplexu cyklin/Cdk

- defosforylace téchto aminokyselin fosfatdzou Cdc25 zvysuje
aktivitu komplexu cyklin/Cdk

cyclin inhibitory phosphate
|
 Weel \ \
‘ kinase ‘
—————
\|I//
P i Cdc25 p
phosphatase
I

Cdk activating
ACTIVE INACTIVE

phosphate




Inhibice cyklu inhibicnimi proteiny CKI

vdZou se na komplexy cyklin/Cdk: zména struktury aktivniho mista Cdk
vyuzivaji se predevsim pri rizeni aktivity komplext cyklini/Cdk fdzi 61/S a S

inactive
p27-cyclin-Cdk
complex

active
cyclin-Cdk
complex




Rizeni cyklu cyklickou proteolyzou

likvidace cyklint
prechod z metafdze do anafdze

hlavnim reguldtorem je anaphase-promoting complex, nebo-li cyklozom (APC/C)
- ubikvitin ligaza

* katalyzuje prenos a vazbu mnoha kopii malého proteinu - ubikvitinu k
specifickym cilovym proteinlim

* Yakto oznacené proteiny jsou urceny k rozkladu proteazomem




Anaphase-promoting complex (APC/C)

zajist'uje likvidaci 2 dulezitych typu proteint: sekurinu a cyklini S a M fdze
k aktivaci dochdzi uprostred M fdze, aktivovany stav pretrvavad az do faze 61 az
do okamziku, kdy dojde k akumulaci komplext cyklint 61/S a Cdk

Hlavni substraty APC/C:

Inhibitor anafaze (sekurin): protein, kfery inhibuje

Cyk

predcasnou degradaci proteind, zajist'ujicich
spojeni sesterskych chromatid (napf. kohezinu) v
rane mitoze

ubikvitinace a rozklad sekurinu vede k aktivaci
separdzy, kterd muze stépit kohezin a spojeni
chromatid je tak uvolnéno - nastdva segregace
ubikvitinace sekurinu je inhibovdna az do okamziku
pripojeni Kinetochoru vsech chromozomu k
mikrotubulim vreténka

lin B: reguldtor mitotického komplexu Cdk (MPF)

absence cyklinu B inaktivuje MPF a zakoncuje
mitozu

absence kindzové aktivity MPF umoznuje
konstitutivné aktivnim fosfatdzam odstranit
fosfdatové skupiny z proteint, které byly
fosforylovdny MPF: zakonéeni mitdzy

R RS S A

A DNA polymerase

"~ “Cohesin
complex

chromosome

Sister chromatids
/ /Cohesin\

Chromatin ——
loops _:-f lav——— =

Securin "-':' N _
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Anaphase-promoting complex (APC/C)

APC/C se aktivuje v mitoze pripojenim aktivacni podjednotky Cdc20 (béhem
anafdze) nebo Cdhl (v pozdni M a rané 61 fazi)

tyto podjednotky se podileji na rozezndni substrat

s pomoci proteint E1 a E2 APC/C prendsi molekuly ubikvitinu na cilovy protein,
napr. cyklin B

ndsleduje rozklad oznaceného proteinu proteazomem

control of proteolysis by APC /C

: activating
subunit (Cdc20)
inactive APC IC\< polyubiquitin
i chain
M-cyclin \ ”
V' . ,

m

active APC/C
1 DEGRADATION
= OF M-CYCLIN IN
PROTEASOME
ubiquitin ()
s +

ubiquitylation enzymes




Komplexy Cdk/cyc a jednotlivée faze cyklu

- komplexy faze 61: Cdk4 nebo Cdké a cykliny D (D1, D2, D3)

- komplexy prechodu fazi 61/S: Cdk2 a cykliny E (E1, E2)

- komplexy fdze S: Cdk2 a cykliny A (A1, A2)

- komplexy pozdni fdze S a fdze 62: Cdc2/Cdk1 a cykliny A

- mitotické komplexy Cdk (MPF): Cdc2/Cdk1 a cykliny B (B1,B2)

B CDC2

(D
)

