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)




Bunécény cyklus

cyklus bunéénych procesu zacinajicich ,zrozenim® buriky bunécnym délenim
a koncicich tvorbou dcerinné bunky nebo smrti

usporddani zivotnich pr'ocesu buriky do logického sledu tak, aby mohlo dojit
k duplikaci chromozomu a rozdéleni buriky

podminka tvorby vicebunéc nych struktur

rychlost bunécného cyklu urcuje rychlost proliferace podle vnitrnich
poTreb a vnéjsich stimult (poruchy kontroly cyklu: riziko rakoviny)

rizeni replikace a segregace chromozomi je obdobné ve vech
eukaryotickych bunkdch
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Periodické promény bunék byly nejdrive
zaznamendny svételnou mikroskopii

+  mitdza (rozdéleni chromozomi)
+ cytokineze (rozdéleni cytoplazmy)
+ interfdze (dekondenzované chromozomy)
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Interphase

______________

Calt grows and
carries out normal
metabolism;
organelles duplicate




Faze M (mitoza + cytokineze)

bunka je zamérena na
funkce souvisejici s
bunéénym délenim

metabolicka aktivita slaba

rozpad jaderné membrdny
(do ER)

tvorba mitotického
vireténka

kondenzace chromozomu
sestaveni kinetochord
separace chromatid
rozpad vreténka,
dekondenzace chromozomu

obnoveni jaderné
membrany (spojeni s ER
zUstdvad)
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Mitoza

Mitdza v lidské bunce pozorovanad fluorescencni mikroskopii.

Mikrotubuly jsou znaceny zelené, DNA modre a kinetochory (1.
mista, kde se mikrotubuly pripojuji k DNA) jsou razové.




Interfaze

tvori vétsinu cyklu: hodiny, dny,
tydny nebo delsi obdobi podle
bunééného typu

rast buriky

vyraznd metabolickd aktivita
rozdelena do fdze G, (“first
gap"), S ("synthesis"), G,
("second gap")

jadernda membrdna je spojena s
ER

INTERFAZE

zdvojeny centrosom
o

cytosol
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™ chromosomy
v jadre

P
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Béhem interfaze nabyva burika na objemu.
Chromosomalni DNA je replikovana a centrosom
je duplikovan.




S faze

+ Cast interfdze, pri které dochazi k replikaci DNA
©

)
O
ve fdzi 6, ma proto bunka

f@ dvo jndsobny obsah DNA ve
7 M \ srovndni s bunkou ve fdazi G,




Faze 61 a G2

+ Casti interfdze, pri kterych burika monitoruje
vhitrni a vnéjsi prostredi a zjist'uje tak, zda je
situace vhodnad pro zahdjeni S faze nebo mitézy




Zasadni bunécné procesy probihaji v prisné ndvaznosti

1 trigger completion of mitosis

trigger mitosis machinery and proceed to cytokinesis
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|
trigger DNA

replication machinery




Casové odlisSnosti bunééného cyklu

Existuji

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

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

+ buriky, které se prirozené déli velmi rychle
(epitelialni bunky, krevni kmenové bunky)




Casové ndroky bunééného cyklu

velmi variabilni, podle typu tkané

+ méneé nez 30 minut u nékterych embryi
(obojzivelnici)

» kvasinky 1,5 - 3 hod.

» bunky strevniho epitelu 12 hod.

» savCi fibroblasty v kulture 20 hod.

+ savCi jatra cca 1 rok

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




standard cell cycle

B L
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Variabilita fazi bunééného cyklu

hejvice variabilni je fdze G,

- vétdina bunék, které se prestanou délit zustavad ve
fazi G, (specidlni klidova ¢ast G,)

bunika obvykle musi registrovat urcity signdl, aby
mohla postoupit z 6, do S, pak obvykle postupuje i do
mitozy




Faze 61

* bunka je schopna reagovat na mimobunécné signaly

* bunka se rozhoduje, zda bude v cyklu pokracovat nebo
jej opusti a vstoupi do klidového stavu 6,

* rozhodnuti o zahdjeni replikace DNA se projevi prechodem
tzv. bodu restrikce v pozdni fazi G,

- pro prechod bodu restrikce je nhutnd pritomnost rustovych
faktord (dalsi faze cyklu mohou probihat za jejich nepritomnosti)

- anti-proliferacni faktory (rapamycin, cytokiny - TGFB)
zastavuji proliferaci pouze téch bunék, které se nachdzeji v G,
ale jesté nedosdhly bodu restrikce




Syntéza makromolekul béhem
bunééného cyklu

Figure 27.2 Synthesis of RNA and proteins occurs
cantinuously, but DMNA synthesis accurs only in the
discrete period of 5 phase. The units of mass are

béhem interfdze je syntéza RNA ==

a proteind relativné konstantni T (e o
béhem mitdzy klesd syntéza i

proteinl a zastavuje se syntéza

Protein

32

RNA

véechny druhy proteinu s
vyjimkou histonu se tvori /
pribézné béhem interfaze )

histony se tvori vyluéné ve fazi S : . S-.rt

0 8 16 24 hours




Syntéza histonu je spojena se
syntézou DNA

+ inhibice syntézy DNA zastavuje syntézu
histonu

» po dokonceni replikace jsou histonové
MRNA selektivné degradovany




Rizeni bunécného cyklu

Proc¢?

