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Bunécny cyklus

daughter cells

se rozdéli na dveé casti.

CEILL 1 CELL GROWTH
EELE AND CHROMOSOME
REPLICATION Bunéény cyklus = zakladni

mechanizmus, kterym se
vSechny organizmy rozmnozuiji.
Z CHROMOSOME
SEGREGATION @

Univerzalni vilastnost bunééného déleni: burika musi splnit svlj nejzakladnéjsi ukol —
predat svou genetickou informaci dalsSi generaci bunék.




eytoplasm

rucleus

chromosome
duplication

= — jaderné deéleni (mitéza) - distribuce
= zkopirovanych chromozomi do paru dcefinych
2 bunék

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



cytokinesis

_'-.+.

mitosis

metaphase-to-anaphase transition

prometaphase metaphau

1‘\.- LI

K “§\‘§: i

DMA replication




mitosis
(nuclear

cytokinesis
{cytoplasmic
w.. . division) e

G, PHASE

Interfaze v lidské bunce v kultufe muize
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_::skope[n = velikost pupenu
proliferujicich v kultuie - urcuje  stadium

¢ast bunék se zakulatila a je cyklu.

vV mitéze.

Fluorescenéni barviva vazajici se k DNA

Protilatky - rozpoznavaji specifické bunécné
slozky — mikrotubuly — odhaluji mitoticka
vieténka

Zobrazitelné molekuly zaclenény do nové 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

1

number of cells

cells in
5 phase

0 1 2

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

Is all DNA replicated? attached to the spindle?

Is environment favorable? METAPHASE-TO-AMAPHASE
e —————— TRANSITION
Ga/M TRANSITION

TRIGGER ANAPHASE AND - )
PROCEED TO CYTOKINESIS nastavené sekvenci.

Ve vétsSiné bunék fidici systém reaguje na
informace prijaté zpét od procesu, které ridi.

Priklad: Pokud porucha brani uspésnému dokonceni
syntézy DNA, jsou odeslany signaly do fidiciho
systému, aby se oddalila progrese do M faze. Takova
zpozdéni poskytuji ¢as na opravu zafizeni a také
zabranuji katastrofé, ktera by mohla nastat, pokud by
| ENTER CELL CYCLE AND PROCEED TO S PHASE cyklus predcéasné postoupil do dalSi faze — napriklad
START TRANSITION segregace neuplné replikovanych chromozom.

Is environment favorable?



“Are all chromosomes

Is all DNA replicated? attached to the spindle?
Is environment favorable? METAPHASE-TO-ANAPHASE
- — e TRANSITION
Ga/M TRANSITION

TRIGGER ANAPHASE AND
PROCEED TO CYTOKINESIS

3. Kontrolni systém je vysoce adaptabilni —
reaguje na  specifické intracelularni a
extracelularni signaly.

Tri hlavni regulaéni prechody:

I ENTER CELL CYCLE AND PROCEED TO S PHASE

STARTIRANHION 1) Start (restrikéni bod) — na konci G, faze — burika
IS Environemer Isvorables. chysta vstup do bunéného cyklu a duplikaci
chromozomu.

2) Prechod G,/M - fidici systém spousti rané mitotické udalosti — zarovnani chromozomu v mitotickém
vieténku

3) Prechod z metafaze do anafaze — stimulace separace sesterskych chromatid — dokonceni mitdézy a
cytokineze
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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 komplext cyklin-Cdk ve specifickych fazich bunééného cyklu.



G,fS-cyclin S-cydlin M-cyclin
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G,/5-Cdk 5-Cdk M-Cdk



Vertebrates
Cyclin Cdk partner Cyclin

complex

Gy-Cdk Cyclin D* | Cdk4, Cdkéf Cin3

G1/S-Cdk | Cyclin E | Cdk2 | Cin1, 2 | Cdk1
S-Cdk | Cyclin A | Cdk2, Cdk1** | Clbs, 6 | Cdk1
M-Cdk | Cyclin B ' Caki | Cib1,2,3,4 Cdkl

* 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’: Cyklin nejen aktivuje svého Cdk partnera, ale také jej nasméruje na specifické cilové
proteiny => kazdy komplex cyklin-Cdk fosforyluje jinou sadu substratovych proteinli. Stejny
komplex cyklin-Cdk muze také vyvolat rizné ucinky v riznych €asech cyklu.