G
D CDK4/6

» o [P




Hladina cyklinu B urcuje aktivitu MPF

»vysoka hladina cyklinu B = vysoka aktivita MPF
» hizka hladina cyklinu B= nizka aktivita MPF
+ syntéza cyklinu B zac¢ind béhem interaze (fdze S a 6,)

Mitosis Mitosis Mitosis

interphase Interphase Interphase Gy S G M

MPF activity High MPF activity
I."_ REEEN F S Y /4 M o :

Cyclin concentration ——m=




Rizeni mitézy: 2 fdze

1. skokové zvyseni aktivity MPF v kontrolnim bodé G2/M:
zahdjeni procest rané mitézy (profdaze, prometafaze,
metafdze): MPF a dalsi kindzy fosforyluji proteiny
zapo jené do sestavovani mitotického vreténka a jeho
pripojeni k partim sesterskych chromatid

2. aktivace APC na rozhrani metafdze a telofdze:

- rozloZeni sekurinu, ¢imz se uvolni protedza stépici
kohezin a nastane separace sesterskych chromatid

- rozloZeni cyklint, inaktivace Cdk, defosforylace
substratl: podminka zahdjeni pozdni M faze (dokonéeni
anafdze, rozloZzeni vreténka, cytokineze)




MPF posunuje bunku do M faze

MPF zajist'uje véechny procesy, které se odehrdvaji v rané
mitoze:
- indukce sestaveni déliciho vreténka
- indukuje kondenzaci chromozomu

- zodpovidad za rozloZeni jaderné membrany, zmény
aktinového cytoskeletu a Golgiho apardtu

MPF napomdhayji 2 dalsi rodiny proteinovych kinaz:
"Polo-like kinases" a "Aurora kinases"

Jejich aktivita zavisi na MPF




Pritomnost cyklinu B neni jedinou podminkou
aktivace MPF

Koncentrace cyklinu B se zvysuje rovnomérné béhem G2 faze (aktivace transkripce),
ale k aktivaci MPF dochdzi najednou. Pro¢?

Maximdlni aktivita MPF vyZzaduje fosforylaci urcitych aminokyselin specifickou
kinazou a defosforylaci jinych aminokyselin specifickou fosfatazou.

Odstranéni inhibi¢niho fosfdtu fosfatdzou je poslednim krokem, ktery aktivuje MPF
na konci interfdze.




Pozitivni zpétna vazba: aktivovany MPF aktivuje
tvorbu dalSich komplexd MPF

- sestavené komplexy cyklinu B s Cdk1 jsou fosforylovdny kindzou CAK
(aktivaéni efekt) a zdroven kinazou Weel (inhibi¢ni efekt): komplex je
inaktivni

- proto na konci 62 je v burice k dispozici dostatek komplext cyklinu B s Cdk,
ale v inaktivnim stavu

- aktivaci fosfatdzy Cdc25 se spusti rychla aktivace MPF: Cdc25 odstrani
inhibi¢ni fosfat z MPF

- aktivni MPF inhibuje inhibi¢ni kindzu Weel a aktivuje aktivaéni fosfatdzu
Cdc25: rychla aktivace véech molekul MPF

inactive
phosphatase

cde25

inhibitory
phosphate

M-cyclin‘

Cdk-activating
kinase
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inactive Cdk-inhibitory inactive
M-Cdk kinase M-Cdk
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Podminky aktivity MPF u kvasinek S. cerevisiae

fosforylace Thr-161 proteinu Cdc2 (kindzou CAK)
defosforylace Thr-14 a Tyr-15 proteinu Cdc2 (fosfatdzou Cdc25)

Phosphorylation Dephosphorylation

Active
MPF

Synthesis of Ot?}
cyclin B %0

Dephosphorylation




Regulace aktivity MPF u kvasinek S. pombe

* MPF je tvoren cyklinem Cdc13 a kindzou Cdc?2

» kindza Weel fosforyluje tyrozin 15 Cdc2 (inhibi¢ni efekt)

» kindza CAK fosforyluje treonin 161 Cdc2 (aktivaéni efekt)

