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REPLICATION
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SEGREGATION

Bunécny cyklus

sekvence udalosti, ve
kterych duplikuje svij obsah
a poté se rozdéli na dveé
casti. Tento cyklus duplikace
a deéleni, znamy jako
bunéény cyklus, je
zakladnim mechanismem,
kterym se vSechny zivé véci
rozmnozuji.
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Univerzalni vlastnost bunééného déleni: burika musi splnit svlj nejzakladnéjsi ukol —

predat svou genetickou informaci dalsi generaci bunék.
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— jaderné deéleni (mitéza) - distribuce
zkopirovanych chromozomi do paru dcefinych
bunék

— cytoplazmatické déleni (cytokineze) — rozdéleni
bunky na 2 ¢asti



okineze -rozstepeni bunky na dve casti => Kazda dcerina bunka zdedi jedno ze dvou jader

cytokinesis
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mitosis

metaphase-to-anaphase transition

prometaphase metaphau

DMA replication
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G,, S a G, = interfaze — ¢as pro rust bunék

Interfaze v lidské bunce v kultufe mutze
trvat 23 hodin, 1 hodinu trva M faze.

S PHASE
(DNA replication)

Délka G, se liSi v zavislosti na vnéjSich podminkach — nepfiznivé podminky => G, delSi => G, faze
= klidovy stav (dny, tydny, roky)

Start (restrikéni bod) = pFiznivé podminky; na konci G, faze. Po prekonani startu zaéne replikace
DNA a pokracuje i po prekonani extracelularnich signalt.



Pucici kvasinkové bunky pod

Populace savéich bunék mi!(rc_::skopefn = velikost pupenu
proliferujicich v kultuie - urcuje  stadium

¢ast bunék se zakulatila a je cyklu.

vV mitéze.

Fluorescenéni barviva vazajici se k DNA,
nebo protilatky, které rozpoznavaji specifické
bunééné slozky - mikrotubuly - odhaluji
mitoticka vieténka

Zobrazitelné molekuly zaé€lenény do noveé
syntetizované DNA - umély analog thymidinu
bromodeoxyuridin  (BrdU); inkorporovany
BrdU je odhalen barvenim anti-BrdU
protilatkami (zluta barva) — rozpoznani S-faze

bunééného

cells in G,
phase

—

cells in Gz and
M phases
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relative amount of DNA per cell

{arbitrary units)

Méreni obsahu DNA - béhem S
faze se zdvojnasobuje.
Fluorescenéni barviva vazajici
DNA - pratokovy cytometr —
umoznuje rychlou a
automatickou analyzu velkého
poctu bunék



Systém rizeni bunec¢néeho cyklu

Are all chromosomes

Is all DNA replicated? attached to the spindle?
T e T S S 0 METAPHASE-TO-ANAPHASE
' ' TRANSITION

Ga/M TRANSITION
TRIGGER ANAPHASE AND

PROCEED TO CYTOKINESIS

I ENTER CELL CYCLE AND PROCEED TO 5 PHASE

START TRANSITION

Is environment favorable?.

Systém Ffizeni bunééného cyklu funguje
podobné jako €asovaé, ktery spousti udalosti
bunééného cyklu v nastavené sekvenci.

Ve vétSiné bunék fidici systém reaguje na
informace prijaté zpét od procesu, které ridi.
Pokud porucha brani uspésnému dokonceni
syntézy DNA, jsou odeslany signaly do
ridiciho systému, aby se oddalila progrese do
M faze. Takova zpozdéni poskytuji ¢as na
opravu zarizeni a také zabranuji katastrofé,
ktera by mohla nastat, pokud by cyklus
predcéasné postoupil do dalSi faze — napriklad
segregace neuplné replikovanych
chromozom.



Are all chromosomes
Is all DMA replicated? attached to the spindle?

METAPHASE-TO-ANAPHASE

Is environment favorable?
TRANSITION

GafM TRANSITION

TRIGGER ANAPHASE AND
PROCEED TO CYTOKINESIS

umoznuji systému efektivné pracovat za riznyc
podminek, i v pripadé, ze nékteré komponenty
selzou

3. Kontrolni systém je vysoce adaptabilni — maze
byt modifikovan tak, aby vyhovoval specifickym
typim bunék nebo reagoval na specifické
intracelularni nebo extracelularni signaly.

Tri hlavni regulaéni prechody:

I ENTER CELL CYCLE AND PROCEED TO 5 PHASE

STARTTRANEHON 1) Start (restrikcni bod) — na konci G, faze — bunka
B-eRxiranment Immorsbie! chystd vstup do bunéfného cyklu a duplikaci
chromozomu.

2) Prechod G,/M — Fidici systém spousti rané mitotické udalosti — zarovnani chromozom( v mitotickém
vieténku

3) Prechod z metafaze do anafaze — stimulace separace sesterskych chromatid — dokonceni mitézy a
cytokineze



Pokud nejsou CDK pevné vazany na cyklin, nemaji zadnou
protein kinazovou aktivitu.

cyclin-dependent
kinase (Cdk)

Cykliny — prochazeji cyklem syntézy a degradace v kazdém bunééném cyklu. Hladiny Cdk
proteinti jsou naopak konstantni. Cyklické zmény hladin cyklinového proteinu vedou k
cyklickému sestaveni a aktivaci komplexu cyklin-Cdk ve specifickych fazich bunééného cyklu.
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i Vertebrates Budding yeast

Cyclin-Cdk ‘ Cyclin Cdk partner Cyclin Cdk partner
complex

G;-Cdk CyclinD* | Cdk4, Cdk6 CIn3 Cdk1**
Gi/S-Cdk | CyainE | Cdk2 cint, 2 ' Cdk
S-Cdk CycinA | Cdk2, Cdk1* | CIbs, 6 | Cak1
M-Cadk CycdinB | Cdki Cb1,2,3,4 | Cdki

* 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 CdcZ8 in
budding yeast.

