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Co je bunecny cyklus?

opakovany proces rlstu a déleni bunék
podléha regulacnim signaldm z okoli bunék:
« mitogennim signaltim (rlstovym faktorim)
« antimitogennim signaltim (napr. TGF-B) - zastavuji cyklus
za pritomnosti mitogennich faktord

« signaltim vedoucim buriku do postmitotického stavu
(navrat k proliferaci nevratné znemoznén) nebo vratné
klidové faze GO

podléha signaltim z vnitiniho prostredi bunky:

o celistvost genomu

* metabolismus
mnohobunécné organismy: sladéni s vyvojem, homeostaze,
priibézna obména bunék
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Figure 8.1 The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)
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Bunka po svém vzniku:
Co dal?

e mitdza a cytokineze dokonceny

e pokracovat dalSim cyklem rlstu a déleni nebo prejit do klidové faze GO?

e rozhoduje pritomnost mitogennich/antimitogennich faktort

e nékteré bunky opoustéji cyklus trvale a rezignuji na dalsi rist a déleni:
stavaji se postmitotickymi
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Hlavni procesy cyklu:

rust a deleni

rust:
e budovani nitrobunécného obsahu

e syntéza a hromadeéni bunécnych slozek

e zvétSovani objemu
e duplikace bunécného genomu

déleni:
e mitoza + cytokineze

DOCTOR FUN presents BLOBS

The heartbreak of mitosis

blobs-047
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Replikace DNA u prokaryot

zaCina okamzité po dokonceni cytokineze

Cell :rwall

o Cell elongates and
DNA is replicated

€ ceniwalland
plasma membrane
begin to divide

o Cross-wall forms
completely around
divided DNA

O cens

separate

{a) A diagram of the sequence
of cell division.

Copyright € 2004 Pearson Edusation, Ino | publishing as Bemgamin Summings.

Plasma membrane

*

DNA (nuclear area)

DNA Partially Cell wall
(nuclear  formed
area) cross-wall

{b) A thin section of a cell of Bacillus
licheniformis starting to divide.




Replikace DNA u eukaryot |

po dokonceni cytokineze se okamzité zahaji syntéza RNA a proteind,
replikace DNA se odklada (Casto na 12 — 15 hodin: faze G1)

e prodleva souvisi s rozhodovanim o dalSim osudu bunky
e pokracovat v rlstu a cyklovani?

e prejit do klidového stadia?

o pokud do klidového stadia,
diferencovat se nebo ne?

Diagram fézi bunécného cykiu
S




Casova narocnost S faze

e u savcCich bunék v kulture obvykle 6 — 8 hodin

e u rlznych bunécénych typl probiha rlizné rychle

e nejrychleji u embryonalnich bunék a lymfocytd, kde cely cyklus netrva
déle nez 5 hodin

e U Clovéka je treba replikovat 6,4 x 10° part bazi na diploidni genom

Early embryonic cell cycle Somatic cell cycle
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Embryonalni kmenove
bunky (ESC)

Day 1 )

Fertilized Egg

2-Cell Stage

Embryonic Stem Cells

Embryonic stem cells are derived fron
five to seven day old blastocysts that
form just before embryo implantation.
They are pluripotent in nature and
capable of generating any cell in the
4-Cell Stage body, any kind of tissue. They are
harvested from the inner mass cells of
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Bunecny cyklus u ESC

e vypnuta kontrola ze strany pRb i p53

e nejsou potrebné mitogenni signaly z vnéjsku, ale bunky si vystaci
s nitrobunecnymi signaly (napr. Ras je konstitutivné aktivni)

e reminiscence jednobunécnych organismd, které rostou autonomné -
nezavisle na bunkach sousednich

e po injekci do dospélych organism{ mohou indukovat tvorbu benignich
nadorl (teratom{) = jediny pripad, kdy tvorbu nadoru dokazou
vyvolat bunky divokeho typu (nemutovaneé)
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Faze G2

e priprava na vstup do M faze a bunecné déleni
e Casove naroky u savCich bunék: 3 — 5 hodin

| | Preparation
/| forDNA
| Synthesis

Gq

s &
e rpha""

DNA
Replication
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M-faze

e k dispozici chromozomy s duplikovanou DNA: sesterské chromatidy
k sobe v jadre priléhaji
e presneé rozdeleni chromatid

e geneticka vybava dceriné bunky zavisi na presnosti replikace DNA
bunky materske v S-fazi a presnosti segregace duplikovanych
chromozom{l v M-fazi

centromere
o e L ]— one chromatid
- 4 ’_.’ ; - .

its sister
chromatid

centromere
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Co kdyz to nefunguje?