- za pritomnosti zbytkd 15 a 161 ve fosforylovaném stavu je MPF
inaktivni

» odstranéni fosfdtu z tyrozinu 15 fosfatdzou Cdc25 se MPF akftivuje

P
cyclin Inactive Inactive Inactive Active

MPF MPF MPF
Y15 T161 15 T161 Y15 T161 Y15 T]_§1
@ ® ® ® (P)
Y15 T161 Substrate-

binding
surface




Kontrola velikosti bunek u kvasinek

or

(@) Deficit of Cdc25 < )
Excess of Wee1

) «——— opozdény zalatek mitdzy

Elongated cells
(increased G,)

Deficit of Wee' , o, L,
L. «—— urychleny zaéatek mitozy

Small cells
(decreased G,)

W S pombe MPF A.Wild type B. wee mutant | C. Cdc25 mutant




Zakonceni mitozy je dusledkem nahlého
poklesu hladiny cyklinu B

* koncem mitozy se k cyklinu B kovalentné vdze rada molekul ubikvitinu
» pritomnost ubikvitinu oznacuje protein pro degradaci v proteazomu

M-cyclin

mitotic
Cdk

destruction
of M-cyclin
———
inactivation
of M-Cdk
active M-Cdk inactive
Cdk

ubiquitination
of M-cyclin
—




Regulace aktivity MPF

- APC mlze zajistit ubikvitinaci M-fdzového cyklinu B pouze béhem
pozdni anafdze v dusledku vazby Cdh1 (,APC-specificity factor")

- Cdhl muZze vazat APC pouze v defosforylovaném stavu

» aktivacni defosforylaci Cdhl katalyzuje fosfatdaza Cdc14 v
pozdni anafdzi

» inaktivaéni fosforylaci katalyzuji G1-fazové komplexy Cyklin/Cdk

» k defosforylaci Cdhl dochdzi az po prijeti signdlu, Zze segregujici
chromatidy dosdhly v délicich se burnkach sprdavné pozice




Regulace aktivity MPF

Metaphase

High mitotic cyclin
High MPF activity

MPF

Late anaphase

Prophase Acti
cuve _______, QPolyubiquitination
APC "
Cdc14 21 eyl
& Froteasume SJ’%

Synthesis of 1...,:’
mitotic cyclin b & Inactive ; ¢

APC

Cdh1

Interphase

<

Low mitotic cyclin
Low MPF activity

Telophase




Ctyri drovné regulaci cyklin-
dependentnich kinaz

1.| Association with cyclins.

.| Association with Cdk

inhibitors (CKI’s). Activating

phosphorylation
of threonine around
position 160,

Inhibitory phosphorylation
of threonine 14 and
tyrosine 15.




1. Regulace Cdk interakci s Cykliny

uréujici je mira syntézy a degradace cyklint

2. Regulace Cdk fosforylaci

- k fosforylaci dochazi na konzervativnim zbytku
treoninu 161- fosforylaci katalyzuje kinaza CAK
(.cyclin-activating kinase")

- CAK je slozena z Cdk7 a cyklinu H




3. Aktivace Cdk defosforylaci

fosforylace Thr 14 a Tyr 15 (zajisténa kindzami Weel a Myt1)
inaktivuje Cdk 2

defosforylaci zajist'uji fosfatdzy rodiny Cdc25

4. Regulace Cdk vazbou inhibitort

- inhibitory komplext Cdk/Cyc se oznacuji CKT (..Cdk inhibitors")

- nékteré CKI se vdZou ha rtzné komplexy Cdk/Cyc (hapt. p21)

- nékteré CKI se vdzou pouze na specifické komplexy Cdk/Cyc a tak
selektivné blokuji pribéh uréitou fazi cyklu (napf. p16: vazba na
Cdk4/CycD a Cdké6/CycD)




Checkpoint kinase-1 (CHK1)

