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Co je ucelem mitotického déeleni?

A.Produkce gamet

B. Produkce dvou ve vSech
ohledech identickych
bunék

C. Klicovy proces udrzujici
populace asexualnich
organismu

D.Regenerace tkanée
E. Rust organismu

Not Voted:1

(1,0%)
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Uéel mitotického déleni

* rozdéleni buriky za vzniku dvou geneticky identickych bunék
* umoznit mnohobunéénému organismu organizované rust
* regulovat regeneraci - nahradit poskozené a opotrebované burky

Ucéelem mitotického déleni neni vidy vytvorit dvé zcela identické buriky
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Asexuadlni reprodukce

» predevsim u jednobunovych organismU, nékterych mensich
zivoCich a u rastlin

potomci jsou identicti s rodici

» vétSinou rychly proces, ktery vede k velkému pocétu potomku

binarni déleni (ndlevnici, améby, bakterie, fasy)

puceni (kvasiriky)




Rust organismu
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https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/Blastocyst Day 3-6 Movie

‘Voknon

Human Bl“tocy‘t oo Eiselleova 1977, * RAB4-8-D/OB MI 10 CPD Brno Veveri
o

D10868-12-04-03-6 GA=13w3d 83cm /1 s 0. 03.04.2012 O 8
S 3 y :

Znang eial . (2009) PMID: 19924284


https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/Blastocyst_Day_3-6_Movie

Rust organismu — lidské embryo ve stadiu blastocysty

mysi blastocysta lidska blastocysta kolonie lidskych
(Li et al., Cell, 2019) embryonalnich bunék
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kolonie lidskych
embryonadlnich bunék



Mitoza v ranim lidském embryu

* vraném vyvoji do faze moruly bunky prochazeji rychlymi bunéénymi mitotickymi
délenimi a nemaji obvyklou regulaci kontrolniho bodu G1 a G2

* beéhem M-faze bunky stale udrzuji kontrolni bod sestaveni vieténka, ale ne aktivaci
apoptdzy. Kontrolni bod sestavéni vieténka se zda byt také klicem k progresi
mitotického bunécného cyklu béhem téchto ¢asnych bunécnych déleni

Fast cleaving embryos
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Mitoza v ranim embryu

» zygota: rychly bunéény cyklus bez vyznamného celkového rustu (vytvareji shluk bunék
stejné velikosti jako plvodni zygota — zona pellucida)

* bunky vzniknuté ryhovanim se nazyvaji blastomery a tvori kompaktni hmotu zvanou
morula

* ryhovani konci tvorbou blastuly

* mitotické chyby jsou bézné béhem raného embryonalniho vyvoje

* tyto chyby produkuji dvé nebo vice karyotypicky odliSnych bunécénych linii v ramci
jednoho embrya - jev nazyvany chromozomalni mozaika

Fertilized egg s Normal embryo Q Viable organism

; S ; .
’ - A Unviable organism
el o Mosaic embryo @ . & ,
Chromosome (A () Viable mosaic organism
instabilityina (L L
discrete number of cells L)\, (J

Embryos containingcells with
unequalgenetic content

Consequences of chromosome abnormalities in early mammalian embryos. Each circle represent a
blastomere, normal (blue) or having a different genetic content (orange).



Centrozom: mala organela, velka zodpovédnost

v zivocCisnich bunkach jsou nejvétSim zdrojem
mikrotubul(l vieténka

slozeny z dvou ortogonalne usporadanych
centriol

v proliferujicich bunikach je znam jako MTOC
(microtubule-organizing center)

v neproloferujicich bunkach centrozom migruje
na povrch bunky a z materské centrioly vznika
cilium — senzoricka organela

centrozom chybi v rastlinnich bunkach, bunkach
kvasinek a taky ve vajicku

B Centrosome formation
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Centrozom a abnormalni mitdéza

Poruchy centrozomu predstavuji hlavni mechanismus vedouci k chromozomalni nestabilité
a k aneuploidii (vznik multipolarniho vreténka a ndsledny nespravny rozchod chromozomu)

Poruchy centrozomu jsou ¢asté v mnoha nadorech

mozna souvislost s prechodem z ¢asnych do
pokrocilych stadii karcinogeneze

klinicky jsou poruchy centrozomU obvykle
asociovany s horsi prognézou

centrozomy predstavuji jeden z cild molekularni

protinadorové terapie
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Klinicky pripad

6-lety chlapec, narozen z pribuzenského
snatku

Zpozdény psychomotoricky vyvoj, mirna
svalova hypotonie a neprogresivni
(nezhorsujici se) mentalni retardace

Magneticka rezonance mozku ukazala
mensi mozek, s normalni strukturou

Sagittal

Developmental
Microcephaly

Control




Co muze byt pricinou mikrocefalie?