Jak riazné komplexy cyklin-Cdk spoustéji rizné udalosti bunééného cyklu?

Odpoved: Cyklinovy protein nejen aktivuje svého Cdk partnera, ale také jej nasméruje na
specifické cilové proteiny => kazdy komplex cyklin-Cdk fosforyluje jinou sadu substratovych
proteinu. Stejny komplex cyklin-Cdk muize také vyvolat rizné ucinky v riznych ¢asech cyklu.




Cdk-activating kinase {(CAK)
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Cdk active site activating phosphate
(A)  INACTIVE (8) PARTLY ACTIVE

Vazba cyklinu — smy¢ka se vzdaluje od aktivhiho mista => ¢aste€na aktivace enzymu Cdk

Kinaza aktivujici Cdk (CAK) fosforyluje aminokyselinu pobliz vstupu do aktivnhiho mista Cdk
=> mala konformaéni zména => zvysSeni aktivity Cdk (= plna aktivace komplexu) => kinaza

v v 7

ucinné fosforyluje své cilové proteiny a indukuje specifické udalosti bunééného cyklu.



inhibitory phosphate

Weel
kinase . . .
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ridit aktivity G,/S- a S-Cdks na zacatku bunééného
cyklu.



(&) control of proteolyids by APCAC

activating
subunit (Cde2i0)

peolyubiguitin
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Aktivita APC/C se méni v prabéhu bunééného cyklu = asociace s
aktivacni podjednotkou Cdc20 ve stiedni mitéze, nebo Cdh1 z
pozdni mitézy pres ¢asnou G,. Tyto podjednotky pomahaji APC/C
rozpoznat jeho cilové proteiny.

]
které drzi pary sesterskych
chromatid pohromadé v ¢asné
mitéze. Zni€eni securinu v metafazi
=> aktivace proteazy => oddéleni
sesterskych chromatid => uvolnéni
anafaze

- S-cykliny a M-cykliny — zniéeni
téchto cyklini => inaktivace
vétSiny Cdk v bunce => mnoho
proteinti fosforylovanych Cdk od S
faze do casné mitézy je
defosforylovano riznymi
fosfatazami v anafazy = nutné pro
dokonéeni M-faze a cytokineze



(B) contral of proteahsis by SCF

polyubiguitin
hain
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ubiquitylation
BAZyMEs

Aktivita SCF zavisi na podjednotkach = proteiny F-box. Aktivita SCF je béhem bunééného cyklu
konstantni. VSudypfitomnost pomoci SCF je misto toho fizena zménami ve stavu fosforylace jeho

cilovych proteinti, protoze podjednotky F-boxu rozpoznavaji pouze specificky fosforylované
proteiny.



- Functions and comments
Protein kinases and protein phosphatases that modify Cdks

Cdk-activating kinase (CAK) | Phosphorylates an activating site in Cdks

Weel kinase Phosphorylates inhibitory sites in Cdks; primarnly involed in suppressing Cdk1 activity before
mitosis

Cde2s phosphatase Removes inhibitory phosphates from Cdks; three family members (Cdc254, B, C) in marmmals;
primarily imvolved in controlling Cdk1 activation at the onset of mitosis

Cdk inhibitor proteins (CKis)

Sic1 (budding yeast) Suppresses Cdk1 activity in Gy; phosphorylation by Cdk1 at the end of Gy triggers its destruction

p27 (mammals) Suppresses G1/5-Cdk and S-Cdk activities in Gi; helps cells withdraw from cell cycle when they
terminally differentiate; phasphorylation by Cdk2 triggers its ubiquitylation by SCF

p21 (mammalg) | Suppresses Gy/S-Cdk and S-Cak activities following DNA damage

p16 (mammals) . Suppreszes Gy-Cdk actiity in Gy; frequently inactivated in cancer

Ubiguitin ligases and their activators

APC/C Catalyzes ubiguitylation of regulatory proteins involved primarily in exit from mitosis, including
securin and 3- and M-cycling; regulated by association with activating subunits Cde20 or Cdhi

Cde20 APC/C-activating subunit in all cells; triggers initial activation of APC/C at metaphase-to-anaphase
transition; stimulated by M-Cdk activity

Cdh APC/C-activating subunit that maintains APC/C activity after anaphase and throughout G;

inhibited by Cdk activity

SCF | Catalyzes ubiquitylation of regulatory proteins involved in G; control, including same CKls (Sic1 in
budding yeast, p27 in mammals); phosphorylation of target protein usually required for this actity




favorable chromasome

extracellular DNA unreplicated DNA unattached to
environment damage DNA damage spindle
G;-Cdk  G,/5-Cdk — S-Cdk » M-Cdk —= APCIC
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prereplicative complexes at replication origins
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2) Kazdy nukleotid v genomu musi byt
— — zkopirovan jednou a pouze jednou, aby
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amplifikace genu.

