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Co je buneéecny cyklus?

= usporadany sled makromolekularnich procesd, pri kterych bunka
zdvoiji svllj obsah a nasledné se rozdéli na dveé bunky dcerinég,
pricemz kazda z nich ponese stejné chromozomy

= hlavni cil: reprodukce genetického materialu pro pristi generaci



Vysokeé naroky na presnost

= bezchybna replikace
= Spravné razeni fazi
= presna segregace chromozomd

Nezadouci rizika:

" mitoza pred replikaci: ztrata geneticke informace nejmene
u jedne bunky

= dvojnasobna replikace Casti chromozomu pred mitozou:
zvysenli postu kopii genu



i Ridici elementy cyklu

= kinazy skupiny CDK

= specifické degradacni systemy



Kinazy CDK

= heterodimerni proteinkinazy s regulacni slozkou (cyklinem)
a katalytickou slozkou (cyklin-dependentni kinazou, CDK)

= Na fizeni cyklu se podileji fosforylaci
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Degradacni systémy

= pro fizeny rozklad specifickych protein{ cyklu, nasledkem je nevratny
posun fazi cyklu v jednom sméru

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

Zajisti specifické oznaceni proteint polyubikvitinovou znackou, ktera je
predurci k proteazomové likvidaci



ProcC rozkladat
proteiny?

bunky mohou v organismu zit r{izné dlouhou
dobu (dny - roky), ale jejich slozky jsou

priibézné nahrazovany
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Konstitutivni turnover

= udrzovaci funkce — pravidelné nahrazovani starsich molekul novymi
= presné vyvazeni syntetickych a rozkladnych procesl v burice

= Vvyjadruje se jako polocas rozkladu, tj. doba, béhem které se rozlozi
polovina molekul daného typu

= polocas zavisi na velikosti molekuly, naboji, termostabilite, flexibilite,
hydrofobicité, zptsobu slozeni a zplisobu usporadani (jde-li o
vicepodjednotkovy protein)

= polocas rozkladu proteint se pohybuje od hodin do dn{



Regulovany turnover

= rychly rozklad specifickych cilovych molekul, napr. v prenosech
signalll, regulaci bunécného cyklu nebo pri diferenciaci a vyvoji



Kde probiha proteolyza?

= neregulovana proteolyza by znamenala riziko poskozeni buriky
= soustredéna do specifickych bunécnych kompartmentu:

- lysozom(

198 regulatory
B complex + ATP

— 198

208

- proteazom(

198




Lysozomy

= membranou ohraniCene organely s rozkladnymi enzymy
= hlavni organely stépeni bunécnych slozek
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Lysozomy

= enzymova vybava: smes cca 40 kyselych
hydrolaz

= lysozomy poskytuiji nizké pH, pri kterém
jsou kyselé hydrolazy optimalné aktivni

= podminkou aktivity hydrolaz je jejich
stépeni — syntetizuji se jako neaktivni
prekurzory o vyssi molekulové hmotnosti;
aktivujici stépeni probiha az v lysozomech

0.2-0.5 pm

[ !
pH~7.2

CYTOSOL

\PH‘E‘ 5.0
ACID HYDROLASES:
nucleases
proteases
glycosidases
lipases
phosphatases
sulfatases
phospholipases

ATP ‘ ADP + (P
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Proteolyza v lysozomech

nizke pH (4-5) je nezbytne pro ucinnou degradaci:
podmlnka aktivity enzymut, pomoc pri denaturaci substrat

Anatomy of the Lysosome

kyselé pH se udrzuje protonovymi
pumpami

hydrolyzou ATP se uvolnuje energie,
ktera se vyuzije pro transport H*

proteiny lysozomalni membrany jsou
vysoce glykosylovane, coz zvysuje
jejich odolnost k Iysozomalnlm
proteazam

produkty rozkladu (aminokyseliny,

rolytlc

nz
Mixtu ure

grrosylated Membrane
ansport Proteins

cukry, nukleotidy) se s pomoci transportnich proteint dostavaji

z lysozomt do cytozolu a mohou se podilet na biosyntetickych

procesech nebo byt vylouceny ven z bunky
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Transport substrati
a enzymu do lysozomii

