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Delka bunecneho cyklu

Bakterie 30 min
Bunky casneho zabiho embrya 30 min
Kvasinky 90 — 180 min
Bunky strevniho epitelu 12 h
SavcCi bunky v kulture 12-15h
24 — 36 h
60—-72n

Lidske jaterni bunky 1 rok



Déelka fazi bunecného cyklu

Presynteticka faze G1

35 - 45% delky cyklu

Bunka zvetsuje svou velikost, dvoji se ji organely
Syntéza RNA a bilkovin.

Synteticka faze S

Trva 30 — 40 %

Nastava replikace DNA (zdvojeni).
Postsynteticka faze G2

10 -20 % délky cyklu

Bunka dale roste a tvori se struktury pro deleni bunky.
Mitéza M

NejkratSi — 5 -10%

KoncCi vznikem dvou dcerinych bunek.
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Interfaze

» pomeérné dlouhé obdobi mezi délenim bunék,
kdy se uvnitr bunky ,zdanlivé nic nedeje”

» morfologicky ,nezajimava”

» Vv téeto dobé je bunécné jadro ohraniCeno
jadernym obalem

» chromozomy uvnitr jadra nelze jednoduse
pozorovat

» Vv této dobe zde probihaji na sebe navazuijici
deje, nutne pro dalsi bunecne deleni

» deli se do trfi samostatnych fazi G1, S, G2






PCNA) a transkri

<
Z
O
g
o
TS
14

GFP-RPA43




N
>

-
Q
O
X
7p)
O
| -
=
S
=
‘O
>
0
-
O
+=
X
Q
@
E
-
1)
=
7))
(-
S
| -
-
>
>,
X
-
-
o
O
>
®
7))
o
| -
©
.S,
O

cn

Buné




G1 faze

» zacina po ukoncéeni jaderného déleni
» ,G" z angl. ,gap” neboli mezera
» vysoka metabolicka aktivita

» Vv teto fazi ma bunka moznost pomoci reparacnich
mechanismu opravit ty ¢asti molekul DNA, které byly
posSkozeny mutacemi (tj. zlomy, ztratami nekterych
useku, chybnymi zarazenimi urcCitych nukleotidu atd.)

» reparacni procesy jsou pro dalsi vyvoj bunky velmi
dulezité, protoze zajistuji, aby materska bunka
pokraCovala s neposSkozenou genetickou informaci

» rozhodnuti v G1 kontrolnim bodé




GO0 faze

» faze, kdy se bunka jiz dale nedeli, zastaveni
bunecneho cyklu.

» setkavame se u diferencovanych bunek. Jeji
nastup je ovlivnen kontrolnim uzlem, umistenym
na pocatku G1 faze.

» pokud se jiz bunka nema dale delit, vstoupi do
GO (nula) faze, misto do G1 faze.

» plne diferencované bunky (napf. neurony) se
dale jiz nedeli. Naopak nektere jiné bunky (napr.
jaterni bunky - hepatocyty) jsou schopny v
pripadé potreby prejit z GO faze do G1 faze a
zacit se opet delit.



S (synteticka) - faze

» probiha zde syntéza, neboli replikace DNA. Z
puvodni molekuly DNA se vytvareji dvé nova vlakna
se zcela identickou genetickou informaci

» dochazi ke zdvojeni chromatidy a vytvoreni
dvouchromatidového chromozomu

» kontrolni ¢teni a oprava chybnych nukleotidu (DNA
polymeraza, exonukleaza, DNA helikaza)

» dalSi opravne systemy: NMR (methyl-directed
mismatch repair) a NER (nucleotid excision repair).

» syntetizovane jsou proteinové komponenty
chromatinu

» pokracuje transkripce dalsich aktivnich genu



G2- faze
» zdvojeny jaderny genom
» pfiprava na jaderné deleni
» syntetizuji se zde proteiny dulezité pro prubéh mitdzy
» zdvojeni centrozomu
» fosforyluji se proteiny sdruzené s mikrotubuly



Strukturne-funkcni analyza
v interfaznim bunécnem jadre
Jak je usporadany chromatin

: .| Kde probiha replikace
¥\ Kde probiha transkripce

N

8= Kde jsou spici geny
Al Jak je to s reparacemi

e e #E = Role nuklearnich télisek

T BT o ? e R S Kde probihd RNA processing
S g i o Kudy vede transport mRNA

# Kudy vede transport rRNA

==~ Existence ,tovaren"
.. % Genovy ,positioning*
Genovy ,kissing"
Regulace genove exprese




Organizace genomu

Zpusob samotného uskladnéni nebo organizace genomu je
velkou neznamou, nebot lidska somaticka bunka ,musi umet”
racionalne uskladnit dva metry DNA.