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

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




Principy rizeni cyklu

+ poskozend DNA se nesmi replikovat

» mitdza nesmi zacit pred dokoncenim
replikace

» poskozend DNA nesmi byt predana do
dcerinnych bunék

» chybné sparované chromozomy nesmi
dokoncit mitdzu




Potu Rao a Robert Johnson, 1970

- klasicky experimentdlni pristup k analyze
bunécného cyklu zaloZeny na fuizi bunék v
raznych fazich cyklu




Fdze buriky ve fazi G, s burikou ve fdzi S:

Replicating

N
/

S phase cell

G, phase cell @

V jadre bunky ve fdzi G, je okamzité zahdjena replikace DNA.

Both nuclei
replicate DNA

Nonreplicating

Zaver:.
Cytoplazma bunky v S fdzi obsahuje faktory, které indukuji
syntézu DNA v jadre bunky ve fdazi G;.




Fdze buriky ve fdzi G, s burikou ve fdzi S

Replicating

Only S phase nucleus

S phase cell s 5 h, replicates DNA

G, phase cell e\
Nonreplicating

Jdadro bunky ve fdzi 6, nevstupuje do dalsi fdze S, i
kdyZz je pritomno v cytoplazme bunky ve fdzi S

Zaver:

Opétnd syntéza DNA v jddre bunky ve fazi 6, vystaveném S
fazové cytoplazmé nenastava. Zablokovani opakované replikace
je odstranéno mitézou.




Fdze burky ve fdzi M s burikou ve fdzi 6,, S
hebo Gg;

mitotic G-phase
cell call

induced condensation of
chromosomes from Gy-phase cell |

metaphase human chromosomes
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v interfazové buice je zahdjena mitdza.




Zaver:

Existuje cytoplazmaticky faktor indukujici M fazi,
ke kterému je jadro citlivé po cely bunéény
cyklus (MPF - .mitosis promoting factor").




MPF je komplex kindzy a cyklinu




Principy requlace bunécného cyklu

I. Posttranslaéni modifikace

- fosforylace
- proteolyza
IT. Rizenf buné&ného cykiu
ITI. Kontrolni body bunécného cyklu




Principy requlace bunécného cyklu

I. Posttranslaéni modifikace

- fosforylace
- proteolyza
IT. Rizenf buné&ného cykiu
ITI. Kontrolni body bunécného cyklu




Prehled chemickych modifikaci

» kovalentni vazba chemické skupiny k
aminokyseliné proteinu

* typy modifikaci:

- acetylace (obvykle na 1. aminokyseliné)

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

- glykosylace (obvykle vné bunky)




Modifikace proteinu fosforylaci

Fosfatové skupiny jsou pripojeny protein kindzami
Fosfdtové skupiny jsou odstranény fosfatdzami

Active
~ R—OH
P; ATP
Protein Protein
phosphatase kinase
H,O ? ADP
R—0— T O
O
Inactive

Fosforylace ¢asto méni strukturu a funkci proteint




Pro¢ je fosforylace tak béznym mechanismem
requlujicim aktivitu proteinu?

+ Je reverzibilni

» Velké negativni ndboje fosfdtové skupiny
mohou zpusobit vyznamné zmény ve strukture
proteind, které vyvolaji zmény ve funkci




Proteinové kinazy

- Katalyzuji vazbu fosfdtovych skupin k proteinim (tzv.
fosforylaci)

» Fosfatové skupiny prendseji z ATP (za vzniku ADP)

+ Ridi aktivitu mnoha bunéénych proteind

» Proteiny mohou byt fosforylovany na mnoha mistech
» Hlavni regulatory bunécného cyklu a bunéénych
signalizaci




Rozklad proteinu

* Nepotrebné proteiny se rozklddaji protedzami
(proteolyzou) na aminokyseliny

» Casto se vyuzivd protedz soustredénych do
proteazomu

» Regulace bunééného cyklu zahrnuje proteolyzu
regulaénich proteint, coZ zajist'uje
ireverzibilitu jednotlivych fdazi




Principy requlace bunécného cyklu

I. Posttranslaéni modifikace

- fosforylace
- proteolyza
IT. Rizeni buné&ného cykiu
A. Bod restrikce/START
B. Komplexy Cdk (..cyclin-dependent kinase")
C. APC (..anaphase-promoting complex™)
ITT. Kontrolni body bunééného cyklu




Bod restrikce (START)

» Bod cyklu, ktery bunky nevratné predurcuje pro
dokonceni bunééného cyklu

- savci: bod restrikce (.restriction point”)
- kvasinky: START
+ Lokalizovan v pozdni fazi 61

» Po prekonani bodu restrikce bunécny cyklus
pokracuje bez ovlivnéni vnéjsimi faktory (mohou
jej pozastavit jen faktory vnitrni, napr. poskozeni
DNA)




Bod restrikce/START je v pozdni fazi 6,
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To divide or not to divide:
that is the question

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

» Buriky savcu se rozhoduji podle pritomnosti
rdstovych faktord, zvanych mitogeny, které
stimuluji rust bunék




Princip bunééného cyklu

- prubéh kaZdou fdazi bunééného cyklu zajist'uje
soubor specifickych proteind, jejichZ aktivita
je zavisla na stupni fosforylace

* tuto fosforylaci zajist'uji protein kindzy
aktivované cykliny specifickymi pro danou fazi
cyklu




Motor bunécného cyklu ma slozku vykonnou
a ridici podobné jako motor spalovaci
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Komplexy Cdk a cyklint
(.cyclin-dependent kinase™)

Heterodimerni protein kindzy sloZzené ze dvou
rdznych podjednotek, které zajist'uji fosforylaci
proteint Fidicich bunéény cyklus

-regula&ni podjednotka: cyklin @
-katalyticka podjednotka: Cdk ./ ...