= pomoci vackl (vezikul@) z vnéjsiho i nitrobunécného prostoru

= enzymy jsou syntetizovany v ribozomech hrubého ER
a do lysozoml se prenaseji pres Golgiho aparat
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i Lysozomy jsou heterogenni

= velikost a tvar znacné rozmanité (ostatni organely uniformni)

= dUsledek rozmanitosti rozkladanych substratd
= pozlstatky rliznych mimobunécnych i nitrobunécnych struktur
= fagocytované mikroorganismy
= traveni molekul potravy

= po rozlozeni vetsSiny dodaneho materialu obsahuji pouze
nedegradovatelné zbytky, které se vylouci exocytdzou

= je znamo vice nez 30 rlznych genetickych chorob cloveka,
teré Rsou disledkem mutaci v genech lysozomalnich enzymd:
nerozlozeny material se v lysozomech hromadi
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Gaucherova nemoc

Gaucherova (Cti goSérova) nemoc

lysosome  glucocerebroside Gaucher cell

i 1e dedicné vazané onemocneéni, ktere zpusobUJe ukladani tukovych
atek (pfedevsim glukocerebr05|du v_lidskych organech ?slezma

jatra, plice, kosti, nékdy mozek), C|mz se zhorsuje jejich

ungovani

= pri¢inou je deficit gluko-cerebrozidazy, nedegradovany material

se v lysozomech hromadi — zvétsovani tkani

léCba: substituCni enzymova terapie

Philippe Gaucher
(1854-1918) 16



185 RP

1.Captu . -
AP, -
polyublguitin \
chalns . - J
2Deublquitinate ™ & .

Proteazom

208 proteasome

2 satz of

7 different a-type subunits
(el -ceT)

+ 7 different B-type subunits
(B1-BT)

Active subunit: 1, p2, 5

1 198
(RP)

druhy hlavni bunecny
kompartment proteolyzy

BFedvsvtayu'e az 1% vsech
unecnych proteinu

tvar valce, uvnitf dochazi ke Stépeni proteinll na malé peptidy
poklopy ovliviuji pristupnost valce pro substraty

substraty jsou abnormalni a Spatne slozené proteiny + normalni
proteiny oznacene k likvidaci
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Proteazomy

pritomny v jadre i cytozolu

sestaveny z mnoha proteinovych podjednotek

regulacni systémy ovladaji otevreni ,poklopt" a umoznuji tak vstup
pouze vybranym molekulam

podminkou prenosu molekul do proteazomu je jejich modifikace
pripojenim malého polypeptidu — ubikvitinu — k lyzinovym zbytkim

nutna energie ATP
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Proteazom
a kontrola kvality proteosyntezy

= proteosyntéza vétsinou produkuje radné slozené proteiny

= neuplne slozené proteiny jsou zacileny chaperony diky obnazenym
hydrofobnim sekvencim a burka se snazi zajistit, aby dosahly
spravné konformace

= neslozené proteiny se likviduji v proteazomu

= nespravna funkce proteazomu: proteiny s obnazenymi hydrofobnimi
Useky agreguji a narusuji funkce tkani

protein
aggregate

newly
synthesized
protein

correctly folded correctly folded incompletely
without help  with helpofa  folded forms
molecular digested by the
increasing time chaperone proteasome
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Proteazom 26S

= ATP-dependentni komplex proteaz

268 Proteasome

= katalyzuje rozvolnéni a proteolyticky rozklad svych substrat(

= slozen z katalytického komplexu 20S, ktery je obklopen dvéma
regulacnimi komplexy 19S
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Struktura proteazomu

. (b)

Lid 0@
Podjednotka 20S (jadro):

= valec slozeny ze Ctyr kruh(
(2xa, 2xB) TOOORHID 70| 205 coe

‘_‘,W?' Bring| proteasome
= vnitrni komora pristupna pouze
otvory na obou koncich

= aktivni mista pro proteolyzu DX
soustredena v podjednotkach 3 Nl

- B1 stépi kyselé zbytky (caspase-like activity)
- B2 Stépi zasadité zbytky (trypsin-like activity)
- B5 stépi hydrofobni zbytky (chymotrypsin-like activity)

Protein
cleavage
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Jadro proteazomu (20S)

podjednotky a nemaji
Katalytickou aktivitu,

Ucastni se translokace substratu
do proteolytické komory

vlastni hydrolyza molekul
substratu na malé peptidy je
zajistovana podjednotkami B
a nevyzaduje ATP