o striktni pozadavky na presnost cyklu v evoluci vedly k vytvoreni
kontrolnich mechanismd

e monitoruje se kazdy krok
e nasledna faze mize nastat jen po radném dokonceni faze predchozi

e dokoncena faze cyklu nemize byt zopakovana jinak nez opakovanim
celého cyklu

e v pripadé problémU regulacni mechanismy dokazou cyklus pozastavit
az do jejich vyreseni
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Kontrolni body (,,checkpoints")

e na prechodech fazi
e ZajiStuji ,kontrolu kvality™ cyklu
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Kontrolni body (,,checkpointS“)

e poskozeni DNA/chybna replikace: zpomaleni
nebo zastaveni cyklu ve fazi G1/S/G2

e bunka nevstupuje do faze S s poskozenou DNA

e bunka nevstupuje do faze M pred dokoncenim
replikace DNA nebo s poskozenou DNA

e burika nemUze vstoupit do anafaze, dokud
nejsou vsechny chromozomy radné sestaveny
a pripojeny k mitotickému vreténku

o tutéz fazi nelze opakovat 2x v ramci téhoz cyklu

entrance into M
blocked if DNA
replication is
not completed

anaphase blocked if
chromatids are not
properly assembled
on mitotic spindle

DNA damage
checkpoint: DNA
replication halted if
genome is damaged

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

Figure 8.4 The Biology of Cancer (© Garland Science

2014)
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Kontrolni body (,,checkpoints™)
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J_ of B-type cyclins
APC/C-Cdc20 1
ATM/R polyubiquitination Teloph ATMAR
l of securin e l
4d \ 53
p53 P DNA-damage
DNA-damage :
checkpoint 1 Anaphase checkpoint
p21CiP Cyclin D-CDK4/6 }— p21¢®
Cyclin A/B-CDK1 ———— M-phase
/' entry
G
Came : " S-phase <— Cyclin E/A-CDK2
T entry
Chk1 T T
Intra-S-phase p21CP Cdc25A
checkpoint T Cyclin A-CDK2 1
ATR T ¢ b}
o DNA-damage
cie
p21 Cdc25A checkpoint
T ATM/R —» Chk1/2
DNA-damage P2°
checkpoint
ATM/R — Chk1/2
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Ztrata kontrolniho bodU?' "

e chaos

e napr. ztrata proteinu Rad17, ktery je soucasti kontrolniho bodu
braniciho opakované replikaci DNA: endoreplikace chromozomalni
DNA, zvySeni stupné ploidie

Normalni lidsky karyotyp Lidsky karyotyp bez Rad17
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Rust nebo byt v klidu?

e odrazi nutnost koordinace se sousednimi bunkami pri vystavbé tkani
(s vyjimkou embryonalnich bunéek)

o 10 télnich bunék nemlze dostat pravo autonomniho rozhodovani
o vlastnim déleni

e bunka vyhodnocuje pro- a protirlistové signaly ve svém okoli béhem
specifického okna faze G1: od zacatku G1 do Casu 1 — 2 hodiny pred
zaCatkem faze S

e v bodeé restrikce musi byt ucinéno finalni rozhodnuti

Odebrani séra béhem 80-90% G1:

- prechod do klidoveho stavu ()

Odebrani séra béhem poslednich 10-20% G1:
- prechod do faze S, G2 a M

period during which
cells are responsive
to mitogenic GFs
and to TGF-f3

| Totéy plati pro antimitogeny

R point

Figure 8.6 The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)
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* DNA ok?
* Enough resources to
replicate DNA and build
extra Proteins?
* |s environment ok?

G1 faze

e nejvice variabilni

e bunka citliva na vnitrni i vnéjsi podnéty

e rozhodnuti o cyklovani ucCinéné pred bodem restrikce se respektuje
i ve zbyvajicich fazich cyklu, i kdyby mezitim dosSlo ke zméné vnéjsi
situace

e faze S, G2 a M probihaji podle pevneho jizdniho radu, ktery se
podstatné nemeni ani u bunék nadorovych, nereaguje na vnéjsi
podnéty (na vnitrni ano)

e bod restrikce je tak kritickym rozhodovacim okamzikem, zda ma
bunka rlst nebo ne

e deregulace bodu restrikce: rakovina

19



Kontrola
pripojeni bunky k matrix

e bez radného prichyceni bunky se cyklus zastavuje nebo nastava
programovana bunécna smrt — anoikis (,,bez domova")

e nadorové bunky tento kontrolni bod témer vzdy ztraceji

e néekteré onkoproteiny (Src/Ras) dokazou obelstit bunku, takze dostava
falesné signaly, ze je prichycena (mechanismus neznamy)
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Kinazy bunecnéeho cyklu: CDK

e cyklin-dependentni kinazy: nikdy nefunguji samostatnée

e plné zavislé na cyklinech

e CDK ve spojeni s cykliny zodpovidaji za fosforylaci substrat
zajist'ujicich funkce jednotlivych fazi cyklu

e ukonceni aktivity komplexu cyklin/CDK ukoncuje prislusnou fazi

Target protein
Coyelin | [ active

Cyeclin binds and activates CDK CDK activates target protein to regulate cell cycle Cyclin destroyed

21
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CDK

fosforyluji desitky az stovky molekul zodpoveédnych za chod cyklu

Startof Mphase |

1

G2/M-phase f}‘ lin G2/M- pha:.e CDK

- @<

Degradation of
' ' G2/M-phase cyclin

ED&

CDK

e
?; ‘Q{_ﬂx‘? phase cyclin
Degradation of
S-phase cyclin
S-phase COK Q G1/5-phase COK
3-phase progression DK 5@ Startof Sphase