Pro kazdou fdzi cyklu existuji odlisné komplexy Cdk




Aktivita Cdk je urcovdna cykliny, které podléhaji
rizené degradaci

» cykliny jsou oznaceny ubikvitinem, coz je predurcuje k rozkladu
proteazomem
* nepritomnost cyklinu inaktivuje Cdk

triggur mitosis machingry
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Cykliny

» requlacni podjednotky komplext Cdk-cyklin
» zapinaji kindzovou (fosforylacni) aktivitu Cdk
+ jejich hladina béhem cyklu pravidelné kolisd

» ve specifickych okamzicich cyklu podléhaji
degradaci proteolyzou




Hladina cyklint v bunce
pravidelné kolisa
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Cyklin-dependentni kindzy Cdk

+ katalytické podjednotky komplext Cdk-cyklin
+ jejich aktivita se zapind spojenim s cykliny

- f(echh aktivita (nikoliv koncentrace) pravidelné
olisa béhem cyklu

+ fosforyluji proteiny zodpovédné za pribéh a
regulaci bunééného cyklu




Komplexy Cdk a jednotlivé faze cyklu

+ Tri typy:
- komplexy Cdk fdaze 61
- komplexy Cdk fdze S

- mitotické komplexy Cdk (MPF)

+ Specifita fazi cyklu je uréena typem cyklinu a
v nékterych bunkach také typem Cdk




Typy cyklinu a Cdk

Cdk1-cyclin B

Cdc28-Clb1
Cdc28-Clb2 . Cdk1-cyclin A
Kvasinky /
sl
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Cdc28-Cin3

Cde28-Clbs ==
Cde28-ClhG

Kvasinky: 9 cyklint a 1 Cdk
Savci: 4 rodiny cyklint a 4 Cdk

Cdk2-cyclin E




Komplexy Cdk rané faze 61:
Cdk4/Cdké a cyklin D

- aktivovany jako prvni po prijeti signdlu pro replikaci
* pripravuji bunku pro S-fazi

» fosforyluji (a tim aktivuji) transkripcni faktory, které
zaji$t'uji transkripci gent kédujicich enzymy nutné pro
replikaci DNA a genl kédujicich S-fdzové cykliny a Cdk

- dochdzi k defosforylaci proteint pre-replikaénich komplexu
fosfatdzou (fosforylaci zajistily S-fdzové komplexy cyklina
a Cdk v predchozi S-fazi). Dusledkem je sestaveni novych
pre-replikaénich komplexu v mistech ori.




APC-Cdh1/proteasome
degrades mitotic cyclins

APC-Cdc20/
proteasome

degrades
securin E

DNA pre-replication
complexes assemble
at origins

G, eyclin-CDK inactivates Cdh

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

/cl 5 G, cyclin-CDK phosphorylates
Metaphase Mitotic S-phase inhibitor
cyclin-CDK
activates
early mitotic

events S
Enraaih £ SCF/proteasome

S-phase cyclin-CDK E degrades phpsphuwlated
activates pre-replication S-phase cyclin-CDK
complexes inhibitor

DNA replication




Komplexy Cdk prechodu fazi 61/S:
Cdk2 a cyklin E

- ddle pripravuji bunku pro S-fazi

- v pozdni fazi 61 zpusobuji degradaci inhibitoru
komplexu Cdk fdze S (fosforylace a naslednd
ubikvitinace inhibitoru S-faze ubikvitin ligazou
SCF): rozloZeni inhibitoru S-fdze proteazomem -
vysledkem je aktivace S-fazového komplexu Cdk

» fosforyluji transkripéni faktory, které zajist'uji
transkripci genl kédujicich enzymy nutné pro
replikaci DNA




Kontrola prechodu 61/S u kvasinek

+ S- fcizové komplexy cyklin/CDK se hromadi ve fdzi G1, ale Jsou

IIIIII

na ni neni bunka zcela pmpr'avena)

* v pozdni fazi 61 fosforyluji G1-fdzové komplexy cyklin/CDK inhibitor
Sicl: tim je rozezndn ubikvitin ligdzou SCF a oznacen polyubikvitinaci
pro likvidaci v proteazomu

+ S-fdzové komplexy cyklin/CDK jsou odstranénim inhibitoru
aktivovany

G, cyclin

CDK

Polyubiquitination; YT YA
proteasomal S- phasa
® degradation cvcllﬂ DNA

Mid-late G, #

E = lrepllcatlon
NFN

S phase




Proc¢ cytoplazma bunky v S-fdzi indukuje
replikaci DNA jddra ve fazi 6,?