APCIC activation ASSEMBLY OF NEW
PREREPLICATIVE COMPLEXES
Cdk inactivation AT ORIGINS



prereplicative complexes at replication origins
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Cdk inactivation AT ORIGINS

Iniciaéni faze replikace DNA — dva kroky:

1) Licencovani pocatku replikace - par
neaktivhich DNA helikaz je naéten na
pocatek replikace => vznik komplexu
prereplikativni komplex (preRC) (v
pozdni mitéze a ¢asné G,)

2) Aktivace DNA helikazy => odvijeni
DNA a zahajeni syntézy DNA

Dvé helikazy se presunou z pocatku s replikaénimi vidlickami a tento
pocatek nelze znovu pouzit, dokud tam neni na konci mitézy sestaven novy
preRC => pocatky replikace mohou byt aktivovany pouze jednou za bunéény

cyklus.



Cdoh ORC (origin recognition complex)
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omplex je pre
replikaci.

da puvoa je nynl licencovan pro

Pozdni mitéza a ¢asna G, — proteiny Cdc6 a Cdt1
spolupracuji s ORC - navazani neaktivhi DNA
helikazy na DNA vedle poéatku => vysledny velky
komplex preRC => licencovani pro replikaci.

Zacatek S faze — S-Cdk spousti aktivaci pocatku
aktivace DNA helikazy a rekrutuje mechanismus
syntézy DNA. Proteinkinaza DDK je aktivovana a
pomaha ridit aktivaci fosforylaci specifickych
podjednotek DNA helikazy.

Ve stejné dobé S-Cdk inhibuje proteiny ORC, Cdc6 a Cdt1,
aby nedochazelo k sestaveni novych preRC.



Produkce chromatinovych proteint se zvysSuje béhem S faze, , aby poskytly suroviny potrebné k
zabaleni nové syntetizované DNA.

Chromatinové baleni pomaha kontrolovat genovou expresi. V nékterych éastech chromozomu je
chromatin vysoce kondenzovany = heterochromatin. V jinych oblastech ma otevrenéjsi strukturu
a nazyva se euchromatin. Tyto rozdily ve strukture chromatinu zavisi na radé mechanism, vcéetné
modifikace histonovych konct a pritomnosti nehistonovych proteind.

Reprodukce chromatinové struktury neni zatim zcela objasnéna.
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Mitoza je tradi€né rozdélena do péti stadii — profaze, prometafaze, metafaze, anafaze a telofaze —
definovanych primarné na zakladé chovani chromozomu viditelného v mikroskopu.

Po dokonéeni mitézy, druha hlavni udalost M faze — cytokineze — rozdéli buriku na dvé poloviny
- kazda ma identické jadro.

Dvé hlavni faze mitézy z hlediska jeji regulace:

1) Nahlé zvysSeni aktivity M-Cdk na prechodu G,/M — spousti udalosti ¢asné mitézy: profaze,
prometafaze a metafaze. Béhem tohoto obdobi M-Cdk a nékolik dalSich mitotickych proteinkinaz
fosforyluje rizné proteiny => sestaveni mitotického vieténka a jeho pripojeni k parim
sesterskych chromatid.

2) Druha hlavni éast mitézy — zac¢ina na prechodu z metafaze do anafaze: APC/C spousti destrukci
sekurinu, uvolnuje proteazu, ktera stépi kohezin a tim iniciuje separaci sesterskych chromatid.
APC/C také podporuje destrukci cyklini => inaktivace Cdk a defosforylace Cdk cilti — vyzadovano
pro vSechny udalosti pozdni M faze, v€etné dokon€eni anafaze, demontaze mitotického vieténka
a déleni bunky cytokinezi.



inactive
phosphatase

inhibitory
phosphate

Na konci G, obsahuje bunka dem
zasobu M-Cdk, ktera je

aktivovana a  pripravena L ‘
pusobit, ale je potlacena
fosfaty, které blokuji aktivni

Cdk-activating
kinase

at‘twatmg

- oz b
misto kinazy. e
Cdk1 inactive Cdk inhibitory inactive active M-Cdk
M-Cdk kinase M-Cdk
Co tedy spousti aktivaci L  POSITIVE FEEDBACK

zasob M-Cdk?

1) Aktivace proteinové fosfatazy Cdc25, ktera odstranuje inhibi€ni fosfaty, které omezuji M-Cdk.
Mechanismy, které uvolnuji aktivitu Cdc25, nejsou dobre znamy.

2) Potlaéeni inhibi€ni aktivity kinazy Wee1 pozitivni zpétnou vazbou.



v anafazi snadnéji oddélit. Tyto chromozomalni zmény
zahrnuji dva procesy:

1) Kondenzaci chromozomu, pri které jsou chromatidy
dramaticky zhutnény.

2) RozliSeni sesterskych chromatid, kdy jsou dvé
chromatidy rozdéleny na odliSné a oddélitelné
jednotky.



ATPase domain
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Kondensin tvofi prstencovou strukturu - vyuziva energii

(B)

poskytovanou hydrolyzou ATP k podpore zhutnéni a rozliSeni
sesterskych chromatid.

Kondensin je schopen zménit svinuti molekul DNA - aktivita svinuti je povazovana za dulezitou
pro kondenzaci chromozomi béhem mitoézy.

Fosforylace podjednotek kondenzinu pomoci M-Cdk stimuluje tuto aktivitu vinuti => jeden z
malo znamych mechanismu, kterym M-Cdk muize podporovat restrukturalizaci chromozomu v
¢asné mitodze.