A to je jen prvopocCatek problemu, nebot bunka ,musi®
V ramci genomu exprimovat ,spravné” geny, zatimco ,nespravne”
geny — ). geny, jejichz exprese je v dany okamzik nezadouci, spici
— musi byt spolehlivé schovany.

Taktéz je nezbytne, aby bunka byla schopna replikovat,
tedy zdvojit mnozstvi svoji DNA.

Kromeé toho pri kazdem mitotickem deéleni, kdy bunka
potfebuje rozdélit svuj genom presné stejnym pomérem mezi
vznikajici dceriné bunky, se musi cela organizace genomu
,yozmontovat® a nasledné po skonceni mitdozy znovu smontovat
v dcefinych bunkach.

A to vse pod dozorem regulacnich, kontrolnich a opravnych
mechanizmu!
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DNA double helix
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Core histone dimers:
2xH2A/H2B
. 2xH3/H4

‘Beads on a string’
form of chromatin

Chromatin fiber of
packed nucleosomes
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Condensed chromatin

Chromosome 1,400nm B nature
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¢ 700 nm

LE8-4 -
Sister chromatids 8
Sister

Centromere chromatids

Chromosome
duplication

/ CHROMOSOMY

distribution
to
daughter
cells

TEM 36,600
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Active (open) Inactive (condensed)

Basal
transcription :
complex /5

HDAC

Repressors

N-termini Transcription factors
(e.g., CREB, \FosB)

Nucleosome




Chromozomy v interfazi existuji jako chromozomalni
teritoria. DNA riznych teritorii je ,oddélena”

romosome territori

y
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Chromosom/chromosomalni

teritorium v interfazni bunce.

Byla pouzita in situ hybridizace.
Prislusna sonda byla
vizualizovana Casticemi
koloidniho zlata

prezentujicimi se na fotografii
cernymi 12 nm teCkami.



Chromatin a interchromatinovy
Orostor




Cremer et al.
FEBS Lett. (2015)
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Heterochromatin PcG body

Cleavage body
»
-
-
Nuclear pore
complex »
>
Cajal body (red) . s
& Gem (green) ) .
.
Al
OPT domain Chromosome
territory
RNA polymerase Il PML body
transcription
factor
Nucleoli (red) Nuclear speckles
Peripheral nuclear
lamina (green)
Immunofiuorescent images: Mark Frey and Greg Perinucleolar —
Matera (Cajal body and Gem); Paul Mintz (RNA companment SAME8 nuclear
polymerase |l transcription factor, nucleoli, peripheral body
nuclear lamina, perinucleotar compartment, PML body
and nuclear speckles); Ana Pombo (OPT domain)
Stéphane Richard (SAM68 nuclear body); Thomas
Ried and Evelin Schrock (chromosome territory)
Clournal of Cell Science 2001 (Volume 114)
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mitoza

VS. meioza

MITOSIS MEIOSIS

Chiasma (site of

Parent cell MEIOSIS |
(before chromosome replication) crossing over)
‘ ' Prophase |
Prophase % & % - 2 =
‘ /" Chromosome /f/’ Chromosome
replication \ replication
/§:§ / 5 N > : Tetrad formed by
Duplicated chromosome N n=6 synapsis of homologous
(two sister chromatids) l l chromosomes
Chromosomes Tetrads $
Metaphase positioned at the positioned at the Metaphase |
metaphase plate metaphase plate \m/
Anaphase Sister chromatids T / 7
Telophase separate during UmelloeiEs N Anaphase |
anaphase SEIEG Telophase |
during &
anaphase |; % = |
2 . , sister | ;
3 ’ \ 4 Haploid
N\ e chromatids v : % . : 3
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= = g g
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o= Z ] meiosis |
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Daughter cells MEIGSIS |l
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e [ —— _.
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Daughter cells of meiosis Il
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Pixt cells in various stages of mitosis: (a) prophase; (b) metaphase; (¢) anaphase; (d) telophase (all magnified about 2,700 times).
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Rez mitotickou burikou. Zvyraznéné jsou kinetochory a mikrotubuly.
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Regulace bunécneho cyklu