5- phase fyclm :; @
Degradation of
G1/5-phase cyclin
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Co jsou CDK?

o katalyticka slozka heterodimernich serinovych/treoninovych kinaz

e regulacni slozkou jsou cykliny - clenové proteinove rodiny s typickou
doménou cca 100 AK, ktera je nutna pro vazbu a aktivaci CDK

e Ucinna regulace: vazbou cyklinu A se zvysi enzymova aktivita CDK2

400000x

e cykliny rozhoduiji o aktivité CDK a specifité
Cyclin- Target
2 @
CDK

substratd
% Phosphorylation
of target protein
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CDK: motor bunécného cykl

o faze G1 (do bodu R): fizena kinazami CDK4 a CDK6 spojenymi s jednim

z cyklinii D1, D2 a D3

e pozdni G1 po bodu R a vstup do S: cykliny E1 a E2 s kindzou CDK2
o faze S: cykliny A1/A2 nahrazuiji v kompexu s CDK2 cykliny E
e pozdni S: cykliny A zméni partnera — misto CDK2 se vazou na

CDC2/Cdk1

e faze G2 a M: nahrazeni cyklinll A na CDC2/Cdk1 cykliny B (B1 a B2)
e pro pripadny vstup do GO je potfeba komplex cyklinu C a CDK3

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

G,-Cdk cyclin D* Cdk4, Cdké Cin3 Cdk1**
_ G,/S-Cdk cyclin E Cdk2 Cin1,2 Cdk1
| s-Cdk cyclinA Cdk2, Cdk1** Clbs, 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.
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Regulace komplexu cyklin-CD

zajist'uje bunce moznost zasahu do kazdé casti cyklu
hlavni regulacni prvek: dostupnost a hladina cyklint (vyrazna fluktuace)
hladina CDK se méni jen minimalné
prvni experimenty provadené na ranych embryich zab a morské jezovky:
— hladina cyklinu B silné stoupa pred zacatkem M-faze, cimz je
umoznéna tvorba komplexd cyklind B a CDC2

— na konci M faze hladina cyklint B prudce klesa v dUsledku jejich
rizeného rozkladu

— u ranych embryi se tak déje u vsech bunek soucasne, hladiny
cyklinovych proteint synchronné stoupa a klesa — podklad pro jejich
nazev

B
q
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Kolisani cyklinti

e v zavislosti na fazi cyklu

e hladina cyklinu E je nizka po vétSinu G1, prudce stoupa
po priichodu bodem R a rychle klesa po zahajeni S

e hladina cyklinu A se zvysuje v S fazi

e likvidace cyklinG po dokonceni jejich mise je nasledkem
polyubikvitinace a proteazomove degradace

e rozklad cyklinl zajistuje jednosmérnost cyklu

cyclin B nuclear D1 cyclin E cyclin A

R point

Figure 8.10 The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)
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Degradacni systemy

e vedle CDK dalSimi ridicimi elementy cyklu

e zajistuji rfizeny rozklad specifickych protein{ cyklu
e nasledkem je nevratny posun fazi

ubikvitin ligazy souvisejici s bunécnym cyklem:

SCF
,anaphase promoting complex™ = cyklozom (APC/C)

specificky znaci proteiny polyubikvitinovou znackou, ktera je
predurci k proteazomové likvidaci

265
Proteasome

Substrate
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b lJbUb

i
T
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APC-C{c20/
proteasyme
degrade
securin

Metaphase

APC-Cdh1/proteasome
degrades mitotic cyclins

Telophase and cytokinesis

Anaphase DNA pre-replication

complexes assemble
at origins
3 G, cyclin-CDK inactivates CdhT

G, cyclin-CDK activates
expression of S-phase cyclin
CDK components

Restriction

1] vl b S
Mitotic
cyclin-CDK »

activates
early mitotic
events

G, cyclin:C[?K_phosphnry!ates
S-phase inhibitor

—
SCF/proteasome

2

. degrades phosphorylated
S-phase cyelin-CDK
inhibitor

S-phase cyclin-CDK E
activates pre-replication
complexes
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Cyklovani cyklinu D

o zretelné odliSnosti od jinych cyklin

e hladina cyklint D se v prtbéhu cyklu neméni v pravidelném rytmu,
ale v zavislosti na mimobunécnych signalech, predevsim mitogennich
rlistovych faktorech

15 min
30 min

e == O E AE s U
o - N < W o

L L L L
- < I~ ™M
- — —

<«—4.5kb
<+—38kb

Figute 8.11a The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)

e mitogen CSF-1 (colony-stimulating factor 1) indukuje rychly nardst
hladiny mRNA pro cyklin D1 u makrofagl (northern blotting, sonda
specificka pro cyklin D1)

e odstranéni CSF-1 vede k rychlému poklesu hladiny cyklinu D

B (polocas rozpadu = 30 minut)
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Figure 8.11b The Biology of Cancer (© Garland Science 2014) 30
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Pro¢ t¥i varianty cyklinu D?