1 PROPHASE centrosome At prophase, the replicated

chromosomes, each
foerning consisting of two closely
mitatic  associated sister chromatids,
spindle  condense. Qutside the
nucleus, the mitotic spindle
assembles between the two
centrosomes, which hawve
replicated and moved apart.
For simplicity, only three
chromosomes are shown. In
diploid cells, there would be
two copies of each chromo-
some present. In the
cnnd-gnsing rEpFi}t:‘l.tEd chromosame, cunsist'rngl of fluorescence micrograph,
two sister chromatids held together along their length Shrarmosomes Braksined
orange and microtubules are
green.

intact
nuclear
envelope

kinetochore

Mitotické vieténko je bipolarni sporadani mikrotubuli - oddéluje sesterské chromatidy v
anafazi => segreguji dvé sady chromozomii na opacné konce bunky => zabaleni
chromozomui do dcefinych jader. M-Cdk spousti sestaveni vieténka casné v mitéze paralelné
s restrukturalizaci chromozom.




spindle pole replicated kinetochore maotor
chromosome protein

{sister chromatids)

stredni zoné vreténka.

2) Kinetochorové mikrotubuly - + /

plusové konce jsou pripojeny k
sestersko-chromatidovym parim ve
velkych proteinovych strukturach
nazyvanych kinetochory, které jsou
umistény v centromefe kazdé
sesterské chromatidy.

3) Astralni mikrotubuly — vyzaruji ven z poli a dotykaji se povrchu buriky — pomaha umistit
vieténka v bunce.



microtubube pericentriclar matrix  pair of centrioles

Pericentriolarni matrice vytvari radialni fadu mikrotubull - rychle rostouci plusové konce
vy€nivaji ven a jejich minusové konce jsou spojené s centrozomem.

Bunky vyssich rostlin a oocyty mnoha obratlovcli centrozomy nemaji.



kinesin-4, 10

spindle microtubule

sister chromatids

Kinesin-5 - posouva dva
antiparalelni mikrotubuly kolem
sebe smérem k vietenovym
polim => tlaci poly od sebe

Kinesin-14 - zesit'uje
antiparalelni interpolarni
mikrotubuly ve strfedni zéné
vietena a ma tendenci
pritahovat poly k sobé

Kinesin-4 a kinesin 10 — chromokineziny — motory orientované na kladny konec - spojuji se s rameny

chromozomu a odtlacuji pfipojeny chromozom pry¢ od pélu

Dynein — chromokineziny — organizuje mikrotubuly na rdznych mistech v buice; spojuje kladné konce
astralnich mikrotubuld napriklad se slozkami aktinového cytoskeletu v bunééné kure; pohybem smérem k minus

konci mikrotubulti, dynein tahne poly vieténka smérem k bunécné kiire a od sebe.
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Cdk spousti vstup do bunééného cyklu a
pomaha zahaijit duplikaci centrozomu. Dvé
centrioly v centrozomu se oddéli a kazda
nukleuje tvorbu jedné nové centrioly =>
vznik 2 pard centriol v ramci zvétSené
pericentriolarni matrice. Par centrozomui
zGstava pohromadé na jedné strané jadra,
dokud burika nevstoupi do mitozy.

Centrozomy se musi replikovat pouze jednou za bunéény cyklus => zajisténi, ze burika vstoupi do
mitézy pouze se dvéma kopiemi: nespravny pocet centrozomi => defekty v sestaveni vieténka a

chyby v segregaci chromozom.



spindle microtubule

kimesin-5

Dokonc¢eni montaze vreténka

' zivocisnych bunkach dynein
vyzaduje rozpad jaderné R B P

- L
Obalky Centrosome +

plasma
membrane

sister chromatids

kinesn-4,10

Rozpad jaderné obalky je slozity, vicestupnovy proces — zacina fosforylaci podjednotek komplexu
jadernych péra vlivem M-Cdk => iniciace rozkladu komplext jadernych pért a jejich oddéleni od
obalu. M-Cdk také fosforyluje slozky jaderné laminy, strukturniho ramce pod obalem => rozpad
jaderné laminy a obalovych membran na malé vezikuly.



nucleation antiparalle! cross-linking cutward push focusing of poles by
by kinesin-5 by kinesin-4,10 dyniein and kinesin-14

Aktivita chromozom zavisi na guaninovém nukleotidovém vyménném faktoru (GEF), ktery je
vazan na chromatin — GEF stimuluje malou GTPazu v cytosolu nazyvanou Ran => aktivovana
Ran-GTP uvoliiuje proteiny stabilizujici mikrotubuly z proteinovych komplexd v cytosolu =>
stimulace lokalni nukleace a stabilizace mikrotubuli kolem chromozomu.



Kinetochor

mikrotubuldl.
mikrotubulu 2zavisi na vice kopiich

replicated
chromasome
I kinetochore

anaphase chromatid direction of
I 1 — chromatid
= . - con movement

centromere region
of chromosome

kinetochore

microtubules
embedded in
kinetochore

kinetochore
micretubules

| B
(8) chromatid

muze vazat 10-40
Prichyceni kazdého

plus end of microtubule

proteinového komplexu ve tvaru ty¢inky
zvaného komplex Ndc80 — na jednom
konci je ukotven v kinetochoru a na
druhém konci interaguje se stranami
mikrotubulu.

kinetochaore




nuclear
envelope

spindle

parly prometaphase: lateral kinetochore mid prometaphase: mataphase:

saLe prophase attachments, chromasome arms pushed outwards  end-on attachment bi-arientation

Po pripojeni sesterskych chromatid ke dvéma vietenovym polim chromozomy zaujmou polohu
stejné vzdalenou mezi dvéma pély - poloha zvana metafazova desticka. Chromozomy pak
jemné osciluji na metafazové desti€ce a €ekaji na signal, aby se sesterské chromatidy oddélily.

Na chromozomy ve vieténku pusobi vicenasobné sily:

1) Sila tdhnouci kinetochor a jeho pfidruzenou chromatidu podél kinetochorového mikrotubulu smérem k pélu
vieténka. Je produkovan proteiny na samotném kinetochoru.