A. Zika virus

B. Mutace v genech sehravajici
ulohy v duplikaci centriol

C. Nespravna vyziva v tehotenstvi

D. Nespravna poloha plodu v
déloze pocas porodu

0

D
Not Voted:5

(5,0%)
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Klinicky pripad

* 6-lety chlapec, narozen z pribuzenského
snatku

» Zpozdény psychomotoricky vyvoj, mirna
svalova hypotonie a neprogresivni
(nezhorsujici se) mentalni retardace

* Magneticka rezonance mozku ukazala
mensi mozek, s normalni strukturou

* Molekularni testy ukazaly mutaci
zpUsobujici stop kodon v genu
CDK5RAP2 (kddujici centrozomalni
protein vysoce exprimovany v mozku)

Primarni dédicna mikrocefalie

Sagittal

Developmental
Microcephaly

Control




Mikrocefalie

Genetické priciny mikrocefalie:

* mikrocefalie vznika jako soucast komplexnéjsich
syndromim

* mikrocefalie s doprovodnym postizenim CNS
hlavnim projevem jediné genové mutace

Syndromd, v rdmci kterych Ize identifikovat

i mikrocefalii je znamo mnoho — patfi sem hned
nékolik syndromut podminénych odchylkami
chromozomu (syndromy Edwards(yv, Pataudv,
syndrom kocic¢iho kfiku aj.), ale i syndromy
zapric¢inéné mutaci jednotlivych gen(

Negenetické — environmentalni priciny
mikrocefalie

Microcephaly - Zika virus

* jsou nyni znamé hlavné diky zvazované
souvislosti zvySeného vyskytu mikrocefalie v Jizni
Americe s rozsifrenim infekce zplsobené virem
Zika (prenasany komari)




Centrozomalni defekty a primarni mikrocefalie

e centrozomalni defekty postihuji ze vSech tkani nejvice nervovou tkan — naruseni
symetrie déleni bunék vedouci k predc¢asné diferenciaci progenitorovych bunék

e je-li pozice centrozomU nahodna, buriky se ¢astéji déli asymetricky, nevznikne
dostatecné velkd populace neuroepitelidlnich progenitord a tim ani dostatek funkénich

neuronu

mutace v CDK5RAP2

deregulace polohy ; :
centrozomu R

%0

TRENDS in Genetics



Regulace polohy centrozom je klicova pro zachovani polarity bunék ve tkani

faze rastu (symetrické déleni) faze diferenciace (asymetrické déleni)
= e s ~~Pial.

= ; T Tsurface

' Apical

(ventricular)
surface

(a)

(i) (i) (i) (iv)  (v)  (vi) (vii)  (viii) (ix)  (x)

Pri vyvoji neuroepitelialni tkané se nejprve symetrickym délenim mnozi buriky
neuroepitelidlnich progenitort (iv-vi), které se poté déli asymetricky (vii-viii) a davaji vznik
vice diferencovanym bunécnym typdm (ix-x). Centrozomy jsou oznaceny cervené.



Regulace polohy centrozomu je klicova pro zachovani polarity bunék ve tkani

zdrava epitelialni tkan

epitelidlni tkan s
aberantnimi centrozomy
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Nahore: Poloha déliciho vieténka je ve zdravé epitelidlni tkani regulovana tak, aby
umoznila déleni bunék pouze v takové roviné, ktera zajisti zarazeni nove vzniklé bunky do
stavajici tkané.

Dole: Strukturni aberace centrozom( zpUsobuji deregulaci polohy déliciho vreténka.
Vysledkem je dcefind burika, ktera neni pevné ukotvena v epitelidlni tkdni a mizZe se z
epitelu snadnéji oddélit. Pokud takova bunka navic nese mutace v dalsich genech, mize
dat vznik metastaze.



Co ,,pohani” prechod jednotlivych fazi bunécného cyklu do fazi nasledujicich?

komplexy cyklint a cyklin-dependentnich kindaz

Co délaji cyklin-dependentni kinazy?
Co délaji cykliny?