Cdk-activating kinase {(CAK)

clin
Ve

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



inhibitory phosphate

Wee1

kinase
D EEE——al

Cdc25
phosphatase

I
Cdk activating
phosphate

AcnvE INACTIVE

B

Inaktivace komplexu cyklin-Cdk — vlivem Cdk

inhibi¢nich proteint (CKIl) — priklad CKIl-p27 active inactive
cyclin-Cdk p27-cyclin-Cdk
complex complex




(A} control of proteclysis by APCAC

active APCIC

4

peolyubeguitin

chain

f

Cdk ubiquitin ()

@ =

ubiguindation
engymes

mitéze => oddéleni sesterskych
chromatid => nastup anafaze

- S-cyklini a M-cyklinti => inaktivace
vétSiny proteinti v anafazi = nutné
pro dokonéeni pozdni ¢asti M-faze a
cytokineze



(B) contral of proteahsis by SCF

polyubiguitin
i

Calk inbibitor protein tasiqunn (g
@e
ubiquitylation
EATyImES

Aktivita SCF je béhem bunééného cyklu konstantni — aktivita je fizena zménami ve stavu
fosforylace jeho cilovych proteint, 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

Gdk inhibitor proteins (CKls)

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 Gs:
inhibited by Cdk activity

SCF Catalyzes ubiquitylation of regulatory proteins invalved in Gy control, including some 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

Elﬁ-—fjltlm ﬁynﬂ-|.!5|5/| /
S-cyclin wnthgm DMNA re-replication

L0 701 o JEENC



prereplicative complexes at replication origins
/ %

5-Cdk activation \ N AT

[P\
%‘ ’ ,g X 1) Replikace musi probihat s extrémni
e plication presnosti.
lELDNGATICIN e

2) Kazdy nukleotid v genomu musi byt
— — zkopirovan jednou a pouze jednou, aby

Mmmm%mmmmmwm se zabranilo Skodlivym uc€inkim
amplifikace genu.

APCIC activation ASSEMBLY OF NEW
PREREPLICATIVE COMPLEXES
Cdk inactivation AT ORIGINS



prereplicative complexes at replication origins
! ¥
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par neaktivnich / .
IMITIATION

DNA helikaz 5-Cdk activation

o\ - .
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replication
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neaktivhich DNA helikaz je navazan na

+ pocatek replikace => vznik komplexu
- _— prereplikativni komplex (preRC) (v
- M{dkatﬁvatiﬂ*HDMDSDME SEGREGATION pozdni mitéze a éasné G1)
APC/C activation l o ASSEMBLY OF NEW l 2) Aktivace DNA helikazy => odvijeni
it inceiadon AT ORIGINS DNA a zahajeni syntézy DNA

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



Cdob ORC (origin recognition complex)
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RECRUITMENT OF DA POLYMERASE
& AND REPLICATICON PROTEINS
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-

replikace.

Zacatek S faze — S-Cdk spousti aktivaci pocatku
aktivace DNA helikazy. Proteinkinaza DDK je
aktivovana a aktivuje specifické podjednotky DNA
helikazy (fosforylaci).

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



Reprodukce chromatinové struktury neni zatim zcela objasnéna.

Konec S faze - kazdy replikovany chromozom se sklada z paru identickych sesterskych
chromatid — chromatidy drzi pohromadé diky proteinu kohezinu (SMC proteiny).

Sme molecule

Smc3 5D|‘3
P — m
ol } ) Kohesin tvofi obfi prstencové
o ol “‘"9“ " struktury, které tyto dvé sesterské
e 1%.. oty chromatidy obklopuiji.
w :B} Smiel
| F—

20 nm

(C) sister chromatids



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; M-Cdk fosforyluje rizné proteiny => sestaveni mitotického vieténka a
jeho pripojeni k parim sesterskych chromatid.

2) Druha hlavni ¢ast mitézy — zac€ina na prechodu z metafaze do anafaze: destrukce sekurinu
vlivem cyklozomu APC/C a uvolnéni proteaz => Stépeni kohezinu => oddéleni sesterskych
chromatid.

APC/C také podporuje destrukci cyklinti => inaktivace Cdk a defosforylace Cdk cilii — vyzadovano pro vSechny
udalosti pozdni M faze, véetné dokonceni anafaze, demontaze mitotického vieténka a déleni bunky cytokinezi.



inactive
phnsphatas.e

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

misto kinazy.