Replicating

S phase cell

G, phase cell @
Nonreplicating

Bunka v aktivni S-fdzi obsahuje komplexy Cdk2/cyklin E a
Cdk2/cyklin A:

» fosforylace a ndslednd degradace inhibitoru S fdze v hybridech

- fosforylace/aktivace transkripénich faktord zajist'ujicich expresi
gend, kédujicich enzymy nutné pro replikaci DNA

* jiz pre-formované transkripcni faktory vytvorené bunkou v S-fdazi
napomdhaji replikaci DNA jddra ve fdzi 61

Both nuclei
replicate DNA




Béhem fdze G1 zacind stoupat hladina mitotického
cyklinu B

+ jednim ze substradtu G1-fdzovych komplext cyklin/CDK je protein
Cdh1 (,APC-specificity factor")

» Cdhl zprostredkovdva interakci cyklinu B s APC (..anaphase-
promoting complex™) a napomdhd jeho degradaci proteazomem

* Cdhl je aktivni pouze v pozdni anafdzi, kdy je zajisténo, ze
segregujici chromozomy se dostatecné rozestoupily do délicich se
bunek

- fosforylace Cdhl behem G1 faze inhibuje spojeni s APC a
znemozhnuje tak likvidaci mitotického cyklinu B: hladina cyklinu béhem
interfdze B prubézné stoupd




APC-Cdh1/proteasome
degrades mitotic cyclins

APC-Cdc20/
proteasome
degrades

Securin E

Telophase and cytokinesis

Anaphase DNA pre-replication

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

ﬂ G, cyclin-CDK phosphorylates

Metaphase Mitotic S-phase inhibitor

cyclin-CDK
activates
early mitotic
events

SCF/proteasome
degrades phosphorylated
S-phase cyclin-CDK

N hibitor

S-phase cyclin-CDK E
activates pre-replication
complexes

DNA replication




Komplexy Cdk faze S:
Cdk2 a cyklin A

zajist'uji iniciaci replikace DNA a zabrafiuji nezddouci
opakované replikaci v rdmci jednoho cyklu

fosforyluji regulani mista proteint, tvoricich pre-
replikacni komplex s DNA: (1) aktivace replikace, (2)
inhibice tvorby novych pre-replika¢nich komplexd
vysledkem je vznik dvou sesterskych chromatid
kazdého chromozomu spojenych molekulami kohezinu
replikace musi byt maximadlné presna:

- riziko prenosu mutaci do dalsi generace

- riziko amplifikaci




ZajiSténi iniciace a zabrdnéni opakovani
replikace v ramci jednoho cyklu

* na mista ori DNA se stabilné vdze komplex
proteintd ORC (.origin recognition complex") -
slouzi jako misto vazby regulaénich proteind,
napr. Cdcé i
. . ’ / o v

hladina Cdc6 je nizka v prubehu cyklu, E— coos DECHADATONOE
prechodné se zvysuje v rané fazi 61 S PHASE &) - PHOHYLngCd"
» vazba Cdcé na ORC v 61 umoziiuje vazbu i — By

v/ . O . . v s

dalsich proteinu za vzniku pre-replikacniho o
komplexu | EAEEC

origin recognition
complex (ORC)

1

pre-replicative
complex

Iniciace replikace: pritomnost pre-
replikaéniho komplexu a S-fdzovych komplext
cyklin-Cdk

Zabranéni opétné replikace: fosforylace Cdcé

= DNA replication

COMPLETION

pﬁsobenim S'féZOV)’/Ch kOl’l’\pl@Xﬁ CYklln/Cdk OF DNA

REPLICATION

vedouci k oddéleni z komplexu a ndslednému :
rozkladu Cdcé (znemoznéni tvorby novych
pre-replikaénich komplexi)




APC-Cdh1/proteasome
degrades mitotic cyclins

APC-Cdc20/
proteasome

degrades 8| Telophase and cytokinesis

securin

DNA pre-replication
complexes assemble

at origins
" E G, cyclin-CDK inactivates Cdh

G, cyclin-CDK activates
:| DI expression of S-phase cyclin

CDK components

Anaphase

n G, cyclin-CDK phosphorylates

Metaphase Mituti S-phase inhibitor

cyclin-CDK
activates
early mitotic
events

SCF/proteasome
degrades phosphorylated
S-phase cyclin-CDK
inhibitor

S-phase cyclin-CDK E
activates pre-replication
complexes




Pro¢ jddro ve fdzi G2 neni indukovdno
k dalsi replikaci cytoplazmou bunky ve fazi S?

Replicating

Only S phase nucleus

S phase cell - r, '. \ replicates DNA

G, phase cell e\
Nonreplicating

Opétnad replikace DNA v jadre G2 neni moznd v dusledki absence pre-
replikaénich komplexu (S-fdzové komplexy cyklin/Cdk okamzité fosforyluji
protein Cdcé, ktery je ndsledné je rychle rozlozen)

Burika ve fdzi 62 muze pokraéovat k mitéze za predpokladu, Ze je v ni
dostateénd hladina mitotickych komplext cyklin B/CDK

-to v3ak neni pripad S-fdzové burky, proto jddro burky z fdze 62 zlstdavd v
hybridnich bunkdch .pasivni®




Komplexy Cdk fazi G2/M:
Cdkl a cykliny A/B

- syntetizovdny prubézné béhem interfdze

- aktivita blokovana inhibi¢nimi fosforylacemi dokud neni
potvrzeno dokonceni replikace DNA

- po prijeti aktivacniho signdlu: defosforylace v inhibicnich
mistech umozni aktivaci kindzové aktivity: fosforylace rady
proteinu, které zodpovidaji za:

- kondenzaci chromozomu
- rozpad jaderné membradny
- tvorbu mitotického vreténka

- serazeni kondenzovanych chromozomu v roviné




Hladina cyklinu B uréuje aktivitu MPF

»vysoka hladina cyklinu B = vysoka aktivita MPF
» nizkd hladina cyklinu B= nizka aktivita MPF
- syntéza cyklinu B zaéind béhem interdze (fdze S a 6,)

Interphase. Interphase Interphase 0y S Gy M

Mm . E e
| - Low |

Cyclin concentration ——m




Pritomnost cyklinu B neni jedinou podminkou
aktivace MPF

Koncentrace cyklinu B se zvysuje rovnomérné béhem cyklu, ale k
aktivaci MPF dochdzi najednou. Proc?