2) Sila toku mikrotubulil — samotné mikrotubuly jsou tazeny smérem k poliim vieténka a demontovany na jejich
minusovych koncich — mechanizmus neni jasny.

3) Polarni ejekéni sila (polarni vitr) — motory kinesinu-4 a 10 na ramenech chromozomti fizené plusovymi konci
interaguji s interpolarnimi mikrotubuly a transportuji chromozomy pry¢ od poélu vieténka.



(A) L | (8
20 pm

Oddéleni chromatid pripravuje svou aktivitou M-Cdk. Komplex cyklozom APC/C (ubiquitin
ligaza) funguje jako spina€, ktery separaci sesterskych chromatid iniciuje — ubiquitinuje
nékolik mitotickych regula¢nich proteini => spousti jejich destrukci.
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APC/C ni€i rovnéz S- a M-cykliny => ztrata aktivity vétSiny Cdk v anafazi => fosfatazy
defosforyluji cilové subtraty Cdk => dokonéeni mitézy a cytokineze.



ANAPHASE B

Chromozomy se pohybuji dvéma nezavislymi a prekryvajicimi se procesy:

1) Anafaze A — pocatecni polovy pohyb chromozomii, doprovazen zkracenim kinetochorovych
mikrotubuld.

2) Anafaze B — oddéleni samotnych poll vieténka - zaCina poté, co se sesterské chromatidy
oddéli a dcefiné chromozomy se od sebe vzdali o uréitou vzdalenost.



1) Rozpad mitotického vieténka

2) Znovuvytvoreni jaderného obalu - fragmenty jaderné membrany se spojuji s povrchem
jednotlivych chromozomu. Membranové fragmenty se pak spoji => caste¢né uzaviou
shluky chromozomu => vytvoreni kompletniho jaderného obalu.

3) Komplexy jadernych pori napumpuji jaderné proteiny => jadro se rozsSirfi a mitotické
chromozomy se reorganizuji do svého mezifazového stavu => coz umozni obnoveni genové
transkripce => vytvoreno nové jadro a mitéza je dokoncena.

!

Cytokineze = rozdéleni bunky na dvé



actin and myaosin filaments of the
contractile ring

Prstenec se postupné smrstuje a soucasné fuzi intracelularnich vacki s plazmatickou
membranou vznikd nova membrana sousedici s prstencem. Kdyz je kontrakce prstence
dokonéena, vlozeni membrany a fuze utésni mezeru mezi dcefinymi burikami.



remaining interpolar microtubules
from central spindle

contractile ning of actin and
myosin filaments in deavage furrow

(A)




Po uplném oddéleni dcefinych bunék zustavaji nékteré slozky zbytkového stiredniho téla na
vnitfni strané plazmatické membrany kazdé bunky => slouzi jako znaka — pomaha
orientovat vieténka pri nasledném bunééném déleni.
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asembly and contraction of actin-myosin ring

budouciho déleni burnky, a stimuluje uvolhovani GDP a
vazbu GTP na RhoA => podporuje tvorbu aktinového
vlakna, sestaveni myosinu Il a kontrakci prstence.

1) Stimuluje tvorbu aktinového vlakna aktivaci forminu.

2) Aktivuje proteinkinazy, véetné Rho-aktivované kinazy.
Kinadzy fosforyluji regulaéni lehky fretézec myosinu,
podjednotku myosinu Il => sestaveni, motoricka aktivita a
kontrakce myosinu II.



jsou néjakym zplsobem soustiedény v prstenci uprostired mezi poly vieténka

2) Model stimulace centralniho vieténka — stredni zéna vieténka generuje signal vyvolavajici
brazdu, ktery specifikuje misto tvorby brazdy v bunécné kiire

astral stirmulation model central spindle stimulation model astral relaxation model

3) Model astralni relaxace — astralni mikrotubuly podporuji lokalni relaxaci aktin-myosinovych
svazkl pri povrchu bunky => minimalni kortikalni relaxace na rovniku vietena minimalni =>
podporuje kortikalni kontrakci v tomto misté.



50 pm

v v s

Membranova depozice je zvlasté dilezita pro cytokinezi v bunikach vyssich rostlin. Rostlinné
buinky jsou uzavieny polotuhou bunéénou sténou => cytoplazma je rozdélena zevnitf ven
(spiSe nez zvenci dovnitf kontraktilnim prstencem) konstrukci nové bunééné stény mezi dvéma
dcefinymi jadry — vznika bunécna desticka
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Sestaveni bunééné desti¢ky za€ina v pozdni anafazi a je fizeno strukturou zvanou fragmoplast.
Fragmoplast obsahuje mikrotubuly odvozené z mitotického vieténka. Motorické proteiny
transportuji malé vacky podél téchto mikrotubulli z Golgiho aparatu do bunééného centra.

Vezikuly — obsahuji polysacharidy a glykoproteiny potfebné pro syntézu nové bunééné stény —
spojuji se => bunééna desticka. Desticka se rozSifuje smérem ven dalSim splynutim vezikul =>
dosahne plazmatické membrany a plvodni bunécéné stény => rozdéleni bunky na dvé ¢asti.

Pozdéji jsou celulézové mikrofibrily ulozeny do matrice bunééné desky, aby se dokon¢ila stavba
nové bunécéné stény.



déleni.

Po téchto rychlych jadernych délenich se kolem kazdého jadra
vytvofi membrany v jednom kole koordinované cytokineze =
celularni cytokineze. Plazmaticka membrana se rozSifuje dovniti a

pomoci

kazdého jadra.
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chromozomu, jedu od kazdého
rodice.