e cykliny D1, D2, D3 maji
obdobnou funkci

e enzymaticka aktivita a
substratova specifita
komplexu s CDK nezavisi na
typu cyklinu D

e promotor kazdého z cyklinti D
ma specifické sekvence, kterée
zajist'uji citlivost pro jiné
signalni drahy rizené jinymi
receptory

Table 8.1 Induction of D-type cyclin expression by extracellular signals

Source of signal

RANK receptor
Prolactin receptor
Estrogen receptor
Focal adhesion kinase
HER2/Neu receptor
Wnts-Frizzled receptor
Ber/Abl

FSH receptor

Various mitogens
Interleukin-4, 7 receptor
Interleukin-5 receptor

Mitogens

Abbreviations: RANK, receptor activator of NF-kB; FSH, follicle-stimulating hormone.

Table 8.1 The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)

Signaling intermediaries
NF-xB pathway

Jak/STAT

AP-1TF (2)

E2F and Sp1 TFs
B-catenin and Tcf/Lef TFs

cyclic AMP
Myc

STAT3/5
E2ATF

Type of cyclin

D1
D1
D1
D1
D1
D1
D2
D2
D2
D2
D3
D3
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Cyklin D a funkce
nesouvisejici s bunecnym cyklem

e spojuje se s estrogenovym receptorem a transkripcnim faktorem
C/EBPB

e vazba s ER aktivuje tento receptor podobné jako estrogenovy ligand
(mitogenni ucinek, bézna overexprese cyklinu D1 u ER-pozitivni rakoviny
prsu)

e vazba s C/EBPB aktivuje tento transkripcni faktor a ten pak ovliviiuje
diferenciacni procesy

e v lidském genomu bylo chromatinovou precipitaci nalezeno nejméné
700 mist s navazanym cyklinem D1, vetsinou spojenych s promotory,
(pravdépodobné existuji dalsi, dosud neznamé funkce cyklinu D1)
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Vneéjsi rFizeni

bunecného cyklu

komplexy cyklinu D a CDK4/6 zajistuji procesy faze G1 od jejiho

zacCatku az po bod R — po tuto dobu je bunka citliva k mimobunécnym

signaltim

aktivace cyklinu D
mitogeny je pod
kontrolou signalni
drahy MAPK

fppt.com
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Vnitini Fizeni bunééného cyklu®

po prechodu bodu R se bunka dostava do autonomniho modu,
prechazi na vnitrni rizeni

nasledujici cykliny jsou pod kontrolou endogennich signalt
priibéh nasledujicich fazi cyklu je tak predvidatelny
cykliny dané faze vypinaji expresi cyklin{l faze predchozi

PROGRAM INFLUENCED BY
EXTRACELLULAR SIGNALS CELL-AUTONOMOUS PROGRAM
1 1

D
_r_.Ql 1.D—CDK«Q.’G || E—CDKZ A-CDK2 A-CDC2 B-CDC2
1
(D@D GILGI-»C =D
]

L ' fb i f
CDK4/6 i
ik CDKZ

—~i

CDCZ

Figure 8.12 The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)

G1 | S I Gz
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Dalsi roviny rizeni cyklu

e inhibitory CDK (CKI)
e antagonizuji plisobeni cyklind tim, Ze se vazou na komplexy
cyklinl a CDK a tim je inaktivuji

‘E. CHECKPOINT: DNA DAMAGE ‘
ONA damaae-
W
l — Q| powes
=
L CAY\- (‘.\lc\'\-ﬁ
Cowmplex Tnockivaked
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Dvé rodiny inhibitort CDK

e rodina INK4 (inhibitors of CDK4)

— p16INK4A, p15INK4B, p18INKA4C,

p19INK4D

— specificky vazou komplexy
CDK4/CDK®6 s cyklinem D

— neucinkuji na CDC2 a CDK?2

e rodina Cip/Kip

— p21Cip1, p27Kipl a p57Kip2

— inhibice rbznych typt komplex{
cyklin/CDK

— ovlivAuji i procesy transkripce,

migrace, organizace cytoskeletu

apoptozy, diferenciace, bunécné

16/NK4A 27Kip1
E15|NK4B CF P
181NK4C
p19INK4D D p21Cip1

D 2

Figure 8.132 The Biology of Cances (€ Garland Science 2014

1
&G aDdD D

D-CDK4/6 E—CDKZ A-CDK2 A-CDC2 B-CDC2

p27-cyclin-Cdk
complex
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TGFpB aktivuje p15INK4B

e antimitogenni faktor TGFB reguluje bunécny cyklus prostrednictvim
inhibitordl CDK

e vyznamne zvysuje expresi p15INK4B a mirné rovnéz p21Cipl

e p15INK4B blokuje tvorbu novych komplext cyklin D-CDK4/6 a inhibuje
aktivitu komplex{ jiz sestavenych

e burika nemUze projit fazi G1 a dosahnout bodu R

e TGFp prostrednictvim p21Cip1 dokaze blokovat funkci i ostatnich
k0mp|eXfl CYkIln/CDK plasma men'{brane

exposure to TGF-f3

DNA damage

L 1
N X N N

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

Figure 8.142 The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)