Cdk-activating
kinase

at‘twatmg
phosphate

Cdk1 inactive  Cdk- mh|h|tnr1.l 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. Mechanismy, které
uvolniuji aktivitu Cdc25, nejsou dobre znamy.

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



struktur, které Ize 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.




hinge

(A)

Kondensin tvofi prstencovou strukturu - vyuziva energii ¥ ;__
poskytovanou hydrolyzou ATP k podpoie zhutnéni a rozliseni . .
sesterskych chromatid.

Kondensin je schopen zménit svinuti molekul DNA - dilezité pro kondenzaci chromozom
béhem mitézy.

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

cantrosore At prophase, the replicated
chromosomes, each
foerning consisting of two dlosely
mitatic  associated sister chromatids,
spindle  condense. Qutside the
nucleus, the mitotic spindle
assembles between the two
centrosomes, which have
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-grlsing replicated chromosome, cnnsist'rnq of fluorescence micrograph,
two sister chromatids held together along their length chromosomes are stained
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 v ¢asné mitéze paralelné
s restrukturalizaci chromozom.



spindle pole replicated kinetochore maotor
chromosome pratein

{sister chromatids)

stredni zoné vreténka.

2) Kinetochorové mikrotubuly - +/"7 \

plusové konce jsou pripojeny k

sesterskym chromatidovym parim +

ve velkych proteinovych +
strukturach nazyvanych \
kinetochory, které jsou umistény v astral microtubules  kinetochore microtubules  interpolar microtubules:
centromere kazdé sesterské

chromatidy.

3) Astralni mikrotubuly — vyzaruji ven z pola a dotykaji se povrchu buriky — pomaha umistit
vieténko 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.



antiparalelni mikrotubuly kolem
sebe smérem k vietenovym
polim => tendence tlacit poly

spindle microtubule kinesin-5

od sebe.
S
=2 — .
. T + Kinesin-14 - zesit'uje
antiparalelni interpolarni
Phe sister chromatids mikrotubuly ve stfedni zéné
e - vietena a ma tendenci
kinesin-4, 10

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 mikrotubulli se slozkami aktinového cytoskeletu v bunééné kuire; pohybem smérem k minus konci
mikrotubultl tdhne dynein podly vieténka smérem k bunééné kure a od sebe.



pomaha zahajit duplikaci centrozom(i.

Dvé centrioly v centrozomu se oddéli a
kazda generuje tvorbu jedné nové
centrioly => vznik 2 pard centriol. Par
centrozomu zlGstava pohromadé na jedné
strané jadra, dokud bunka nevstoupi do
mitézy.

Centrozomy se musi replikovat pouze jednou za bunéény cyklus => zajiSténi, ze bunka vstoupi do mitézy pouze
se dvéma kopiemi: nespravny pocet centrozoml => defekty v sestaveni vieténka a chyby v segregaci

chromozomu.




kinesin-14

spindle microtubule kimesin-5

zivo€isnych bunkach
vyz'adu1e rozpad jaderné - > - S
Obalky Centrosome

plasma

sister chromatids
membrane

kinesn-4,10

Rozpad jaderné obalky je slozity a vicestupnovy proces:

- fosforylace podjednotek komplext jadernych pért vlivem M-Cdk => rozklad komplexu
jadernych poéru a jejich oddéleni od obalu.

- fosforylace slozky jaderné laminy, strukturniho ramce pod obalem => rozpad jaderné
laminy a obalovych membran na malé vezikuly.



nucleation antiparallel 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-GTP.

Aktivovana Ran-GTP uvolnuje proteiny stabilizujici mikrotubuly z proteinovych komplexa v
cytosolu => stimulace lokalni nukleace a stabilizace mikrotubulti kolem chromozom.



replicated
chromasome
I kinetochore

anaphase chromatid direction of
I 1 — chromatid
- : . - - o5 movement

centromere region
of chromosome kinetochore

microtubules
embedded in
kinetochore

N
kinetochore
micretubules

| B
8 chromatid

Kinetochor muze vazat 10-40
mikrotubulu. Prichyceni kazdého :
mikrotubulu zavisi na vice kopiich SoERs PV o —
proteinového komplexu ve tvaru ty€inky O ;
zvaného komplex Ndc80.