Sexualni reprodukce zavisi na
specializovaném procesu
jaderného déleni zvaného meiéza =
vznik haploidnich bunék nesoucich
pouze jednu kopii kazdého
chromozomu.
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probihaji dvé po sobé jdouci kola
segregace chromozoma.

Meioza | - feSi problém, jedineény pro
meiézu = segregace homologt

Pary homologu, z nichz kazdy obsahuje
par sesterskych chromatid, se seradi na
prvnim meiotickém vieténku.
Duplikované homology jsou odtrzeny a
segregovany do dvou dcerinych jader.

Meioza Il - nedochazi k replikaci DNA -
sesterské chromatidy jsou odtrzeny a
segregovany => vznik haploidnich
dcerinych jader.
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replicated replicated

paternal et ermal
chromodome  chriomodoome

Béhem rané profaze | se homology zaénou

DEniromeens . - - - - s s
spojovat podél své délky = parovani — proces,

ktery zacina interakcemi mezi
komplementarnimi sekvencemi DNA
sister (nazyvanymi parovacimi misty) ve dvou

chramatic homologech.

Homology se dostavaji postupné tésnéji vedle
(A} bivalent sebe a vytvareji étyfchromatidovou strukturu
nazyvanou bivalentni.

Homologni pary jsou pak uzaméeny dohromady homologni rekombinaci: DNA dvouretézcové
zlomy se tvori na nékolika mistech v kazdé sesterské chromatidé => velky pocet déju
rekombinace DNA mezi homology. Nékteré z téchto udalosti vedou k recipro€ni vyméné DNA
nazyvané crossovery: DNA chromatidy se krizi, aby se stala spojitou s DNA homologni
chromatidy.
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Nasleduje synapse — axialni jadro homologu se pevné spoji s axialnim jadrem partnera pomoci
priénych vlaken => vznika synaptonemalni komplex — pfemost’'uje mezeru mezi homology na 100
nm.
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Leptotene — kondenzacie a parovani homologul a zacina geneticka rekombinace.

Zygotene - synaptonemalni komplex se za¢ina shromazd’ovat v mistech, kde jsou homology uzce
spojeny a dochazi k rekombinaénim udalostem.

Pachytene - proces sestaveni dokon€éen a homology jsou synapsovany po celé své délce.
Pachytenové stadium muze pretrvavat dny nebo déle.
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kinetochory slou¢eny do jediné
jednotky vazajici mikrotubuly.

2) Krizeni vytvari silné fyzické
spojeni mezi homology =>
umoznuje jejich bi-orientaci na
rovniku vieténka (podobné
jsoudrznost mezi sesterskymi
chromatidami je dulezita pro
jejich bi-orientaci v mitéze C¢i
meiéze Il). Krizeni drzi pary
homologii pohromadé pouze
proto, ze ramena sesterskych
chromatid jsou spojena kohezi
sesterskych chromatid.

3) Koheze je odstranéna v anafazi | pouze z ramen chromozomu a nikoli z oblasti blizko centromer, kde jsou
umistény kinetochory => spusténi separace homologl na za¢atku anafaze I. Tento proces zavisi na aktivaci APC/C

=> destrukce sekurinu, aktivace separazy a stépeni kohezinu podél ramen.



Crossing-over je vysoce regulovany. '

Crossing-over ma dvé odliSné funkce v meio6ze:

1) Pomaha udrzet homology pohromadé, aby byly spravné oddéleny ke dvéma dcefinym jadrim
produkovanym meioézou |

2) Prispiva ke genetické diverzifikaci gamet, které jsou nakonec vyrobeny.

!

Crossing-over je vysoce regulovan: pocet a umisténi dvouretézcovych zlomi podél kazdého
chromozomu je fizeno, stejné jako pravdépodobnost, ze se zlom pfeméni na crossing-over.

Vysledkem této regulace je to, ze kazdy par lidskych homologu je spojen asi dvéma nebo tremi
kfizenimi.
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Kontrola déleni a bunééného rustu

zavisi na mnozstw bunécného delenl a bunecne smrti.

Velikost organu a téla je proto uréovana tiemi zakladnimi procesy: - bunéénym rastem
- délenim bunék

- prezivanim bunék

Kazdy z nich je prfisné regulovan — jak intracelularnimi programy, tak extracelularnimi
signalnimi molekulami (proteiny), které tyto programy Fridi:

1. Mitogeny - stimuluji bunééné déleni — spousti vinu aktivity G,/S-Cdk => uvolnéni
intracelularnich negativnich kontrol, které jinak blokuji postup v bunééném cyklu

2. Rustové faktory — stimuluji bunéény rist podporou syntézy proteini a dalSich
makromolekul a inhibici jejich degradace

3. Faktory preziti — podporuji preziti bunék potlaéenim formy programované bunééné smrti —
apoptozy



Epidermalni ristovy faktor (EGF) — plUsobi nejen na epidermalni burnky, ale také na mnoho
dalSich typa bunék, véetné jak epitelialnich, tak neepitelialnich bunék.

Erytropoetin — Gizka specificita — indukuje pouze proliferaci prekurzort ¢ervenych krvinek.

v v ”

Mnoho mitogent, véetné PDGF, ma také jiné uc€inky nez stimulaci bunééného déleni: mohou
stimulovat bunécny rust, preziti, diferenciaci nebo migraci v zavislosti na okolnostech a typu
buriky.