Maximdlni aktivita MPF vyzaduje fosforylaci urcitych aminokyselin
specifickou kindzou a defosforylaci jinych aminokyselin specifickou
fosfatdzou.

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

Inuciwe inachive active
aciivalin
aciivating d HFF

hosphalase
s phosphates
‘ H - n éj

HPF Cak

inhikitos n in@s

1SS SRPILAMD PARBLI G




Pozitivni zpétna vazba:

aktivovany MPF aktivuje dalSi komplexy MPF

P . inactive
Substratem MPF je @mg @
- aktivaéni fosfatdza, kterd odstrariuje prosphatase

inhibi¢ni fosfatové skupiny a tak aktivuje | l' 3
da|§f mOIZkUIY MPF ac?tic'i;:?ng EEDESE!IELVEEK
- inhibiéni kindza, kterd se fosforylaci phosehatese. "3UR I
inaktivuje: posileni aktivace MPF it N .

B

activating
phosphate

Oba faktory prispivaji k dramatickému
zvyseni aktivity MPF v krdatkém okamziku:
iniciace M-fdze

inactive active
MPF MPE

©11995 GARLAHD PUELIZHING

Innch'.'e

activating
Linase

t HPF cyel ” p 1:'
kA 0y kKinase

HPF Cdk




Podminky aktivity MPF u kvasinek S. cerevisiae

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

Dephosphorylation

o

. &

) ::‘o
CyclinB  © s
degradation ?}q L

O o

&N o

Synthesis of
cyclin B

Dephosphorylation ) i




Regulace aktivity MPF u kvasinek S. pombe

* MPF je tvoren cyklinem Cdcl3 a kindzou Cdc?2

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

» kindza CAK fosforyluje treonin 161 Cdc2 (aktivacni efekt)

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

» odstranéni fosfdtu z tyrozinu 15 fosfatdzou Cdc25 se MPF aktivuje

Mitntm
c‘f""“ Inactive Inactive Inactive Active
Y15 T161 Y]E T161 Y15 TIFES'I Y15 T‘_I_l31
€ CDI() ® ® ® &)
Y15 T161 Substrate-

binding
surface




Kontrola velikosti bunék u kvasinek

'2) Deficit of Cae25 ( O > «———— opozdény zacdtek mitdozy
Excess of Wee1

Elongated cells
(increased G,)

Deficit of Wee1 ’ v s 4
or «—— urychleny zac¢dtek mitozy

Excess of Cdc25

Small cells
(decreased G,)




Zakonéeni mitozy je dusledkem ndhlého
poklesu hladiny cyklinu B

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

M-cyclin

mitotic
Cdk

/ destruction

_ / ubiquitination
of M-cyclin
—_—

of M-cyclin

»

inactivation

e i

active M-Cdk inactive
Cdk




Kontrola ubikvitinace cyklinu B:
APC (,anaphase-promoting complex™)

APC slouzi jako ubikvitin ligdza: pripojuje ubikvitin k cyklinu B a dal3im
proteindm Fidicich mitézu a tim je predurduje k degradaci proteazomem

aktivita APC kolisé v prabéhu cyklu: zapind se v pozdni mitéze mitotickym
komplexem Cdk (MPF)

substrdtem je napr.

Inhibitor anafaze (sekurin): protein, ktery inhibuje predéasnou degradaci
proteind, zajist'ujicich spojeni sesterskych chromatid (napf. kohezinu)

- ubikvitinace a rozklad sekurinu uvolfiuje chromatidy pro segregaci

- ubikvitinace sekurinu je inhibovdna az do okamziku pripojeni kinetochori
vdech chromozomd k mikrotubulim vireténka

Cyklin B: reguldtor mitotického komplexu Cdk (MPF)

- absence cyklinu B inaktivuje MPF a zakoncuje mitdzu

- absence kindzové aktivity MPF umoznuje konstitutivné aktivnim

fosfatdzdm odstranit fosfatové skupiny z proteind, které byly
fosforylovdny MPF: zakonceni mitdzy




Regulace aktivity MPF

- APC muze zajistit ubikvitinaci M-fdzovych cyklini pouze béhem
pozdni anafdze v dusledku vazby Cdh1 (,APC-specificity factor")

- Cdhl muze vdzat APC pouze v defosforylovaném stavu

» aktivaéni defosforylaci Cdhl katalyzuje fosfatdza Cdc14 v
pozdni anafazi

» inaktivacni fosforylaci katalyzuji G1-fdzové komplexy Cyklin/Cdk

* k defosforylaci Cdhl dochdzi az po prijeti signdlu, ze segregujici
chromatidy dosdhly v délicich se bunkdch spravné pozice