Ndc80 je na jednom konci ukotven ke
kinetochoru a na druhém konci
interaguje s mikrotubuly.

kinetochaore




nuclear
envelope

spindle
pole

+"\___

late prophase

early prometaphase: lateral kinetorhnre mird prometaphate: metaphazs:
attachments, chromasome arms pushed outwards end-on attachment bi-arientation

Po pripojeni sesterskych chromatid k polim chromozomy zaujmou polohu zvanou metafazova
desticka.

Na chromozomy ve vieténku pusobi vicenasobné sily:

1) Sila tdhnouci kinetochor a jeho pfidruzenou chromatidu podél kinetochorového mikrotubulu smérem k pélu
vieténka. Je vyvolana 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 chromozomt fizené plusovymi konci
interaguji s interpolarnimi mikrotubuly a transportuji chromozomy pry¢ od poélu vieténka.



(A) l I: (8)

Oddéleni chromatid pripravuje M-Cdk. Separaci sesterskych chromatid iniciuje komplex
cyklozomu APC/C (ubiquitin ligaza) — ubiquitinuje nékolik mitotickych regulacnich proteint
=> spousti jejich destrukci.



SECLITIMN - ‘
imactive -

e . On—

inactive APCIC AN
active APCIC

hf-Cdic active
o ] cleaved and
cohesin dissociated cohesing

N1 73
NE N/

G, mietaphase

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 A 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 => ¢aste¢né
uzaviou shluky chromozomu => vytvoreni kompletniho jaderného obalu.

3) Komplexy jadernych pora transportuji jaderné proteiny do jadra => jadro se zvétsi a
mitotické chromozomy se reorganizuji do svého mezifazového stavu => obnoveni genové
transkripce => vytvoreno nové jadro a mitéza je dokoncena.

!

Cytokineze = rozdéleni bunky na dvé



dalSich proteinu.

actin and myosin filaments of the
contractile ring

A

Béhem zuzovani prstence dochazi k fuzi intracelularnich vacka s plazmatickou membranou =>
vznika nova membrana sousedici s prstencem => utésnéni mezery mezi burikami.



remaining interpolar microtubules
from central spindle

contractile ning of actin and
myosin filaments in deavage furrow

(A)




Po oddéleni dcefinych bunék zlstavaji nékteré slozky zbytkového stredniho téla na vnitrni
strané plazmatické membrany kazdé bunky => znac¢ka — pomaha orientovat vieténka pfri
nasledném bunééném déleni.



inactie Ao,
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active Rbod - g i i - . S
/ \ vyménnym faktorem (Rho-GEF) => stimulace uvolnhovani
GDP a vazbu GTP na RhoA.
farmin Rho-sctivated kinsssd
-Ei'rdudirﬁj-ﬁb:h} l
it SR 1) Tvorba aktinového vlakna aktivaci formind.
*"J‘I'i';;ﬂh:f“" 2) Aktivace proteinkinazy, véetné Rho-aktivované kinazy.
phaspharylation Kinazy fosforyluji regulaéni lehky fretézec myosinu,
1 podjednotku myosinu Il => sestaveni, motoricka aktivita a

mytsin || actvation kontrakce myosinu Il
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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 modsl astral relaxation model

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



50 pm

v v s

Membranova depozice je zvlasté dilezita pro cytokinezi v bunikach vyssich rostlin. Rostlinné
buiky jsou uzavieny polotuhou bunéénou sténou => cytoplazma je rozdélena zevnitr (spiSe
nez zvenéi kontraktilnim prstencem) konstrukci nové bunééné stény mezi dvéma dcefinymi
jadry — vznika bunécna desticka
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Sestaveni bunééné desti€ky je fizeno strukturou zvanou fragmoplastem. Fragmoplast obsahuje
mikrotubuly odvozené z mitotického vieténka — podél mikrotubuli motorické proteiny
transportuji malé vaéky z Golgiho aparatu do bunééného centra => vznik bunééné desticky.

Desticka se rozSifuje smérem ven dalSim splynutim vezikul => dosahne plazmatické membrany a
ptvodni bunééné stény => rozdéleni bunky na dvé ¢asti.



cytokineze. Plazmaticka membrana se rozsifuje dovniti a pomoci

aktin-myosinového prstence se odstipne => uzavieni kazdého jadra.
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Sexualni reprodukce zavisi na
specializovaném jaderném déleni
zvaného meidza = vznik
haploidnich bunék nesoucich
pouze jednu kopii kazdého
chromozomu.
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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, ale
dochazi k segregaci sesterskych
chromatid => vznik haploidnich
dcerinych jader.