Poskozeni DNA aktivuje p21Cip

e p21Cip1 dokaze blokovat funkci réiznych komplext cyklin/CDK
e cyklus se zastavi v rliznych fazich dokud neni DNA opravena
e gen p21Cip1 je pod kontrolou p53

plasma membrane

TGF-B

DNA damage
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Proteiny Cip/Kip

maji dalsi funkce

fppt.com

nezavislé na CDK

reguluji transkripci vazbou na transkripcni faktory

blokuji apoptozu

reguluji dynamiku aktinového cytoskeletu

Transcription

p21 —| E2F-1 p27 —>» Neurogenin-2
TAT-

P21 _| S 3 p57 —>» MyoD

p21 —] c-Myc

p21 —| p300/CBP

p27 — RhoA
p21 — ROCK
p57 — LIMK
(rodent) J_

Cofilin

Actin remodeling

Cell movement

Apoptosis
p57 p21 p21
JNK/SAPK  ASK1/MEKKS5 Procaspase-3
Caspase-3

Stress-induced apoptosis

Fas-mediated apoptosis
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Fosforylace CDK

dalsSi regulacni Uroven pri rizeni bunécného cyklu
podminkou aktivity CDK je fosforylace urcitych aminokyselin
a defosforylace jinych aminokyselin v blizkosti aktivniho mista
aktivacni fosforylace kinazou CAK (CDK-activating kinase)
inhibicni fosforylace katalyzovana kinazou Wee 1
CAK je komplex cyklin-CDK, ktery fosforyluje T-smyCku CDK
a tim ji stimuluje k opusteni katalytického mista
odstranéni inhibicniho fosfatu fosfatazou CDC25

fppt.com
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Fosforylace Rb
pri prechodu bodu restrlkce

e nadorovy supresor Rb zastavuje cyklus

o defektni nebo chybi u retinoblastomd, sarkomU, malobunécnych
karcinomU a dalSich nador{

e Rb je v prlibéhu bunééného cyklu fosforylovan
e nefosforylovan v GO

o slabe fosforylovan (hypofosforylovan) na malém poctu serinovych
a treoninovych zbytkld po vstupu do G1

 silne fosforylovan (hyperfosforylovan) na mnohem véetsim poctu
serinovych a treoninovych zbytkd s prechodem bodu restrikce

e po zbytek cyklu pRb zlstava v hyperfosforylovaném stavu

e po ukonceni mitdzy se fosfatove skupiny odstrani proteinovou
fosfatazou typu I (PP1)
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Rb: hlidac bodu restrikce

e v pribéhu rané az stredni faze G1 plsobi jako inhibitor bunééného cyklu
o hyperfosforylace jej inaktivuje, takze ztraci svou inhibicni funkci, coz
umoznuje priichod bodem restrikce

B CDQ2

dephosphorylation

extent of pRb
phosphorylation

A CDC2

noee .

E CDK2

Fogure 1,19 The Buadoqy of Cancer (© Gartand Sceece 216)

hypophosphorylation
D CDK4/6

& pilaih ‘,V/
.y X '
hyperphosphorylation
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Co rozhoduje o

e Vv rane az stredni fazi G1 hypofosforylaci pRb zajistuje CDK4/6-cyklin D

e v pozdni fazi G1 hyperfosforylaci zajistuje CDK2-cyklin E —

substratem pro fosforylaci komplexy CDK2-cyinn E

inaktivace Rb

o ztrata mitogent v G1 pred dosazenim bodu R znamena pokles cyklinu D,
Rb ztraci fosfatove skupiny a méni se na protein, ktery neni dobrym

D cyclins hypophosphorylated

 ~§
g ‘}@ D;— {

CDK4/6 n

unphosphorylated

early and mid-G;

Figure 8.22 The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)

\

hyperphosphorylated

=

\
\
N

hypophosphorylated

late G4

/( :

-CDK2
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Rb po prechodu bodem restrikce

e Uroven hyperfosforylace a funkcni inaktivace Rb po prechodu R
nekles3, ale jesté se posiluje pomoci komplexti CDK s cykliny E, A a B

e zadny z nich jiz neni citlivy na mimobunécné signaly: cyklus pokracuje
v pevne stanoveném rytmu S - G2 — M

o defosforylace pRb po ukonceni mitozy proteinovou fosfatazou typu I
(PP1)
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Ztrata Rb? Problémy...

e mutace v genu Rb, metylace jeho promotoru, ptisobeni onkoproteind:
ztrata funkce ,,ovladace zavory" bodu R (zlstava oteviend)

e bez dozoru Rb bunky prechazeji z G1 do S bez nalezité kontroly

e deregulace Rb je velice rozSirena u nadorovych bunék
(mozna k ni dochazi uplné ve vsech...)
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Rb a E2F

e transkripcni faktor E2F rozhoduje o transkripci genll nutnych pro S fazi
a dalsi pokracovani cyklu

o nefosforylovany/hypofosforylovany Rb vaze E2F
e hyperfosforylovany pRb uvoliuje E2F