ATP f'e potreba pro rozvinuti proteind, aby se do Uzkého prostoru valce
mohly dopravit
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Struktura proteazomu:

podjednotka 19S

obsahuje viko (,,lid") a zakladnu (,base")
regulacni funkce: rozeznavaji a rozplétaji substratové proteiny

Slozeny z 15-20 jednotek:

jednotky n1-n12 bez ATPazové aktivity

tvori poklop: rozeznavaji ubikvitinem
oznacene proteiny a o stranua
ubikvitinové znacky pro recyklaci

ATPazy t1-t6 tvori zakladnu: zajistuji
rozplétani protein{ a jejich transport
do podjednotky 20S
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Postupny rozklad
proteinii v proteazomu

viko proteazomu rozeznava prislusny substrat

substrat se rozpléta a za spotreby ATP se translokuje
do valce; v rané fazi se odstépuje ubikvitin pro recyklaci
hydrolyza je dikladna: na malé peptidy

target protein with
polyubiquitin chain

central active sites l
. \‘\ \\\ %
cylinder _,‘/?’ _L> Y
r'd ‘\ i 4

[ ]

[ ]

[ ]

[}

®

(protease)

ot
cap .
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Znaceni proteint pro
proteazomovou likvidaci

regulacnim prvkem je vstup do valce proteazomu

substraty, kterym ma byt povolen vstup do proteozomu se
opatri specifickou znackou (protein-tagging) — ubikvitinem
ubikvitin se k cilovém proteinu pripojuje kovalentni vazbou
pomoci specifickych enzym{

Ubiquitination Degradation
e
N CRCRT
€ DRI
K Y _
c@ s
A
~E
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Vyznamneé cile
proteazomoveé degradace

regulatory bunécného cyklu a rlstu
slozky bunécnych signalnich kaskad
transkripcni faktory

enzymy zapojené do metabolickych reakci

varianty protein{ vytvorené v dlsledku mutace nebo defektni
proteosyntézy

antigeny hlavniho histokompatibilitniho komplexu tridy I

vyrazeni funkce proteazomu je pro bunky letalni
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Ubikvitin

protein o nizké molekulové hmotnosti (76 AK)

kompaktni globularni struktura

evolucni konzervativnost

vyskytuje se ve vSech tkanich vSech eukaryotickych organismi

v bunce se vyskytuje jako volna molekula nebo kovalentné
prlpOJena k jinym proteiniim

vaze se k aminoskupiné lyzinu cilového proteinu

vazbou dalSich molekul ubikvitinu vznika polyubikvitinovy
retézec, ktery je vstupenkou do proteazomu
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Znaceni molekul ubikvitinem

aktivace ubikvitinu
katalyzovana ubikvitin-aktivujicim enzymem E1

reakce je zavisla na ATP

vysledkem je ubikvitin pripojeny svym C-koncem k proteinu E1

nasledné se ubikvitin prenasi z E1 na ubikvitin-konjugujici enzym E2

enzym E2 funguje v komplexu s enzymem E3; tento komplex se

oznacuje jako ubikvitin-ligaza

ubiquitin

|1
@ el

ubiquitin- binding to
+

activating ul?.lqwtln
enzyme igase
&&

@l

.0

._SH

o

ubiquitin ligase
primed with
ubiquitin
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Znaceni molekul ubikvitinem

= U savcl existuji stovky ubikvitin-ligaz, ktere rozeznavaji degradacni
signaly (tzv. degrony) na cilovych proteinech prostrednictvim casti E3
- rozeznani substratu

= ubikvitin-ligazy zajist'uji vznik polyubikvitinovych retézcll pripojenych
k lysinu cilového proteinu

€-amino group
on lysine
side chain

degradation signal target protein first ubiquitin __ target protein with
on target protein bound to chain added pOIVUbiqUitin
ubiquitin ligase to target protein chain
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Proteiny s navazanym Ub
podléhaji degradaci v proteazomu