Regulace aktivity MPF

Metaphase

High mitotic cyclin
High MPF activity

' MI MPF

Late anaphase

Prophase .
D . Active Polyubiquitination
RPAre — \ oubid
Cde1a G, eyclin-
i CDK ™ Proteasome SJ}'
Synthesis of )

> 3N\
mitotic cyclin b & Inactive 1 ¢’
- APC

Interphase %

Low mitotic cyclin
Low MPF activity

Telophase




MPF+

Regulace APC

Anaphase | _
inhibitor




AHC-Cdc20/
pfoteasome
Jegrades

decurin E

Metyphase

APCSgh1/proteasome
degradewzmitotic cyclins

9

I|||

)¢

i
-
¥

Anaphase

Rs

Mitotic
cyclin-CDK
activates
early mitotic
events

S-phase cyclin-CDK E
activates pre-replication

complexes

Telophase and cytokinesis

DNA pre-replication
complexes assemble

at origins
G, ‘ B G, cyclin-CDK inactivates Cdh
Mid-late
G, & G, cyclin-CDK activates
Restriction jelin-CDIy ~ expression of S-phase cyclin
point P
S ﬂ G, cyclin-CDK phosphorylates

S-phase inhibitor

« SCF/proteasome

degrades phosphorylated
S-phase cyclin-CDK
inhibitor

DNA replication




Ctyri Grovné 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. Requlace Cdk interakci s Cykliny

‘ uréujici je mira syntézy a degradace cyklint ‘

2. Regulace Cdk fosforylaci

- k fosforylaci dochdzi 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 (zajisténd kindzami Weel a Myt1)
inaktivuje Cdk 2

defosforylaci zajist'uji fosfatdzy rodiny Cdc25

4. Regulace Cdk vazbou inhibitord

- inhibitory komplext Cdk/Cyc se oznaéuji CKI (.Cdk

inhibitors")
- nékteré CKI se vdzou na ruzné komplexy Cdk/Cyc (napr. p21)
- nekteré CKI se vdzou pouze na specifické komplexy Cdk/Cyc a tak
selektivné blokuji prubéh uréitou fdzi cyklu (hapr. pl6: vazba na
Cdk4/CycD a Cdk6/CycD)




Kontrolni body bunécného cyklu
(.cell-cycle checkpoints™)

proceed to S?
— pause? —
.\ withdrawto Gy? |

Podstata mechanismu zajist'ujici sprdavny chod bunécného cyklu

Po prekondni bodu restrikce bunka pokracuje v cyklu pokud
nezaznamend napr. poskozeni nebo nedplnou replikaci DNA,
nedostatecné sestaveni mitotického apardtu, apod.

Pozastaveni cyklu mize nastat v jednom ze tri kontrolnich bodu




G, checkpoint

G, checkpoint

£1008 Add=on Wesley Longman, .




Kontrolni body - molekularni brzdy cyklu

Kontrolni bod 61

Prichod zdvisi na vnéjSich i vnitfnich faktorec

»dostupnosti zZivin

- pFitomnosti specifickych rastovych faktord
(mitogenl)

+ celistvosti DNA

Kontrolni bod 62

Prichod zdvisi pouze na vnitfnich faktorech
- celistvosti DNA

» dokonceni replikace DNA




Existuji dalSi kontrolni body bunécného

cyklu

~_ DNA replication machinary
“environment . {5 all DNA replicated? ——
Lo v sallD ﬁf&p cated? s mashine
Is. anvironment favorabla? Ty
i T Araall chromosomes
; Is call big anoughi aligned on spindle?
colt growth Gz CHECKPOINT METAPHASE CHECKPOINT

Gy CHECKPOINT p cell growth
Iz cell bigenough?: :
Is mrivironment favarable? 2

From The At of MEoCF £ 1995 Garland Publishing, Inc.

unfavorable damaged incompletely .damageladt o|r c_hromoso:ne
extracellular DNA replicated '"°°T-‘" ? zy 'mprﬁpzr :
environment (p53) DNA "“DNA m?tttt):i(c:: sepirzgle

T T

T
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Mechanismus ridici bunéény cyklus vnima
vnitrni i vnéjsi bunééné podnéty

VnitFni podnéty: monitorovdni stavu DNA a stav pripojeni chromozomu

k délicimu vreténku v M-fdzi

Kinetochory poskytuji kontrolnimu bodu ve fézi M informaci o stavu
interakci mezi chromozomy a vrreténkem. Tento kontrolni bod musi ziskat
.potvrzeni* o pripojeni vdech chromozomu k mikrotubulim vifeténka, aby

umoznil pokracovani cyklu do anafdze.

Kinetochory, které nejsou e @
pripq]iqny k vireténkim aktivuji e - 5,
signhdlni drdhu, kterd udrzuje Cdc2 lL
APC ﬁ,,anaphase promoting |

complex") v inaktivnim stavu - APC a
inhibice anafdze: cyklus se
zastavuje.