Systém je aktivovan poskozenim DNA ve fdazi G,

CHK1 fosforyluje aktivujici fosfatdzu Cdc25 a zajist'uje tak
jeji inaktivaci: komplex cyklin B-Cdk zlstdvd ve
fosforylovaném, tj. inaktivnim stavu - znemoznéna iniciace
mitozy (moznost reparace DNA)

achival '.ng
phosphatesa

inactiive racLive
HEF activaiing inhibiiary
innse phasphate

MPF cyclin

HPF Cak




Checkpoint kinase-1 (CHK1)

Mechanismus:
CHK1 fosforyluje aktivujici fosfatdazu Cdc25, zajist'uje tak jeji
spojeni s 14-3-3 a inaktivaci: komplex cyklin B-Cdk zlistdvad ve
fosforylovaném, tj. inaktivnim stavu.

DNA damage
Vo

CHK1 p53 _

~a
14-3-3

active i (; Y (}

CDC25C Iummeeeeeeees o CDC25C Ll CDC25C

inactive inactive

}-@

inactive active

- G2->M




Inhibitory CDK: rodina INK4 (“inhibitor of

CDK4™)
. p16INK4A l ~
. p15INK4E
. p18INK4C
. p19INK4D Eﬁm Kﬂ

p§7 Kip2 — E-CDK2  Restriction Point

Spole¢né znaky:

- inhibice tvorby komplext cyklint D a CDK4/CDK6 a inaktivace jiz
vytvorenych komplex

» zastaveni bunééného cyklu ve fazi 61 (pred bodem restrikce)




p16INK4A (=p16)

+ schopnost vazby ke komplexu CDK4-cyklin D a inhibice kindzové
aktivity CDK4

+ inhibice fosforylace CDK4 kindzou CAK
- inhibice sestavovdani komplexti CDK4-cyklin D

Negativni zpétnd vazba:
- uvolnéni E2F zplsobuje aktivaci exprese pl6

p16)

f growth factors '
/ I \ cyclinD / cyclin D l cyclin D
Cdk/cyclin D e o
cycinD [ | — ["_"“l A I ms
\‘__ o | e o e e b JIR\P
CDK4 CDK4  CDKA'  CDKA
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Cell cycle blocked Cell cycle proceeds expression




Inhibitory CDK: rodina Cip/Kip

* inhibice CDK2 a €DC2 v komplexech s cykliny E, A, B

JJLL

i
&G db GI G- I.

D-CDK4/6 E-CDK2 A-CDK2 A-CDC2 B-CDC2




Kontrola bunécného cyklu TGF-B8 vyuziva
inhibitoru CDK

TGF-B silné indukuje expresi p15INK48 g slabé také p21¢iF!
dusledkem je zastaveni proliferace

plasma membrane
\

DNA damage

i

GD C.G- G..

D CDK4/6 E-CDK2 A-CDK2 A-CDC2 B-CDC2




Kontrola integrity DNA: role p53

Obecny princip: poskozeni DNA - senzorické proteiny ,hlasi*"
problém specifickym proteinovym kindzdm - ty fosforyluji
své substrdty a zastavi cyklus

p53 - nddorovy supresor, zasadni pro kontrolni bod G1

- transkripcni faktor, Fidi expresi Fady genl, napr. p21¢ip!
(inhibitor CDK), mdm2 (ubikvitin ligdza E3), bax, CD95,
Apaf-1 (vSechny souvisejici s indukci apoptdzy)




p53 ve zdravych burkach

protein p53 je ve vétsich mnozstvich pro bunky toxicky:
proto je ve zdravych burikdch hladina p53 nizka
nizkou hladinu p53 zprostredkovdva protein Mdm2: ubikvitin ligdza E3

p53 aktivuje expresi mdmZ, protein Mdm2 modifikuje protein p53
ubikvitinaci a zajist'uje tak jeho degradaci proteazomem




p53 v bunkdch s poSkozenou DNA

Poskozeni DNA vede k aktivaci kindz ATM a DNA-PK (DNA-
dependent protein kinase), které p53 fosforyluji