Regulace bunecneho cyklu

nékteré bunky, napf. bunky kuze se déli v
prubéhu celého Zivota

vetSina bunék naseho tela je ve fazi G,

jiné, jako napr. bunky jater, jsou pripraveny se
delit, ale deli se pouze v pripade zraneni
nekteré bunky dospeleho Cloveka zrejme ztratily
schopnost se délit (neurony, burnky svalu ...)

mechanismus regulace bunecneho cyklu je
klicovy pro pochopeni vzniku rakoviny



Karcinogeneze

= selhani regulace bunecneho cyklu

* nadorové bunky vicemene nepotrebuji
rustove faktory

* nebo si je mozna vytvari samy

 cely kontrolni system bunecného deleni
je abnormalni

» pokud se prestanou delit, Cini tak v
nahodnych mistech bunecneho cyklu, a
ne na ,checkpoints”



Karcinogeneze

HelLa bunky = dnes velmi znama bunecna linie,
izolovana v roce 1951 z nadoru pacientky Henrietta
Lacks

v kulture, maji-li dostatek zivin, jsou zrejme tyto
bunky ,,nesmrtelné”

nepodléhaji Hayflickovu limitu, ktery zpusobi po
nekolika desitkach deleni odumreni bunék z
duvodu zkracenych telomer.

tento limit HeLa bunky obchazi aktivaci telomeraz,
enzymu, které jsou schopné zpétné prodlouzit
telomery.

normalni savcCi bunky se v kulture rozdeli 20-50x,
pak zestarnou a zemrou



Komponenty systému kontroly bunécéného cyklu

% Cdk (Cyklin-dependentni kinazy ) - Kinaza je enzym,
ktery prenasi fosfatovou skupinu na urcitou cilovou
molekulu (substrat). Tento proces se nazyva fosforylace.

 cyklin - vdaZou se na requlaéni misto CDK a zpusobuji
konformacni zménu v molekule enzymu.

cyclin

ATP
—) produkt-@ + ADP
substrat

Cdk  activatar



cyclin-dependent
kinase (Cdk)




1. Kinazy jsou v rostouci bunce ve stale stejné
koncentraci, ale po vetsinu €asu jsou neaktivni.

2. Cykliny jsou béehem bunécného cyklu perlodlcky
syntetizovany a degradovany. T ——
3. Aktivita Cdk roste a klesa
s koncentraci cyklinu

v bunce.

S-Cdk

;

trigoer DNA rephication machinery



Ruzné komplexy cyklin-Cdk spoustéji ruzné kroky
bunécnéeho cyklu

(M'Cdk) Cdk1-cvclin B
promote events of mitosis

e

chromoseme comdensation
mitotic epindle formation
nuclear emvelope breakdown

Gy | Cdkd-cyclinD 4
' ‘ ~ Cdk6cyclin D (61 -Cdk)
\ premeote passage through
\ R“,::'cuo/ triction pobot In fate 61
(S-Cdk) Cax2-cyclin A / -

initiation of DNA replication

Cdkz-eyclinE  (61/5-Cdk)
Cdk-konstardni hiadina commit the cell #o DNA replication




Aby doslo k dokonalému vyladéni v§ech procesl,
bunka musi disponovat mnoha dalsimi proteiny.

cyclin Cdk-activating kinase (CAK)
cyclin

Cdk active site activating phosphate
(A) INACTIVE (8) PARTLY ACTIVE (C) FULLY ACTIVE
Figure 1207 Mubdniudar Shdugy of the Call Lin 1 Garand Souee 2008

Cdk2 is shown In three states: (A) In the inactive, without cyclin bound, the active site
is blocked by a region of the protein called the T-loop; (B) The binding of cyclin causes
the T-loop to move out of the active site, resulting in partial activition of Cdk2; (C)
Phosphorylation of Cdk2 by CAK at a threonine residue in the T-loop, fully active.
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active inactive
cyclin-Cdk p27-cyclin-Cdk
complex complex



entrance into M | | anaphase blocked if
blocked if DNA chromatids are not

replication is properly assembled ; o , )
not completed on mitotic spindle Kontrolni body poskozeni DNA:

.
AM)

G1 faze: vstup do S faze je
blokovan pri poskozeni DNA

S faze: replikace DNA je zastavena
pri poskozeni genomu

G2 faze: vstup do mitozy je
blokovan, jestlize neni dokoncena
replikace DNA

M faze: anafaze je blokovana
pokud nefunguje spravné tvorba

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

mitotického vreténka




G1 regulace

» prvni kontrolni bod se nachazi na konci G1 faze, tésné pred
vstupem do S faze. Je to hlavni kontrolni bod bunecneho cyklu.