Anaphase
Po gﬁipo\jeni vech kinetochoru it
- ﬁ bC se akTiv]thJ'e, r'oztllad
inhibitoru anafaze: cyklus
pokraduje. @-

Cyclin B \‘[ &
o
%Qé} Cd2) —> oL

G; aphase  Anaphase Telophase G,

JL{{=

=




Nedostateéna funkce kontrolntho bodu v M fazi vede k

nerovhomérné distribuci chromozéomu v dcerinnych
bunkach

L\ Abnormal
spindle

Cytokinesis

nondisjunkce

Missing Extra
chromosome chromosome




Mechanismus ridici bunéény cyklus vnima

VvV ooV

vhitrni i vnéjsi bunécné podnéty

Vnéjsi podnéty jsou chemické a fyzikdlni povahy:

1. Chemické faktory:

absence esencidlnich Zivin zastavuje cyklus

absence rustovych faktord, pro které maji buriky povrchové
receptory, zastavuje 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 fyzikdlni mutageny poskozujici DNA
zastavuji cyklus ve fdzi 61 a 62

cyklus nemuze pokraéovat do S nebo M fdze dokud neni
poskozeni opraveno

pozastaveni bunécného cyklu (opravitelné poskozeni
DNA) nebo programovand bunéc¢nd smrt (rozsdhlé
poskozeni DNA) je vysledkem aktivace nddorového
supresoru p53, ktery zvysi hladinu inhibitoru Cdk




X-rays

Mechanismus:
- poskozeni DNA
- aktivace kindz fosforylujicich p53

ACTIVATION OF - stabilizace p53
T THAT . .
PROSPHORYLATE ps3 _ - transaktivace p21 proteinem p53
e @ - inhibice Cdk S-fdze proteinem p21
1 ACTIVE p53 BINDS TO
REGULATORY REGION
OF p21 GENE

p21gene
[ T ainaser LT R}
i S 0 TR

TRANSCRIPTION l

S P21 MRNA
TRANSLATION §

p21 (Cdk
inhibitor protein)

G4/S-Cdk G,/S-Cdk and S-Cdk
and S-Cdk complexed with p21




p53 je vyznamny reguldator bunécéného cyklu

» poskozeni DNA (nebo jiny stresovy faktor) stabilizuje p53

- p53 indukuje expresi gend, které bud’ zastavi bunéény cyklus (p21/CIP)
nebo indukuji apoptdzu (bax)

Inhibits
\\ activation

Inhibits
activation




Absence funkcniho p53

* nemoznost pozastaveni bunééného cyklu
» replikace neopravené DNA

* hromadéni mutaci

* riziko vzniku rakoviny

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




Checkpoint kinase-1 (CHK1)

Systém je aktivovdn poskozenim DNA ve fazi G,

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

inactive
HFF activating
Linaze
MFF cyclin @
\__ -Fn‘:-'-
HPF Cdk &




Checkpoint kinase-1 (CHK1)

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

DNA damage

active ¥ (P)

CDC25C Bemmeemn gl CDC25C

} inactive inactive

- D - G2->M

inactive active




Zivocisné bunky vyzaduji mimobunécné
signdly pro déleni, rust a preziti

Signdlni molekuly jsou produkovdny jinymi bunkami téhoz
organismu.

Klasifikace do tri hlavnich skupin:

1. Mitogeny - stimuluji bunécné déleni tim, ze prekondvaji
prirozené brzdici mechanismy bunééného cyklu

2. Rustové faktory - stimuluji rust bunék vedouci k navyseni

bunecné hmoty tim, ze indukuji syntézu a inhibuji
degradaci pr'oTelnu a JIhYCh makromolekul

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




Mitogeny stimuluji bunécné déleni

vdzou se na povrchové receptory a aktivuji je

aktivované receptory stimuluji rizné bunécné
signdlni drdhy, které zajisti zvySenou proliferaci
tim, Ze uvolni nitrobunécné molekularni ,,brzdy",
které blokuji prechod z faze G1 do faze S

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




Protein Rb

puvodné nalezen pri studiu détského oéniho nddoru
- retinoblastomu: u postizenych déti protein Rb
chybi nebo je defektni

objevuje se ve vysoké mire v jadrech zdravych
bunék viech obratlovct

vdze se na urcité requlacni proteiny, které za jeho
pFitomnosti nemohou aktivovat transkripci gend
nutnych pro proliferaci bunék




Mitogeny uvoliuji brzdici uc¢inek Rb

Aktivuji signdlni drdhy, které vedou k tvorbé aktivnich
komplext cyklint a Cdk pro fdze 61 a 61/5S.
Tyto kindzy fosforyluji protein Rb

Fosforylovany Rb méni konformaci a uvolfiuje regulacni
proteiny, které pak mohou aktivovat expresi gent nutnych pro
bunécnou proliferaci




Prichod bodem restrikce (6,/S):
klicova dloha proteinu Rb

rand az stredni fdze G,:
Rb tvori komplex s
transkripénim faktorem E2F

a histonovou deacetyldzou
(HDAC)

aktivni represe transkripce
cilovych gent E2F

Ras/Raf P

stredni az pozdni faze G,:

» cyklin D/CDK4/6 a cyklin E/CDK2
fosforyluji komplex E2F-Rb-HDAC

* rozpad komplexu E2F-Rb-HDAC

- volny" faktor E2F aktivuje expresi
svych cilovych gen

$ ™ G, Cyclins/Cdks

Myc

repression

| phosphorylation HDAC

| pRB

— Ea "free E2F"