R point G5 bondER Mechanism of Action of Rb (Retinoblastoma) Protein
| in Cell Cycle Regulation

S phase i m

Non-phosphorylated RB

Gy :

e iy o
- ~ \

| phospherylation of §b

i
Yk

Phosphorylation
of Rb Release E2F

E2F migrate to nucleus
Induce transcription

™~

000X

“Nucleus

Figure 8.23a The Biology of Cancer (© Garland Science 2014}
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Rb a E2F

rana faze G1: proteiny E2F jsou spojeny s Rb

e E2F nemUze fungovat jako transkripéni faktor, cilové geny E2F
se neexprimuiji, S faze nenastava

pozdni faze G1: hyperfosforylace Rb, E2F se uvolnuje

e E2F zajisti transkripci svych cilovych gend, cyklus jde do S faze

e po prechodu do S faze se proteiny E2F rychle inaktivuji nebo
degraduji (funguji jen v Uzkém
casoveém rozmezi na zacatku
faze S)

Rb Regulation of the Cell

-9 =8

=

Unphosphorylated Rb binds Cell growth triggers the
transcription factor E2F. phosphoryation of Rb.
E2F cannot bind the DNA, and Phosphorylated Rb releases

E2F, which binds the DNA and
turns on gene expression, thus
advancing the cell cycle.

transcription is blocked.




Cilove geny E2F

cca 500 gent ma ve svych promotorech vazebna mista pro E2F
nezbytné pro vstup do S faze: kdduji napr. proteiny, které katalyzuji

syntézu deoxyribonukleotidd (dihydrofolat syntaza, thymidin kinaza)

nebo jsou primo zapojené do replikace DNA
cilovymi jsou rovnéz geny kodujici cyklin E a E2F
pro pozitivni zpétnou vazbu:

— po prechodu bodu R rychle stoupa hladina
cyklinu E a E2F

— cyklin E je zodpovédny za hyperfosforylaci Rb,
cimz se tvori jeste vice E2F a cyklinu E...

— E2F je transkripcni faktor, ktery posiluje svou
vlastni expresi

unphosphorylated

hyperphosphorylated

(—“@)

(ezr)
@%JH

Figure 8.25a The Biology of Canc

cycl nkE

er (© Garland Science 2014)
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Cilove geny E2F

e gen kodujici inhibitor p16INK4

e negativni zpétna vazba

e pl6 se vaze ke komplexu CDK4-cyklin D a inhibuje jej
e inhibice aktivacni kinazy CAK

e inhibice sestavovani komplex{ CDK4-cyklin D

growth factors

Manuel Serrano

/’ expression

S phase gene
expression
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Ukonceni aktivity E2F

o E2F je aktivatorem transkripce jen kratce

e se zahajenim faze S dochazi k aktivaci cyklinu A,
ktery se spoji s CDK2 a fosforyluje E2F

e nasledkem je ztrata transkripcné aktivacni schopnosti E2F,
ubikvitinace a proteazomovy rozklad
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E2F je mocny induktor S faze

mikroinjekce proteinu E2F do vyhladovelych bunék ve fazi GO
postacuje k indukci faze S

51
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Faze M

zajisténa komplexy cyklinu B a CDC2, které fosforyluji stovky proteind:

proteiny asociované s chromatinem, které stimuluji kondenzaci
chromozomU (napf. kondenzin)

proteiny jaderné membrany a pord, které zajist'uji stazeni jaderné
membrany do ER

proteiny asociované s mikrotubuly, které remodeluji cytoskelet
do mitotického aparatu

kinetochorové proteiny, které za]|st uji sestaveni kinetochord
a jejich pripojeni k mikrotubul@im vreténka

kinazy, které asistuiji pri dalSich procesech mitdzy
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Faze M

Pro regulaci jsou zasadni dva procesy:

o prudké zvyseni aktivity komplexu cyklinu B-CDC2 v kontrolnim bodé
G2/M, které vede k iniciaci procesll rané mitdzy

e pusobeni ubikvitin ligazy APC/C: inaktivace komplext cyklinu B-
CDC2 a likvidace dalSich klicovych M-fazovych molekul (napr. sekurinu),
které vedou k dokonceni mitdzy
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Priprava
chromozomu k segregaci

e na konci S-faze se kazdy replikovany chromozom sklada z paru
identickych chromatid slepenych k sobé

e spojeni sesterskych chromatid zajistuje kohezin
e to usnadnuje pozdéjsi mitdzu — poruchy v mezichromatidové kohezi
vedou k vaznym porucham segregace chromozom

Kohezin
e komplex proteind, ktery je v prlibéhu replikace umistén v mnoha
mistech po celé délce kazdé chromatidy