» bunka je v téeto faze senzitivni na extracelularni signaly

» jedna se o klicove rozhodnuti, zda se bude bunka delit, deleni
bude oddaleno, nebo bunka vstoupi do klidove faze.

» umoznuje dostatek Casu pro reparacni mechanismy, pro
odstraneni poruch DNA vzniklych mutacemi a selhanim techto
mechanismu nékdy vznikaji bufiky nadorové.

» na kontrolnim bodu G1 se eukaryoticke bunky typicky zastavuiji,
je-li bunécné déleni znemoznéeno okolnimi podminkami, nebo
pokud ma burnika na delsi dobu vstoupit do GO faze. V
zivocisnych bunkach je tento kontrolni bod nazyvan restrikCnim
bodem, v kvasinkach bodem startovnim



Rozhodnuti v 61 kontrolnim bodé

Hestriction point



1. RestrikCni bod je rizen predevsim cCinnosti CKIl-p16

(CDK inhibitor p16). Tento protein inhibuje CDK4/6 a

zajistuje tak, ze nemuze interagovat s cyklinem D a
umoznit tak pokracovani bunecneho cyklu.

2. Je-li bunka rustovymi faktory nebo onkogeny
stimulovana ke zvyseni exprese cyklinu D, je tento
kontrolni bod prekonan, protoze zvysena koncentrace

cyk
CD

iInu D umoznuje kompetovat s CKI-pl16 o vazbu na
K4/6.

3.

akmile vzniknou aktivni komplexy CDK4/6-cyklin

D, fosforyluji tumor-supresorovy protein pRb
(retinoblastom), ktery nasledné aktivuje dosud

inhi

bovany transkripCni faktor E2F.

4. Ten vazbou na prislusny promotor umoznuje
expresi cyklinu E, ktery nasledne s CDK2, umoznuje
prechod G1/S



Retinoblastomovy protein

. Je DNA-vazebny protein pritomny v jadre savcCich bunék, ktery
hraje vyznamnou roli v regulaci TF. Diky této roli je schopen
tlumit bunécné déleni a tedy i rakovinné bujeni — patri mezi
nejznaméjsi TS geny.

. v G1 fazi se vaze na E2F transkripCni faktory a s pomoci
chromatin modelujicich proteinu zastavuji transkripci mnohych
cilovych genu. Tento ucinek zjednodusené brani bunkam, aby
se nekontrolovane mnozily.

. signal k bunecnému deleni davaji CDKs, ktere v pravou chvili
vyvazuji Rb a ten se diky mnohocetné fosforylaci stava
neaktivnim. Dochazi k transkripci napfr. cyklint typu E a A,
které smeruji bunku z G1 do S faze.

. mutantni gen RB je pricCinou tzv. retinoblastomu, zhoubného
nadoru oka. U jedincu s mutantnim RB byly zaznamenany
kostni nadory, nadory mocoveho mechyre, ale take prsu, plic
Ci prostaty, stejne jako akutni myeloidni leukemie. Zalezi
zejména na tom, v jake Casti téla k mutaci RB doslo.



Restrikéni bod je rizen predevsim Cinnosti CKI protein
pl6 (CDK inhibitor). Tumor-supresorovy protein
Retinoblastoma
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Protein p53

pS3 je protein kodovany genem TP33 a zaroven TF
zabranujici vzniku nadoru - je tumor supresorovy gen.

reguluje expresi mnohych genu, které mohou
kontrolovat rust bunék, apoptdézu, opravu DNA ...

v klidovem stavu je bunkami p53 rychle degradovan.
dulezZitou roli hraje protein Mdm2, ktery jej oznacCuje
Oro degradaci na proteazomul.

ori poskozeni DNA je p53 aktivovany kinazami. p53
nak vyhledava na DNA poskozena mista, spusti
transkripci genu p21, ktery zastavi deleni bunky,
dokud neni poskozené misto reparovano. Pokud to
nelze, bunka spusti programovanou buneécnou smrt.




/ Mechanizmus zodpovédny za
| zastaveni bunécného cyklu
ir_ﬁ regulacnim proteinem p53 v 61 fazi
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S faze

« Komplex E/CDKZ2 je potrebny pro prechod bunky z
Gldo S.