/  activation

G,/ early G, phase

E2F target genes

late G,/ S-phase




Regulace aktivity E2F: pozitivni zpétnd vazba

Bunky ve fdzi GO: Stimulace bunék mitogeny:
Rb blokuje aktivitu E2F - indukce exprese CDK4,CDK6, cyklini D a E2F
- fosforylace Rb komplexy cyklini D a Cdk4/6
- uvolnény E2F indukuje transkripci gend
kédujicich cyklin E, CDK2 a E2F
* komplexy cyklin E-CDK2 ddle fosforyluji Rb




Bunécény cyklus je podminén souhrou
rady molekul




Stimulace bunécného cyklu
mitogennimi signaly

+ jako senzory ristovych faktort se uplatiuji cykliny D
3 formy cyklinu D: D1, D2, D3 (tkdnove specificka
exprese)

- cykliny D reaguji na pfitomnost transkripénich faktort
(NFxB, c-Myc, AP-1) i mitogennich signdlu (kaskdda MAP)

»cykliny D tvori komplexy s Cdk4 nebo Cdké - translokace

do jddra - fosforylace kindzou CAK

komplex Cdk4/cycD fosforyluje pRb - eliminace jeho
protirtstové funkce: uvolnéni E2F z Rb/HDAC - vazba
E2F na transkripcni faktory - vstup do fdze S




Stimulace bunécného cyklu
mitogennimi signaly

E2F indukuje také expresi genu kédujicich cyklin E a
cyklin A

+ cyklin E tvori komplex s CDK2 a spolupracuje s

komplexy CDK4/6-cyklin D na dokonceni fosforylace
Rb

zmeéna v za JISTenI fosfor'ylace Rb z puvodné mitogen-
dependentnich komplexi CDK4/6-cyklin D na mitogen-
independentni komplexy CDK2-cyklin E castecne
vysvétluje, proc je po prekondni bodu restrikce dalsi
pr'ubeh cyklu nezdvisly na pritomnosti rastovych
faktord

po zahdjeni fdze S Je cyklin E degradovdn a CDK2 tvori
komplexy s cykliny A




Inhibitory CDK: rodina INK4
("inhibitor of CDK4")

° pléINK4A "‘-».‘

. INK4B INK4 Proteins
P15 e \ il
° plSINK4C A-CDK2 ) g COES

T EIE
* p19INK4D n21 Cip1 /K,g”
p27 Kip1

pST Kipz — E-CDk2  Restriction Point

Spolecné znaky:
- inhibice fosforylace Rb kindzami CDK4 nebo CDKé6
* negativni regulace bunééného cyklu (..brzda")




p16INK4A (=p16)

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

inhibice fosforylace CDK4
kindzou CAK

inhibice sestavovdni komplexd
CDK4-cyklin D

inhibitory rustu (napr. TGFp)
stimuluji transkripci p16

Negativni zpétnd vazba:

uvolnéni E2F zpusobuje aktivaci
exprese pl6

Cell cycle blocked

Cell eycle proceeds




U&inky proteinu p16

P16

growth factors '
/ I \ D Cﬁn—n Ir cyclin D
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cyclinD | A xf”s,

. |
-, @
CDK4 CDK4

S phase gene
expression




Protein ARF (,alternative reading
frame product™)

zapojen do stimulace apoptdzy napr. v bunkdch infikovanych

viry

» soucast signdlni drdhy rizené p53

p53 aktivuje expresi mam?2

* MDM2 zjist'uje export p53 z jadra k cytoplazmatickému

proteazomu (rozklad p53)

ARF se vdze k MDM2 a imobilizuje tak komplex MDM2/p53
v jadre (zablokovani prirozené degradace p53)




DNA damage

'

kinases

oncogenic stimuli
(e.g. E2F)

.

up-regulation ARF

(ATM, DNAPK etc) transcription
MDM2 l ( \ l P
P MDM2 '“';-Hpsa_,--ﬁ_P'MAHF ) induction
E,,_L,P l [ ps3 ‘MDM2 ™ of apoptosis
“ p53 ARF sequesters MDM2
_— l in the nucleus preventing
l P p53 degradation
. p53
transcriptional o g
activatliaon of ub Ub Ub nucleotide DNA damage
target genes l depletion “ z
degradation
o
actvaton "D €  ilcwison
z “ absence of
hypoxia survival factors

A4

p53 (stable and active)

: cell growth :
DiNA vepair inhibition

v K

suppression of carcinogensis
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Inhibitory CDK: rodina Cip/Kip

o p21CIp1' p27Klp1' p57Klp2
» inhibice CDK2 v komplexech s cykliny Ea A

____'__‘L‘H‘
.\"l

"x\ INK4 Proteins

A-CDK2 , 4 —DEA
D27 ~nkg

T [
p2i Cip1
p27 Kip1 . |
pST Kipz '— E-CDK2  Restriction Point




Univerzadlni inhibitor CDK: p21

» cilovy gen proteinu p53 (prima aktivace
transkripce)

+ vdze a inhibuje komplexy:
cyklin E-CDK?2

cyklin D-CDK4/6

cyklin A-CDK?2

cyklin B-CDK1
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Prechod 61/S a p53
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G2/M: souhrn
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—
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2001 Nobel Prize in Medicine:

Paul Nurse Lee Hartwell

an
________
Ci

Identified genes that regulate the cell
cycle and showed that humans also have
them.

CELL CYCLE!

Tim Hunt
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Sea urchin:
Identified cyclin
proteins in sea
urchin eggs
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