DNA-PK fosforyluje rovnéz Mdm2, coz znemozni jeho vazbu k p53

p53 se rychle stabilizuje a miZe aktivovat expresi svych cilovych
genl, véetné p21¢irl

| A.Healthy
~ cell

2
. pgutfu
-- 'p53—Mdm2>

p53-Mdm

© 832 + Mdm




oA / Mechanismus (¢inku p53 v bunkadch s
— —= poSkozenou DNA:

- aktivace kindz fosforylujicich p53
ACTIVATION OF . .
PHOSPHORYLATE 53 - s’rabuluzage po3 | .
(Pl 1 ot - fransaktivace genu p21¢P! proteinem p53

R ever _inhibice aktivity Cdk2-E, Cdk2-A, Cdc2-A
1 ':ggﬁmﬁgmf;zr& aCdc2
faozaRADATON o~ 4 PO - zastaveni cyklu
N PROTEASOMES AP & R ML

TRANSCRIPTION l

s p21 MRNA
TRANSLATION

p21 (Cdk
inhibitor protein)

INACTIVE

G,/S-Cdk and S-Cdk
and S-Cdk complexed with p21




p53 se podili na ochrané bunky pred
vznikem rakoviny

porucha cyklu z divodu pritomnosti onkogenu vede k expresi
nddorového supresoru p19ARF

p19ARF vyvazuje Mdm2 v jadérku

volny p53 se hromadi v jddre, kde aktivuje expresi svych cilovych
genl zapojenych do indukce programované bunééné smrti

b =
- 'pSkaJ/ldmz

53 + Mdm2




Absence funkcniho p53

* hemoznost pozastaveni bunééného cyklu
* replikace neopravené DNA

* hromadéni mutaci

* riziko vzniku rakoviny

Mutace v genu p53 se objevuji ve vice nez
50% lidskych zhoubnych nadord.




Zivocisné bunky vyzaduji mimobunécné
signaly pro déleni, rust a preziti

Signdlni molekuly jsou produkovany jinymi bufikami téhoz
organismu.

Klasifikace do tri hlavnich skupin:

1. Mitogeny - stimuluji bunécne déleni tim, Ze prekonavaji
prirozené brzdici mechamsmy buné&ného cyklu

2. Ristové faktory - stimuluji rist bunék vedouci k navyseni
bunééné hmoty tim, Ze indukuji syntézu a inhibuji
degradaci pro’remu a JIHYCh makromolekul

3. Faktory pro prezivani (.survival factors®) - zvysuji
zivotaschopnost bunék supresi programované buneéné
smrti




Mitogeny stimuluji bunécné déleni

vdzou se na povrchové receptory a aktivuji je

aktivované receptory stimuluji rizné bunécné
signdlni drdhy, kterée zaiis’ri zvysenou proliferaci
tim, Ze uvolni nitrobunécné molekuldarni ,brzdy",
které blokuji prechod z fdze G1 do fdze S

Typickou brzdou bunééného cyklu je protein Rb
(.retinoblastoma protein®)




Protein Rb

plvodné nalezen pti studiu détského o niho nddoru -
ge’:cinlgblas’romu: u postizenych déti protein Rb chybi nebo je
efektni

objevuje se ve vysoké mire v jddrech zdravych bunék viech
obratlovcu

spolu s rodinou transkripnich faktort E2F Fidi kontrolni bod
restrikce

’

interakce E2F a Rb s E‘romo’rory F'ad?/ cilovych gent nutnych pro
proliferaci vypina jejich expresi: cyklus se v bodu restrikce
zastavi

fosforylace Rb vyvola %eho disociaci od E2F, coz aktivuje
expresi prislusnych proliferacnich genu: priuchod bodem
restrikce obnoven




Mitogeny uvolnuji brzdici dcinek Rb

mitogeny aktivuji signdlni drdhy, které vedou k tvorbé
aktivnich komplext cyklinu D a Cdk 4 ve fazi 61

komplex Cdk4/cyklin D fosforyluje protein Rb

fosforylovany Rb méni konformaci a uvoliuje E2F, ktery pak
muUZe aktivovat expresi genll nutnych pro bunéénou proliferaci