Priibéh:

vazba substratu oznaceneho poly-

Ub k

Ub-receptorové podjednotce proteazomu

odstepeni Ub prostrednictvim izopeptidaz

vazanych na poklop

rozvinuti a translokace substratu do valce

proteazomu

degradace substratu na malé peptidy

268

198

208

195

é | ‘
Substrate

Recycled
Ubiquitin
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Rizena destrukce protein(
- priklady

likvidace Spatné slozenych nebo jinak abnormalnich proteind

likvidace normalnich proteind, jejichz polocas rozpadu je z néjakého
d@vodu potreba zkratit (napf. v souvislosti se zménou stavu bunky,
bunécnym cyklem, apod.)

existuji proteiny s prirozene kratkym polocasem rozpadu, jiné se
rychle rozkladaji jen podminecng, jinak jsou stabilni

napr. cykliny se v urcité fazi bunécného cyklu rychle rozkladaji
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Aktivita komplext cyklin-CDK

= koncentrace cyklint kolisa v prtibéhu cyklu
= koncentrace CDK je stabilngjsi, ale jejich aktivita je bez cyklinu nulova
= cykliny spolurozhoduiji o vybéru substratu pro fosforylaci kinazou CDK

G,/s- cyclm S- cyclln M-cyclin
start\l 2/M metaphase anaphase

“ ‘ _.cyclin "‘ APC/C

G,/s-Cdk  S-Cdk M-Cdk
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Cykliny a faze cyklu

Cyclin D
Cyklin faze G1: cyklin D e
Cyklin faze G1/S: cyklin E
Cyklin faze S/G2: cyklin A
Cyklin faze M: cyklin B

Cyclin A

Cyclin B

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 cyclin B Cdk1 Clb1,2,3,4 Cdk1

* 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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Tri funkcni stavy Cdk

A) inaktivni - bez cyklinu, aktivni misto Cdk je blokovano Casti proteinu
zvanou T-smycka

(B) castecne aktivni - po navazani cyklinu opousti T-smycka aktivni
misto Cdk a Castecne jej tak aktivuje

(C) pIné aktivni - fosforylace treoninu T smycky Cdk kinazou CAK
(Cdk-activating kinase): konformacni zmeéna, zvyseni afinity pro
prislusné substraty

cyclin Cdk-activating kinase (CAK)

A
Cdk active site activating phosphate
(A) INACTIVE (B) PARTLY ACTIVE (C) FULLY ACTIVE 34




Regulace aktivity Cdk: fosforylace

vazba cyklint primarné urcuje aktivitu Cdk
pomocné mechanismy prispivaji jemné regulaci aktivity Cdk:

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

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

- dalsi aktivacni fosfat pridava CAK na T smycku

cyclin inhibitory phosphate

|
. Weel ‘
kinase
\ily, ——
P Cdc25 p
phosphatase
]

Cdk activating
phosphate

ACTIVE INACTIVE

Kinaza Weel — inhibuje komplexy cyklin Cdk

Fosfataza Cdc25 — aktivuje komplexy cyklin-
Cdk
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Regulace aktivity Cdk:
inhibicni proteiny CKI

= vazou se na komplexy cyklin/Cdk a inhibuji je v disledku zmény
konformace aktivniho mista Cdk

cyclin

Cdk

active inactive
cyclin-Cdk p27-cyclin-Cdk
complex complex




i Inhibitory CDK: rodina Cip/Kip

= tfi Clenové u savcl: p21Cirl p27Kiel p57Kip2
= p21 se indukuje pri poskozeni DNA pomoci proteinu p53,
pozastavuje cyklus ve fazich G1 a G2

16[NK4A Kip1
215|NK4B F p27
18|NK4C
p1 91NK4D O pz 1 Cip1

'l' —=S
& _ CIG.G.I.

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




Inhibitory CDK: rodina INK4

s p16INKIA
s p15INK4B
s p1GINKAC
s p19INK4D

Spolecné znaky:

A-CDK2

p21 Cip1
p27 Kip1 . .
p5T Kip2 — E-CDK2  Restriction Point

= inhibice tvorby komplexd cyklinG D a CDK4/CDK6 a inaktivace jiz

vytvorenych komplexU

= zastaveni bunécného cyklu ve fazi G1 (pred bodem restrikce)
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Kontrolni body cyklu-
molekularni brzdy

Kontroluji :

= iniciaci faze S

= iniciaci mitozy

= rozdéleni dcefinych chromozom{

v anafazi

= zacatek telofaze a cytokineze

= celistvost DNA
zajist'uji, aby hlavni udalosti cyklu probihaly v pevné daném poradi
sensory sleduji klicové deje cyklu a poskytuiji ridicimu systému zpétnou
vazbu
je-li zaznamenana chyba, ridici systém prodlouzi danou fazi, aby chyba
mohla byt opravena
zajist'uji extrémni presnost bunécného deleni (prijem spravneho poctu
radné replikovanych chromozomU dcefinou burikou)
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Stop! The cell lacks
nutrients to support its
growth, Stop! The DNA is
damaged. The cell must
be destroyed!