Inhibicni extracelularni signalni proteiny proti pozitivhim regulatoriim a tim inhibuji rist organd.
Nejznaméjsimi inhibi€nimi signalnimi proteiny jsou transformujici ristovy faktor-g (TGFf)

V nepritomnosti mitogenniho signalu k proliferaci je inhibice Cdk v G, udrzovana riznymi
mechanismy. VétSina bunék v naSem téle je v G,, ve kterém je jejich fidici systém bunééného
cyklu zcela demontovan: exprese genu kodujicich riizné Cdk a cykliny je trvale vypnuta a
bunééné déleni se vyskytuje zridka.
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detekovat poskozeni DNA a zastavit cyklus v
jednom ze dvou prechodi: 1) Na zacatku, ktery
zabranuje vstupu do bunééného cyklu a do S
faze; 2) Na prechodu G,/M, ktery brani vstupu
do mitoézy.

Poskozeni DNA => spusténi aktivace
proteinkinaz ATM a ATR - spojuji se s mistem
poskozeni a fosforyluji proteinkinazy Chk1 a
Chk2 => fosforylace proteind, které vedou k
zastaveni bunééného cyklu = regulaéni protein
p53 => fosforylace p53 snizuje jeho vazbu na
Mdm2 => zvySeni koncentrace p53 v burnce =>
stimulace transkripce genu p21 => inhibice
aktivity komplexti G1/S-Cdk a S-Cdk => blokace
vstupu do bunééného cyklu.
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Mechanizmus? Stimulace => produkce proteinu Arf = inhibitor bunééného cyklu => vazba k Mdm2
a jeho inhibice => zvySeni hladiny p53 => zastava bunééného cyklu, nebo
apoptoéza.



P34 5P fosfoinositid 3-kinazu (Pl 3-kinazu).

activated l /

St vy T | / Aktivace Pl 3-kinazy => aktivace kinazy
TOR, klicCova u vsSech eukaryot. TOR
% aktivuje syntézu proteint. Jednim z cilu
/ "’m‘*‘\’ je i proteinkinaza S6 kinaza (S6K) -
}r fosforyluje ribozomalni protein S6 =>
tranucription  ge -@@ zvySeni schopnosti ribozoma prekladat
":'—"r'““l:‘;f s, - podskupinu mRNA kodujici ribozomalni
”“i*‘ J_ slozky.
“ . TOR také aktivuje transla¢ni iniciacéni
l faktor elF4E => aktivace transkripénich

CTION OF RIBOSDMES regulatord => zvySeni exprese genl
I kédujicich ribozomalni podjednotky.
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Rust a déleni zivo€iSnych bunék vSak nejsou vzdy koordinované. V mnoha pripadech jsou zcela
rozpojené, aby umoznily rist bez déleni nebo déleni bez rustu. Svalové buriky a nervové burnky
mohou dramaticky rist poté, co se trvale stahly z bunééného cyklu. Podobné vejce mnoha zvirat
dorustaji do extrémné velkych rozméra bez déleni - po oplozeni je vSak tento vztah obraceny a
mnoho kol déleni probiha bez riistu.



Apoptoza

AP O0 DV DU PKVE DIeKU UQC U \/ o KV 2V

a je pak pozirana jinymi bunkami, aniz by zanechavala stopy. Ve vétSiné pripada k této
programované bunécné smrti dochazi procesem zvanym apoptéza - z reckého slova
znamenajiciho ,,opadani“, jako listi ze stromu.

A) Buinky odumirajici apoptézou prochazeji charakteristickymi morfologickymi zménami. Stahuji se a kondenzuiji,
cytoskelet se zhrouti, jaderny obal se rozpadne a jaderny chromatin kondenzuje a rozpada se na fragmenty.

B) Povrch bunky nebo apoptotickych tél se
chemicky zméni => sousedni burnka nebo
makrofag (specializovana fagocytarni bunka) je
rychle pohlti, nez mohou vylit sviij obsah.

C) Na rozdil od apoptozy, zvifeci burnky, které
umiraji v reakci na akutni poskozeni, to obvykle
délaji procesem zvanym nekréza bunék.
Nekrotické burnky bobtnaji a praskaji, vylévaji
svlj obsah na své sousedy a vyvolavaji
zanétlivou reakci. Nekroza je pravdépodobné
zpusobena vycéerpanim energie => metabolické

] ; C
engulted phagacytic cefl - . , = o
Sand sl defekty a ztrata iontovych gradientu.




embryonalniho vyvoje: zacinaji jako rycovité struktury a
jednotlivé prsty se oddéluji, az kdyz bunky mezi nimi
odumiraji (Obr. mysi tlapky).

Napr. V jinych pripadech bunky umiraji, kdyz struktura, kterou
zabu, bunky v ocasu odumiraji a ocas, ktery Zzaba
nepotirebuje, zmizi.

Zivoéisné bunky dokazou rozpoznat poskozeni ve svych
riznych organelach => pokud je poSkozeni dostatecné velké,
mohou se zabit apoptézou. Priklad: Poskozeni DNA =>
produkce mutace podporujici rakovinu => apoptéza, pokud
nedojde k opraveé.
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Iniciacni kaspazy — zahajuji apoptoticky
proces; existuji  jako neaktivni,
rozpustné monomery v cytosolu.
Apoptoticky signal spousti sestaveni
velkych proteinovych platforem =>
spojuji vice iniciacnich kaspaz do
velkych komplexi. Kaspazy se sdruzuji
=> dimery => aktivace kaspazy

Exekutivni kaspazy — neaktivni dimery
Stépeny inicia€ni kaspazou v
proteazové doméné => aktivni misto se
preskupi z neaktivni na aktivni
konformaci. Po aktivaci exekutivni
kaspazy katalyzuji rozsahlé stépeni
proteint, které zabiji bunku.




aktivni endonukleazy
bunééném jadre

Kaskada kaspaz je nejen destruktivni a
samozesilujici, ale také nevratna => jakmile se
burika vyda na cestu ke zni¢eni, nemuze se vratit

zpét.