« Ovsem behem tohoto prechodu se take zvysuje
hladina cyklinu A a pretrvava behem cele S faze.

Cyklin A se pak vaze na CDK2. CDK2/cyklin A nyni
fosforyluje protein Cdc6, ktery spousti replikaci DNA.

 Poskozeni DNA v S fazi nevyvolava zastaveni
bunecneho cyklu, ale pouze jeho zpomaleni



Schéma spousteni replikace.

ORC — ,origin recognition complex®, MCM — ,minichromosome maintenance® protein, DNA helikdza
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G2- regulace

» objevuje se cyklin B. Ten vytvari komplex s Cdk-1
slouzici jako druhy kontrolni bod. Tento kontrolni bod
ma za ukol nevpustit bunku do M faze, pokud je
syntéza DNA jeste nedokonCena nebo poskozena.

» jakmile je kontrolni bod G2 prekonan, Cdk-1 jsou
aktivovany komplexem MPF (maturation promoting
factor nebo mitosis promoting factor).

» dulezitym molekularnim mechanismem tohoto
kontrolniho bodu je Cinnost aktivacni Cdc25 fosfatazy,
ktera z MPF odstranuje inhibicni fosfatovou skupinu.

» Vv pripade poskozeni DNA pred vstupem do mitozy je
inaktivaci Cdc25 fosfatazy (fosforylaci dalSimi protein
kinazami) bunecny cyklus zastaven, aby nedoslo k
prenosu chybne informace na potomstvo bunky.
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Metafazni kontrolni bod (spindle-attachement
checkpoint

* nezbytnd kontrola, jsou-li vSechny chromozomy
navdzdny na mikrotubuly déliciho vreténka

» dochdzi k degradaci cyklinu B, ktery dosud
inhiboval APC (anaphase promoting complex). APC
pak muzZe aktivovat komplex, ktery od sebe
oddéluje sesterské chromatidy.

+ jakmile jsou chromatidy oddéleny, dochdzi k
jejich oddalovani a ndsledné cytokinezi, po niz
dceriné bunky opét vstupuji do G1.



Bunécna smrt

» Jestlize dojde k poskozeni v premitotické
fazi nebo poskozeni je tak zavazne, ze
nelze opravit, p53 vede bunku k bunecné
smrti cestou apoptozy.

» Dalsi moznosti reakce na ireparabilni
poskozeni je mitoticka smrt. Bunky nejsou
schopny projit mitozou a hynou. Pripadne
projdou bunky nekolika mitdzami a pak
zanikaji.



Bunecnha smrt

* Nekroza
- ruptura bunecné membrany; uvolneni Ly
enzymu, zanet v okoli (+ leukocyty)

« Apoptdza — ,programovana smrt bunky”
- kondenzace chromatinu, fragmentace
cytoplazmy, apoptoticka teliska s membranou



» Zahrnuje sled biochemickych procesu
vedoucich k typickym zmenam vzhledu
bunky.

» Je realizovana proteolitickou kaskadou
kaspaz.

* Nasledne dochazi k setrnemu odstraneni
zbytku této buriky (a nikoliv k zanétu),
cimz se apoptoza v zakladech lisi
od nekrozy.
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pyknoza chromatinu
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Nekroza postihuje skupiny na sebe
navzajem naléhajicich bunek a vznika jako
nasledek nevratného poskozeni bunek.

Bunecny edem (bunka se nafoukne),
vakuolizace,

pokles bazofilie a vzestup acidofilie
plazmy,

karyolyza (rozpusteni bunecneho jadra),
v okoli reparativni zanet.



Nekroza x apoptoza

MITOCHOMNDRIE A APOPTOZA
lonizujici zafen > Volne radikahy
l Mitochondrie
DMA > islekimonowy trersportni fehéza:
permeabilin mitcchondralni mambrany)
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Bunécna signalizace
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Figure 15-1. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



_extracellular signal molecule
receptor protein

plasma membrane
’L’,f——/—'—f'

. %
— \CYTOSOL
relay proteins

adaptor protein

scaffold protein

bifurcation protein

- 2\\ / ,’=—>—>
) ~
amplifier and I
transducer protein  _§ sma
intracellular

JJJJIJ T 1 mediator
©0 000600

integrator protein | _

&
—_—— —
-

Wanchoring

7 .
| protemﬂ

modulator protein 1
messenger

nuclear envelope %Y Protein

target protein

activated gene
DNA =

signal response 1 GENE
element TRANSCRIPTION

Figure 16-16. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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