Stop! Some of the chromosomes
have not attached themselves to
spindle fibres in metaphase. Stop!
Some of the chromosomes have not

moved to the poles in anaphase.

The cell must be repaired

or destroyed.

Klitoses

DMA replication

Stop! The DNA
has not replicated.
Stop! The DNA is
damaged. The cell must
be repaired or

destroyed.

continued growth
and preparation

Figure 5.11 Checkpoints in the cell cycle
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Princip fungovani
kontrolnich bodii

kontroluji aktivity komplext cyklin-CDK a ubikvitinligaz SCF a APC/C

rlizné mechanismy:

regulace syntézy a
degradace cyklin{
fosforylace CDK

v inhibicnich a
aktivacnich mistech
regulace syntézy a

stability inhibitorl CDK

favorable chromosome
extracellular DNA unreplicated DNA unattached to
environment damage DNA damage spindle

A \\l

G- Cdk G/S-Cdk — S-Cdk >

G1/S-cyclin synthesm)
S-cyclin synthe5|s DNA rerepllcatlon
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Bunecny cyklus reaguje na signaly

m\y

z vnéjsiho i vnitrniho prostredi

VnéjsSi podnéty:

= signalni molekuly

= Ziviny a rlstové faktory

Vnitrni podnéty:

= stupen dokonceni predchozich fazi

= poskozeni DNA

tyrosine  G-protein
kinase coupled TGF-B nutrient
receptors receptors receptors integrins status

==

programming
e OR\ of cell cycle
phases
enterinto enterinto
active G, S+ G+ M

b cell cycle
quiescent

state

Na zakladé téchto podnétl mize byt bunécny cyklus pozastaven.
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Diikaz existence regulatorti
cyklu: fiize savcich bunek

(Johnson a Rao, 1970)

= spojeni bunék v rliznych fazich cyklu: G1 + S
= sledovan prlibéh replikace DNA inkorporaci znaceného tymidinu

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

burnika G1 burnika S DNA jadra G1 se replikuje

Zaveér: v S-fazoveé bunce existuje faktor, ktery indukuje replikaci
v jadre ve fazi G1 43



Diikaz existence regulatori
cyklu: fize savcich bunek

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

burika G1, G2 nebo S burika M retrakce jaderné membrany,
chromozomy kondenzuiji

Zaver: v M-fazové bunce existuje
faktor, ktery indukuje mitozu
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Vyzkum bunéecného
cyklu u kvasinek

Vyhody kvasinkového modelu

= dostupnost Udajt o sekvenci genomu

= haploidni status - usnadnéni genetickych analyz
= snadna kultivace, vysoka rychlost cyklu

= snadné vizualni vyhodnoceni faze bunécnéeho cyklu mikroskopickou
analyzou morfologie bunék:

- U pucicich kvasinek (Saccharomyces cerevisiae) nepritomnost
pupene — znaci fazi G1, pritomnost pupene mensiho nez u
rodiCovskeé bunky — znaci fazi S, pritomnost pupene podobné
velikosti jako u rodicovskeé bunky — znaci fazi G2

- u stepicich se kvasinek (Schizosaccharomyces pombe) |ze na fazi
cyklu usuzovat z délky bunek
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Kvasinky: bunécny cyklus je sled

navazujicich fazi

= nova faze cyklu mlze nastat az po
dokonceni faze predchozi — dominovy efekt

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

Geny cdc jsou esencialni, proto kvasinky
defektni v cdc nejsou zivotaschopné —
pripraveny podminecné letalni mutanti