U rostlin jsou nékteré procesy apoptézy v
urcéitém stadiu vratné.

executioner CAD
Caspase cleaved

DNA fragmentation



pomoci Fas ligandu na povrchu zabijackého (cytotoxického) lymfocytu.

killer lymphooyte

Fas death receptor
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—  » apoptotic target cell

ACTIVATION AND

Vazba ligandu Fas => domény
smrti na cytosolovych koncich
receptort  smrti Fas vazou
intracelularni adaptorové
proteiny FADD => vazba inicia€ni
kaspazy 8 => vznik signalniho
komplexu indukujici smrt (DISC)
=> jnicia€ni kaspaza sStépi své
partnery a poté aktivuje nasledné
popravéi kaspazy => apoptoza
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activation of caspase-g,
which cleaves and thereby activates
ExeCUtioner Caspases

Klicovym proteinem ve vnitfni draze je cytochrom c. Kdyz se uvolni do cytosolu, prevezme
novou funkci: vaze se na adaptorovy protein zvany Apaf1 (faktor aktivujici apoptotickou
proteazu-1) => Apafl oligomerizuje na heptamer zvany apoptozom. Proteiny Apafl v
apoptozomu pak vazi iniciaéni proteiny kaspazy-9 => aktivované kaspazy-9 pak aktivuji

nasledné exekutivni kaspazy => apoptoza.



Antiapoptotické proteiny rodiny Bcl2 (napfr.
Bcl2, BclX,) sdileji ¢&tyfi vyrazné domény
homologie Bcl2 (BH) (BH1-4).

Proapoptotické proteiny rodiny Bcl2 (napfr.
Bax, Bak) se skladaji ze dvou podrodin —
efektorovych proteini rodiny Bcl2 a protein
rodiny Pouze BH3.

anti-apoptotic
Bcl2 family protein
{e.g., Bd2, BclX)

pro-apoptotic
effector Bck2 family
protein

{e.g., Bax, Bak)

pro-apoptotic
BHI-only protein
{e_g., Bad, Bim,
Bid, Puma, Moxa)

BH4

BH3I BH1 BH2



inactive effector ; aggregated
Bcl2 family protein _l active effector Bcd2

r family proteins

intermembrane

cytochnome ¢

other proteins in
imtermembrane
space

V savéich burikach jsou Bax a Bak hlavnimi efektorovymi proteiny rodiny Bcl2.

Zatimco Bak je vazan na vnéjSi membranu mitochondrie i pfi absenci apoptotického signalu,
Bax se nachazi v cytosolu a do mitochondrii se premisti az poté, co jej aktivuje apoptoticky
signal.



1A)  INACTIVE INTRINSIC PATHWAY

active anti-apaplatic
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mitochondrialnich proteinti => indukce
apoptozy

Aktivace kaspazové kaskady vede k
jisté smrti => bunka vyuzivda mnoho
robustnich mechanismi k zajisténi
toho, ze tyto proteazy jsou aktivovany
pouze tehdy, kdyz je to vhodné. Jednu
obrannou linii poskytuje rodina
proteint inhibujicich apoptézu (IAP).

VSechny IAP maji jednu nebo vice
domén BIR (bakulovirové opakovani
IAP) — umoziuji vazat se na aktivované
kaspazy a inhibovat je.
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VétsSina zivociSnych bunék vyzaduje nepretrzitou signalizaci od jinych bunék, aby se zabranilo
apoptoéze => zajist'uje, ze bunky preziji pouze tehdy a tam, kde jsou potreba. Priklad: Nervové
buiky jsou produkovany v prebytku ve vyvijejicim se nervovém systému a soutézi o omezené
mnozstvi faktort preziti => nervové bunky, které dostanou dostatek signall pro preziti, ziji,
zatimco ostatni umiraji => pocet prezivSich neuronti se automaticky upravi tak, aby odpovidal

poctu cilovych bunék, se kterymi se spojuji.




napfr. protein Bad.

C) Neékteré faktory preziti
pusobi fosforylaci a
inaktivaci anti-lIAP protein,
jako je Hid => umoznuji
proteintiim IAP potlacit
apoptézu.

{A) increased production of
anti-apoptatic Bcl2 family
protein
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Gen kodujici tumor supresorovy protein p53 je mutovan u priblizné 50 % lidskych rakovin => jiz
nepodporuje apoptézu nebo zastaveni bunééného cyklu v reakci na posSkozeni DNA =>
nedostatek funkce p53 proto umoznuje rakovinnym bunkam prezit a proliferovat, i kdyz je jejich
DNA poskozena => v bunkach se hromadi vice mutaci, z nichz nékteré €ini rakovinu zhoubnégjsi.

Cl

(Al

Pokud snizena apoptéza prispiva k mnoha
rakovinam, pak by bylo mozno Iécit tyto
rakoviny léky, které stimuluji apoptézu.
Tento smér mysleni nedavno vedl k vyvoji
malych chemikalii, které interferuji s funkci
antiapoptotickych proteinti rodiny Bcl2. Tyto
chemikalie se vazou s vysokou afinitou k
hydrofobnimu zlabku na antiapoptotickych
proteinech rodiny Bcl2 => blokuji jejich
funkci stejnym zplsobem, jako to délaji
proteiny Pouze BH3