* cykliny se vazi na konkrétni cyklin-dependentni kinazy a tim je aktivuji
* v kazdé fazi bunécéného cyklu se exprimuiji jiné cykliny

» aktivni kindzy (CDK) fosforyluji (tedy vétsinou aktivuji) dalsi proteiny a transkripéni
faktory: aktivace a tvorba proteinti dlilezitych pro dalsi faze bunécéného cyklu

MPF

R. Timothy Hunt (objevitel cyklind, Nobelova cena 2001):
,By the way, the name cyclin, which | coined, was really a
joke, it's because | liked cycling so much at the time, but
they did come and go in the cell...” ©




Co musi byt ve zdravych burikach spinéno, 01:03

aby mitoza (M-faze) mohla zacit?

A. Musi se vyrazneé zvysit hladina CDK1
B. Musivyrazné narlst hladina cyklinu B
C. Musi se zvysit hladina proteinu p21

D. VsSechna jaderna DNA musi byt
kompletné replikovana

E. Nesmi byt poskozena DNA
F. Musi byt duplikovan centrozom

G. Bunka musi zdvojnasobit pocet vSech
svych organel o o o 0o o 0 0 0

H. VSechny chromozomy musi byt
spravne pripojeny k délicimu vreténku

Not Voted:2

(2,0%)



Co musi byt ve zdravych bunkach splnéno,
aby mitoza (M-faze) mohla zacit?

A. Musi se vyrazné zvysit hladina CDK1
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Zahajeni mitdzy — nartist mitotického cyklinu (cyklin B)

MPF (Mitosis Anaphase- promoting

Promoting Factor) complex (APC)

(degrades cyclin)

exprese p21 @
,T \I Degraded

ito cyclin
stabilizace p53

posSkozeni DNA " (CDK1)

(cyklin B)

prechod G2/M

R\

e Q... A\O°
Yoy . W
N concentratio™

© 2012 Pearson Education, Inc.



K ¢emu je MPF (CDK1 + cyklin B) dulezity? m

A. Fosforyluje kondenziny, aby doslo ke
kondenzaci chromatinu

B. Fosforyluje tubulin a dalsi proteiny,
aby se vytvorilo délici vieténko

C. Fosforyluje laminy, aby doslo k
rozpadu jaderného obalu

D. Aktivuje ubikvitin-ligazu, ktera oznaci
ubikvitinem sekurin

E. Aktivuje APC (anaphase promoting
complex), ktery zahaji separaci 0 0 0 (0 0 0
chromatid

F. Aktivuje APC, ktery degraduje cyklin B

Not Voted:16

(16,0%)



K ¢emu je MPF (CDK1 + cyklin B) dulezity?

\f A. Fosforyluje kondenziny, aby doslo ke
kondenzaci chromatinu

\f B. Fosforyluje tubulin a dalsi proteiny,
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MPF — maturation/mitosis promoting factor

Kondenzace .. Tvorba déliciho Separace sesterskych
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Prehled kontrolnich bod, cyklinti a CDK v prtiibéhu bunééného cyklu

I MITOZA

kontrolni bod
G1/S S G2/ metafaze/anafaze

tvorba mitotického
vieténka

replikace DNA cytokinez

vstup do zdvojeni centrozomu kondenzace rozchod
bunécného a rozchod k poldm chromozom || chromozom

chybéjici

| Cyclin D

bod restrikce

< CDK1 je neaktivni

>< CDK1 je aktivni ><CDK1 je neaktivm’>

hladina cyklinu B
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Co muze byt pricinou vzniku nasledujicich [ }
karyotypu (pacient 1 a 2)?

Zdrava burika Nadorova bunka pacienta 1 Nadorova bunka pacienta 2
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A. Mutace v genech regulujicich zdvojeni
centrozomu

B. Déleni bunék s kriticky zkracenymi
telomerami, které vedlo k ndhodné fuzi
nékterych chromozomi

C. Nespravné pripojeni déliciho vreténka ke
chromozomuim

D. Selhani jednoho nebo vice kontrolnich bodu

bunécného cyklu
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Anti-mitoticka protinadorova lécba

Mitdza je nejkratsi fazi bunécného cyklu, ale zaroven jsou buriky béhem mitdzy nejcitlivéjsi
k stresovym signaliim vyvolavajicim bunéénou smrt

Proc?
» dynamické zapinani/vypinani mnoha signdlnich drah
» velké a rychlé zmény v hladindch mnoha protein(
* obrovska reorganizace bunécnych struktur

* bunka se vice , kontroluje“ - snadnéjsi spusténi apoptozy

Principem protinadorovych terapii cilicich na mitdzu je zastavit bunnku v mitdze, coz Casto
povede ke spusténi bunécné smrti



Protinadorova terapie cilici na mitézu

Lokalizace proteinti, na které v soucasnosti cili protinadorova lécba:
e délici vreténko

* oblast kinetochoru/centromery

e centrozom

* mitoplazma (mitoticka cytoplazma = cytoplazma + nukleoplazma).