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

B. Wild type ! |

C. CDC mutant
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Identifikace gent Fidicich cyklus

Transform with
plasmid library

of wild-type
cdc28' S. cerevisiae DNA
cells Transformed
grown Gene X cdc28' cells

at 25 °C © grown at 35°C

Gene Y No colony
© formation
cDCz28

O Isolate
@ plasmid

Cells in coIony at
various cell-cycle
stages
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Bunecny cyklus
krok za krokem

rlst
kopirovat DNA

kondenzovat
chromozomy

vytvorit vreténko

rozdélit se

48



Faze G1

nejdelSi a nejvariabilnéjsi
biosyntetické procesy, sestavovani organel
monitorovani vnéjSich a vnitrnich podminek pred zahajenim S-faze

dclzstatek zivin a rlstovych faktord: rlst bunky, vysoka metabolicka
aktivita

nedostatek Zivin nebo anti-proliferacni signal: zpomaleni postupu
fazi G1 nebo opusténi cyklu do faze GO

na konci kontrolni bod restrikce/Start
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Faze G1

= bunka schopna reagovat na mimobunécné signaly: mitogenni

a anti-mitogenni (TGF-B) riistové faktory

= ristové faktory pritomny a protirlistové nepfritomny: prekonani bodu

restrikce do dalsi faze

= S-faze probiha i za nepritomnosti rlstovych faktord

= stejnému signalu jsou vystaveny
sousedici bunky — koordinace

R point

|;eriod dTlrihg which |

o cells are responsive

to mitogenic GFs
and to TGF-B8




Faze GO

« faze, ve které se nachazi vétsina bunék mnohobunécénych organismu:
jsou diferencované a specializované k vykonu urcité funkce, nedéli se

= moznost opétného vstupu do bunécného cyklu po prijeti prorfistového
signalu

Neurony a bunky kosterniho svalstva jsou terminalné diferencované
(faze GO) - exprese genll nutnych pro bunécny cyklus je zcela vypnuta;
opétné nastartovani cyklu témér nemozné

W
v 4 A4 \4 w/ ’ ’ Il'"f: /' M::::.\r;:r_w
Jaterni bunky: udrzuji schopnost rychlého obnoveni | K_>J o )i}
funkci cyklu, napf. v pfipadé poranéni | - M

Fibroblasty a lymfocyty: prechazeji do GO a znovu
se vraceji do cyklu nékolikrat béhem svého zivota

51



Navrat do cyklu z faze GO

= pridani rlstovych faktorl aktivuje transkripci gendi ve dvou fazich:

geny okamziteé reakce (early-response genes) a geny opozdéné
reakce (delayed-response genes)

= transkripce ranych genl se indukuje béhem minut (napr. jun, fos,
myc)

= exprese gent opozdéné reakce zavisi na produktech gentl okamzité
reakce (napr. cyklin D)
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Proteiny E2F

Nepritomnost mitogend:

Pritomnost mitogena:

E2F jsou transkripni faktory, které aktivuji expresi gend
kddujicich proteiny pro replikaci DNA, cykliny pozdni faze
G1, Sa CDK faze S

exprese genl fizenych E2F je
znemozneéna interakci mezi
E2F a proteinem Rb

G1-CDK fosforyluje Rb
tim se uvolni vazba Rb-E2F
E2F nasledné zajisti expresi cilovych genl
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Prechod bodu restrikce:
ucast Rb

Rb protein je jednim z
nejdulezitéjsich substratd
komplex cyklin-CDK faze G1
fosforylace Rb brani jeho asociaci
s E2F — nasledkem je posun do
faze S

fosforylace Rb se v priibéhu cyklu
dale zvysuje
fosfatazou PP1 prechazi Rb zpét

do hypofosforylovaného stavu ve
fazi G2

cdkd/6
cyelin D
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Mitogeny

= prorlstové signalni molekuly,
které nitrobunécnymi
signalnimi kaskadami aktivuji
geny okamzité reakce

= produkty genll okamzité
reakce aktivuji geny opozdené
reakce (napr. cyklin D)