G52
] " '-
2 ! Hocy

Cohesin loaded in G1 can remain in
place during DNA replication 54

G1




Kondenzace chromatid

e replikovana DNA po skonceni faze S ma podobu dlouhych viaken,
jejichz oddéleni by znamenalo riziko poskozeni

e bunka postupné reorganizuje chromatidy do kompaktnéjsich
struktur, které mohou byt snadnéji oddeleny

e na konci metafaze maji chromatidy podobu tycCinkovitych
struktur, které jsou pevne spojeny v oblasti centromery
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Kondenzace chromatidﬁ

e kondenzace i rozdéleni chromatid se ucastni kondenzin
e proteinovy komplex slozeny z 5 podjednotek

e strukturni podoba s kohezinem

e kondenzin tvori kruhové struktury, které vyuzivaji energie ATP pro
skladani DNA do kompaktne&jsi podoby

o fosforylace kondenzinu komplexem cyklin B-CDC2 stimuluje jeho

schopnost navijet DNA [ Tetaphase

chromatids

/\\ Condensin |
_‘ . axis

— ® Condensin Il
axis

t A

N

\

Imaging

Ratio

Number

I:ll=4:1
| ~140,000
I ~35,000

Model
Max. loop sizes|
~90 kb
—_—
Max. loop sizes
~450 kb

~— I1 Mb ~74 nm @ Condensin | complex

O Condensin Il complex

> Nucleosome




Mitotické vretenko

e fada mikrotubull zajist'ujicich rozdéleni sesterskych chromatid a
segregaci sad chromozomu v anafazi

e sestaveni vreténka stimuluje komplex cyklinu B a CDC2

) 2001 V5
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Pripojeni chromatid
k vreténku: kinetochory

kinetochory: proteinové struktury v heterochromatinové oblasti

centromery

dotykovych mistech

IIIIIII

konce mikrotubul® se napojuji na kinetochory ve specialnich

movement KB Kinetochore

Microtubule

oo i
e ) Tubulin

. © subunits

Motor
protein

Chromosome
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Kinazy, Polo-like™ a Aurora

Podil na zajisténi rané mitdzy

Kinaza Plk
« sestaveni mitotického vreténka

Kinaza Aurora A
« ridi sestaveni a stabilitu vreténka

Kinaza Aurora B
e ridi pripojeni sesterskych chromatid k vreténku
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Anaphase-promoting ‘

(APC/C)

 ubikvitin ligaza ridici mitdzu

e inhibitor anafaze (sekurin) inhibuje
predcasnou degradaci proteind,
zajist'ujicich spojeni sesterskych chromatid
(napr. kohezinu) v rané mitoze

e ubikvitinace a rozklad sekurinu vede k
aktivaci separazy, ktera stépi kohezin a

rozpojuje tak chromatidy

 ubikvitinace sekurinu je inhibovana az do
~ okamziku pripojeni kinetochorl vSech
. chromozomd k mikrotubultim vieténka

fppt.com
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APC/C

mEmE

zajist'uje likvidaci sekurinu

e metafaze: sesterske chromatidy spojené kohezinem pripraveny
k segregaci
e sekurin dosud inhibuje separazu: kohezin se nestepi

e vSechny kinetochory pripojeny k vreténku: ubikvitin ligaza APC/C
s adaptérovym proteinem Cdc20 zajisti polyubikvitinaci sekurinu
(tim predurcen k degradaci)

e konec metafaze: rozklad sekurinu, aktivace separazy, stépeni kohezinu
e nasledkem je oddéleni chromatid a zaCatek anafaze

The actors... Durin prophase until metaphase... End of metaphase... Anaphase
.

2| ¢ 5
el €2 o
g £

Sister chromatid 1
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APC/C
zajist'uje i

R A4

APC/C se aktivuje pripojenim Cdc20 béhem anafaze
Cdc20 se podili na rozeznani substratt APC/C
APC/C katalyzuje pripojeni ubikvitinu na cilovy protein, napr. cyklin B

cyklin B se rozklada
absence cyklinu B inaktivuje CDC2

absence kinazove aktivity CDC2
umoznuje konstitutivné aktivnim
fosfatazam odstranit fosfaty z proteind
fosforylovanych CDC2: zakonceni mitozy

likvidaci cyklinu B

jakmile jsou kinetochory pripojeny k vlaknlim vreténka, zrusi se
inhibice faktoru Cdc20, ktery funguje jako aktivator APC/C

control of proteolysis by APC /C

activating
” subunit (Cdc20)

@

inactive APC /C g

M-cyclin

m
PC/C

active A
4
{

ubiquitin (9)

@ e

ubiquitylation enzymes

polyubiquitin
chain

¢

DEGRADATION

=) OF M-CYCLIN IN

PROTEASOME
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Historie
vyzkumu bunécného cyklu