Mitotic spindle Kinetochore/Centromeric region

________________________

|
Chromosome Passenger |
Complex

@ @ Borealin :
2 O [Survivin) !
:

=3 4

g 1
1

1

1

1

—— -

Pericentriolar
Material

Centriole

Aurora A
e e o e = Centrin
Mitoplasm (Mitotic cytoplasm)

,: Target for small molecule inhibitors
Centrosome

Chan K-S, Koh C-G, Li H-Y. Mitosis-targeted anti-cancer
therapies: where they stand. Cell Death & Disease. 2012



Replikativni senescence

telomera
a 1

chromozom progenitorové bunky

telomera se s kazdym
bunécnym délenim zkracuje

1\"‘/ .“#
AL € b)),

zkraceni telomer indukuje

/ bunécnou senescenci

- v progenitorovych bunkach prestava
byt exprimovan enzym telomeraza,
ktery umi doreplikovat konce
chromozomu, proto se progenitorim s
kazdym délenim zkracuji telomery

- bunky s telomerami zkracenymi pod
urcitou mez vstupuji do senescence —
nadale vykonavaji svou funkci, ale
nemohou je jiz délit

- senescence predstavuje obranny
mechanismus proti nadmérnému
déleni bunék — je-li tento mechanismus
poskozeny, mohou byt obnazeny
nechranéné konce chromozomd,
rozpoznany jako dvouretézcové zlomy a
v ramci ,,opravy DNA" pfipojeny k jinym
molekulam DNA

' N zkraceni telomer je
rozpoznané jako forma
poskozeni DNA

exprese inhibitor(l CDK
—> (napr. p16)




Motorové proteiny

Tubulin odtahovani chromatid
subunit Kinetochore MT k opacv:m'/m pc')ll'Jm

bunky

pritahovani
centrozomu k
pdlu

Plasma membrane v .
odtlacovani

(a) Three roles played by motor proteins centrozomt na
© 2012 Pearson Education, Inc. opacné poly bunky




Motorové proteiny a mikrotubuly jako cile protinadorové terapie

* nepfiznivé ucinky na normdlni (nenddorové) bunky — naruseni fyziologickych proces(
jako napfr. vezikularni transport, funkce cytoskeletu,...

Cilova molekula
Vreténkové jedy

Tubulin

Kinesin-5

Inhibi¢ni efekt

Stabilizace
mikrotubult

Depolymerace
mikrotubul(

Tvorba
monopolarniho
vieténka

Léciva Testované typy nadoru
Paclitaxel Glioblastom, nadory hlavy
Epothilone (ve fazi a krku, plic, prsu,
klinického testovani) vajecnik
Vincristine Lymfomy, leukémie,
Vinblastine nefroblastomy, nadory
prsu
Ispinezib Karcinom vajecniku,
Monastrol (oba ve rakovina prsu, karcinom
fazi klinického tlustého streva
testovani)

Chan K-S, Koh C-G, Li H-Y. Mitosis-targeted anti-cancer
therapies: where they stand. Cell Death & Disease. 2012



Proteazom jako cil protinadorové terapie

* v prubéhu celého bunééného cyklu musi byt rychle odstranéno mnoho regulaénich
proteind (napf. cykliny, sekurin, kinaza Wee1l), aby mohl bunécny cyklus pokracovat — to
maji na starost dva ubikvitin-ligdzové komplexy (SCF a APC/C) — ubikvitinované proteiny
jsou poté vsechny degradovany v proteazomu

ubikvitinovano
komplexem APC/C Apcl @ \ (@)

Apc?

Substrates

Cyclin A

Securin
l Cyclin B

G2 (Cell
Cycle
Engine

Cdc20
or
Cdhl

' ' komplexem SCF



Proteazom jako cil protinadorové terapie

* ikdyZ je blokovani funkce proteazomu velmi nespecifické, vedlejsi ucinky bortezomibu
jsou prekvapive nizké

Cilova molekula Inhibicni efekt Léciva Testované typy nadoru
Proteazom
Zabranuje degradaci Mnohocetny myelom,
cyklinu B, sekurinu a Bortezomib lymfom z plastovych
mnoha dalSich protein( bunék

Chan K-S, Koh C-G, Li H-Y. Mitosis-targeted anti-cancer
therapies: where they stand. Cell Death & Disease. 2012



Biology is the only science in
which multiplication is the same
thing as division

Anonymous

There’s nothing funny about mitosis jokes. Once you say one, everyone splits.