= cyklin D/CDK fosforyluje Rb

= pozitivni zpétne vazby: E2F
posiluje transkripci vlastniho
genu; G1/S-Cdk a S-Cdk
zvysuji fosforylaci Rb

mitogen

;;.'; mitogen receptor
- =
= W

l, Ras

{

LT

/ﬁ 1\\

|

activation of gene regulatory protein

CYTOSOL

immediate early
Wi/, gene expression

———— g —

NUCLEUS

‘ gene
regulatory
‘ protein

delayed-response gene expression

active

Gi-Cdk  positive feedback r i
active Rb aetive
protein active E2F G1/S-Cdk ]
] protem G1/S-cyclin }
S-phase gene —, (cyclinE) __, active
? transcription — S-cyclin S-Cdk
inactivated (cyclin A)
E2F protein
positive
feedback
inactivated Rb

protein

@

DNA
SYNTHESIS

‘s‘




Faze G2

bunka ma dvojnasobny obsah DNA nez v G1
sesterske dvousroubovice drzeny v komplexu kohezinem
kontrola celistvosti DNA a priprava mitozy

v pripade, ze je nalezena nereplikovana nebo poskozena DNA,
nebo nedoslo k duplikaci centrozomu kontrolni body znemozni
zahajeni mitozy

A. Cell cycle details Mitosis
(not to scale) -

B.Time-scaled diagram
(times in hours

3 -

£ <

2 e

Check for ! 1{'*:/%( ’3 “}{t§

damaged or ™\ Check for ==
unduplicated chromosome
DNA ¢ l—\ attachment to
hek for mitotic spindle

C. Cycle phases in cultured cell
)

g uplication : :

check for cell size

Cell cycle phase | Length (hours

and favorable

environmental
Chromosome conditions

duplication

Generation time 22




Kondenzace chromatid

= replikovana DNA ve fazi S ma podobu dlouhych viaken,
jejichz oddéleni by znamenalo riziko poskozeni

= proto bunka postupné reorganizuje chromatidy do

kompaktnejsich struktur, které mohou byt rozdéleny
snadnéji

= na konci metafaze maji chromatidy podobu tyCinkovitych
struktur, které jsou pevné spojeny v oblasti centromery
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M-Cdk

jedina kinaza zajist'ujici vSechny procesy mitozy:

= sestaveni vieténka

= pripojeni sesterskych chromatid k opacnym polim
= kondenzaci chromozomU do tycinkovitych struktur
= degradaci jaderné membrany

= zmeéna usporadani aktinovych vlaken, atd.
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Mitoza

= oddéleni chromatid a jejich distribuce do dcerinych jader, kazda
s uplnou kopii genomu

o cytokineze
Pro regulaci jsou zasadni dva procesy:

0 prudké zvyseni aktivity M-Cdk v kontrolnim bode G2/M, které
vede k procestim rané mitdzy (sestaveni vieténka a jeho
pripojeni sesterskym chromatidam)

= ubikvitinligaza APC/C zajisti likvidaci (a) sekurinu: stépeni
kohezinu a oddéleni chromatid, (b) cyklinu M-faze: inaktivace a
defosforylace cilovych protein{l (anafaze, telofaze, cytokineze)
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Pozitivni zpetna vazba
pri aktivaci MPF

inactive
phosphatase
p— inhibitory POSITIVE
. phosphate < FEEDBACK
M-cyclin
Cdk-activating

kinase

activating
phosphate

Cdk1 inactive Cdk-inhibitory inactive active M-Cdk
M-Cdk kinase M-Cdk

_C POSITIVE FEEDBACK )




Dokonceni M-faze

jakmile je kazdy kinetochor pripojen k vlaknim vreténka, faktor Cdc20

aktivuje ubikvitin ligazu APC/C

APC/C katalyzuje vazbu ubikvitinu
na cyklin M-faze a sekurin

nasleduje rozklad oznacenych
protein{ proteazomem

absence cyklinu B inaktivuje MPF
a zakoncuje mitdzu

control of proteolysis by APC/C

activating
a subunit (Cdc20)

inactive APC IC\< .

i

M- cyclm

‘ active APC/C
: |

Cdk ubiquitin ()
+
& g

ubiquitylation enzymes

4
¢

0

polyubiquitin
chain

DEGRADATION
™= OF M-CYCLIN IN
PROTEASOME
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Dokonceni M-faze

sekurin (inhibitor anafaze) chrani vazby, které udrzuji sesterské
chromatidy pohromadé na pocatku mitdzy (kohezin)

rozklad sekurinu pri prechodu

metafaze/anafaze aktivuje separazu
separaza oddéli chromatidy a umozni

anafazi
po pripojeni kinetochort k délicimu
vreténku Cdc20 aktivuje APC/C

ubikvitin ligaza APC/C oznaci
sekurin

degradaci sekurinu se aktivuje
separaza

cohesin
complex

cd c20

/! I\
active APC

@ M-cdk

mitotic spindle

active
separase

securin
inactive
T Separase

inactive APC

ubiquitylation
———|and degradation
of securin

0(7
\> %o &D

TN

cleaved and
‘ dissociated cohesins

G2

P

metaphase

o

anaphase

separaza rozlozi kohezin, ktery spojuje chromatidy - nastava anafaze

62




Kontrolni body
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Hlavni kontrolni body cyklu