Johnson a Rao, 1970
e spojeni bunék v rlznych fazich cyklu fazi: G1 + S
e sledovan pribéh replikace DNA inkorporaci znaceného tymidinu

e znacka se objevila v DNA bunky faze G1 i S: bunka ve fazi G1
po fuzi okamzité zahajila replikaci
Heterokaryon

bunka G1 bunka S jadro G1 se replikuje

Zaver: v S-fazove bunce existuje faktor, ktery indukuje
replikaci v bunce G1
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Historie -
vyzkumu bunécného cyklu

spojeni bunék v rliznych fazich cyklu: G1, G2, S + M

bunka G1, G2 nebo S bunka M retrakce jaderné membrany,
chromozomy kondenzuji

Zaver: v M-fazové bunce existuje faktor, ktery
indukuje mitozu u vSech interfazovych bunék

Mitotic chromosomes G, chromosomes




Historie

vyzkumu bunécného cyklu

mitotic Gyphase
cell cell

el
;{2/'\!'9
R

metaphase human chromosomes

fppt.com

mitotic S-phase mitotic G;-phase

cell cell cell cell

A0 @ %)
29 & o

induced condensation of

induced condensation of
chromosomes from G;-phase cell

chromosomes from S-phase cell

20 ym

metaphase human chromosomes

metaphase human chromosomes
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Historie
vyzkumu bunécného cyklu

Nobelova cena za fyziologii a medicinu 2001

Paul Nurse

ol Leland H. Hartwell Tim Hunt
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Vyzkum cyklu u kvasinek .

Vyhody kvasinkového modelu

« znalost sekvence genomu

 haploidni status

 snadna kultivace, vysoka rychlost cyklu

 snadné vizualni vyhodnoceni faze bunecného cyklu mikroskopii:

- U pucicich kvasinek (Saccharomyces cerevisia€) nepritomnost pupene:
faze G1; pritomnost pupene mensiho nez u rodicovske bunky: faze S,
pritomnost pupene podobné velikosti jako u rodicovské bunky: faze G2

- u Stépicich se kvasinek (Schizosaccharomyces pombe) lze na fazi cyklu

o usuzovat z delky bunek
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Vysledky _—
vyzkumu cyklu u kvasinek

A. Model of the cell cycle as a
simple dependent pathway

e bunécny cyklus je sled navazujicich fazi m_]_l_lj_l
B. Wild type |
 nova faze cyklu mize nastat az po dokonceni I !d

faze predchozi — dominovy efekt

C. CDC mutant

e mutace v genech nutnych pro prichod danou
fazi cyklu (cdc) se projevi synchronizaci celé
populace kvasinkovych bunék — jejich cyklus se
zastavi ve stejné fazi

e geny cdcjsou esencialni, proto kvasinky
defektni v cdc nejsou zivotaschopné —
pripraveny podminecne letalni mutanti




Identifikace regulatort cyk

e alely wt mohou byt izolovany
z recesivnich ts mutantl cdc
transformaci haploidnich
mutantnich bunék plazmidovou
knihovnou obsahujici kvasinkové
geny divokého typu

e lidska cDNA komplementuje
deficit funkce kvasinkoveého genu
cdc

cdc28"
cells

grown

at25°C

©
®
©

Transform with
plasmid library

of wild-type
S. cerevisiae DNA
Transformed
Gene X cdc28" cells
O grown at 35°C
" ()
\_/
Gene Y No colony
O formation
> (D)
-,
cDC28
O @
& Isolate

4 4
> i Q plasmid
~)(0) =

Ca g

0
=7
Cells in colony at
various cell-cycle
stages

o
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Studium cyklu

 pritokova cytometrie

e sledovani inkorporace
znacenych deoxyribonukleotidd

e mikroskopie (M-faze)

fppt.com

number of cells ——

cellsin G,
phase

m

cellsin Gy and
M phases
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S phase

relative amount of DNA per cell

(arbitrary units)
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Mitogeny

« vSechny signaly souvisejici

s regulaci proliferace musi
byt napojeny na bunécny
cyklus

fppt.com
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Nadorovy supresor p53

p53 je nestabilni, v neposkozenych
bunkach je v nizké koncentraci

dlsledek jeho interakce s ubikvitin
ligazou Mdm?2 (jejiz expresi
zajist'uje)

fosforylace p53 v poskozenych
bunkach omezuje jeho interakci s
Mdm?2, tim se stabilizuje

stabilizovany p53 aktivuje expresi
p21 a zastavuje tak bunécny cyklus

X-rays
onA //

DNA damage

ATM/ATR kinase activation

Chk1/Chk2 kinase activation

Mdm2

\ PHOSPHORYLATION
OF p53
T G
W< active p53
p53 ACTIVE p53 BINDS TO
REGULATORY REGION
p53 UBIQUITYLATION 5 OF ~"\2I t GENE
AND DEGRADATION hﬂp’:
IN PROTEASOMES " p21gene

pra—

TRANSCRIPTION 1
s p21 mRNA
TRANSLATION }

p21 (Cdk
! inhibitor protein)

€

ACTIVE INACTIVE
G1/5-Cdk G1/5-Cdk and S-Cdk
and S-Cdk complexed with p21
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Mutace p53 vyrazne
zvysuje genomovou nestabili

Hi, my hame is Mark and T
have a point mutation
on ps3....

TRANSGENICS
ANONYMOUS
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