Spindle-position
Spindle-assembly checkpoint
checkpoint
M APC/C-Cdh1
ad2 polyubiquitination «— Cdc14 — Sic1
J_ of B-type cyclins
APC/C-Cdc20 l
ATMAR polyubiquitination Telophase e
m l of securin alopias l m
53
DNA-damage Ehas. \A‘ h g BiNAlairEge
checkpoint naphase checkpoint
p21CIP Cyclin D-CDK4/6 |— p21CIP

1

Cyclin A/B-CDK1 ———— M-phase

/ entry
Feat: " S-phase <— Cyclin E/A-CDK2
a T entry T T
Chk1 S
Intra-S-phase i p21 Cdc25A
checkpoint T Cyclin A-CDK2 T
ATR '|' T m
pes DNA-damage
cip %
B2 Cdodan checkpoint

4¢ T ATM/R — Chk1/2

DNA-damage P33
checkpoint T

ATM/R — Chk1/2
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DMNA Damage

Kontrolni body monitorujici
oskozeni DNA
@ @

chyby pri replikaci, zareni nebo chemikalie poskozuji DNA
oprava nutna pred replikaci nebo segregaci

kontrolni systém: detekce poskozeni DNA a zastaveni cyklu
v kontrolnich bodech pred zacatkem S-faze nebo M-faze

detekci poskozeni DNA zajistuji kinazy ATM a ATR,
které fosforyluji své cilové proteiny, vCetne kinaz Chk1 a Chk2

fosforylace protein{l témito kinazami zastavuje cyklus
hlavnim cilovym genem je p53
fosforylovany p53 stimuluje transkripci genu p21

protein p21 jednim z inhibitorl (CKI) komplex& G1-Cdk
a G1/S-Cdk
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53

= p53 je nestabilni protein, v neposkozenych
bunkach pritomen v nizké koncentraci

= dlsledek jeho interakce s ubikvitinligazou Mdm2,
jejiz expresi sam aktivuje

Target genes

PR "

= Mdm2 zprostredkovava rozklad p53 v proteazomu
mdm2 p21 NoXA

Ll
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X-rays

DNA

DNA damage

ATM/ATR kinase activation

Chk1/Chk2 kinase activation

53 |
\ PHOSPHORYLATION

OF p53

l, J P). . \17, stable,
wS active p53

p53 ACTIVE p53 BINDS TO
REGULATORY REGION
p53 UBIQUITYLATION ~ OF i"\l’l : GENE
AND DEGRADATION bz
IN PROTEASOMES "\ p21gene

A

TRANSCRIPTION 1
s p27 mRNA
TRANSLATION |

p21 (Cdk
inhibitor protein)

= fosforylace p53 v poskozenych burkach
omezuje jeho interakci s Mdm2, tim se CL’

stabilizuje a mze aktivovat transkripci genu ‘

p21

P

INACTIVE

G1/5-Cdk G1/S-Cdk and S-Cdk
and S-Cdk complexed with p21



Poskozeni DNA a rakovina

= hromadéni neopravovanych poruch v DNA zvysuije riziko
vzniku nadorotvornych mutaci

= mutace, které vyradi z Cinnosti systém reakci na poskozenou
DNA jsou velmi nebezpecné

= absence funkcniho p53 provazi alespon polovinu lidskych
nadorl, protoze umoznuje hromadéni mutaci
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Ataxia telangiectasia

= Vvzacné genetické
neurodegenerativni onemocnéni Telanglectasia

= dUsledek defektu ATM, tj. kinazy
urcené pro reakci na poskozeni
DNA (reparacni mechanismy
oslabeny)

Dilation of

small vessels
and capillaries
cause flat red
marks to appear
= pacienti jsou velmi citlivi na on the skin
zareni a maji zvysené riziko
vzniku rakoviny

-

FADAM.

P
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