AMD CROSSING OWER
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replicated replicated
paternal raternal
chromodome  chriomodoome

délky = parovani = interakce mezi
komplementarnimi sekvencemi DNA
(parovacimi misty) homologu.

Ctyfchromatidova = bivalentni struktura

(A)  bivalent BY chinama

Homologni pary jsou pak spojeny dohromady homologni rekombinaci = tvofi se zlomy na
nékolika mistech v kazdé sesterské chromatidé => velky pocet déjii rekombinace DNA mezi
homology.

Nékteré z téchto udalosti vedou k recipro€ni vyméné DNA nazyvané crossing-over: DNA
chromatid se kfizi, aby se stala spojitou s DNA homologni chromatidy.



axial corey = a8 . " i o -]

Co tahne osy k sobé? of the
homalogs

codesin
Rekombinaéni komplex (proteinovy
,»Stroj“) vznikly na dvouviaknovém
zlomu \' chromatide, vaze
odpovidajici sekvenci DNA parového ﬂ:::::{_‘zgr;';::hs
homologu a pomaha ji navinout =
presynaptické zarovnani homologu.

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 — kondenzace a parovani homologul a za¢ina geneticka rekombinace.

Zygotene — synaptonemalni komplex se za€ina shromazd'ovat v mistech, kde jsou homology uzce
spojeny a dochazi k rekombinaénim udalostem.

Pachytene — homology jsou spojeny (synapsovany) po celé své délce (pachytenové stadium
muze pretrvavat dny nebo déle).



Diakineze — dochazi k rozchodu homologickych chromozomi. Chiazmata se posunuji na konec
chromatid, kde zanikaji (terminalizace chiazmat).
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meidze | jsou sesterské
kinetochory slou¢eny do jediné
jednotky vazajici mikrotubuly.

2) Krizeni vytvari silné fyzické
spojeni mezi homology =>
umoznuje jejich bi-orientaci na
rovniku vieténka.

Podobné soudrznost mezi
sesterskymi chromatidami je
dulezita pro jejich bi-orientaci v
mitéze ¢i meidze Il.

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 v meiéze dvé odlisné funkce:
1) Pomaha udrzet homology pohromadé, aby byly spravné oddéleny ke dvéma dcefinym jadrim
produkovanym meiézou |

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

- bunéénym ristem
- prezivanim bunék

Kazdy tento proces je prisné 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 blokatori bunééného 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



dalSich typa bunék, véetné jak epitelialnich, tak neepitelialnich bunék.

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

Inhibicni extracelularni signalni proteiny pusobi proti pozitivnim regulatorim a tim inhibuji rast
organu. Nejznaméjsimi inhibi€nimi signalnimi proteiny je transformujici rustovy faktor-g (TGFp)

V nepritomnosti mitogenniho signalu k proliferaci je inhibice Cdk v G, udrzovana riznymi
mechanismy. VétsSina 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.



acthation of trassoipticn regulatary protein
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'ﬂ”ﬁﬁﬁ* zvySeni produkce transkripénich regula€nich
| proteini Myc => zvySeni exprese genu
o S i e e kodujicich G, cykliny (D cykliny) => zvysSeni

aktivity G,-Cdk (cyklin D-Cdkd).

= o . . ; . .
= . — ( — \' ne;?rltomnost| 'rrflto'gennl stlr_nul_ace ) je
praten acti E2F GuSCie 3 genova exprese zavisla na E2F inhibovana
\iat, prosain GoS-cyclin interakci mezi E2F a ¢leny rodiny
m S-mmgim___mﬁﬂ_ﬂ i NE ON& . , . o ws
= wansviption s 5.Col s retinoblastomovych — proteini (Rb). P
E2 protein stimulaci vlivem mitogenu, aktivni G,-Cdk se
B g putea akumuluje a fosforyluje proteiny Rb => snizeni
vazby na E2F => uvolnéné proteiny E2F

gl aktivuji expresi svych cilovych genu.



a zastavuje cyklus v jednom ze dvou prechodu:
1) Na =zacéatku, ktery zabranuje vstupu do
bunééného cyklu a do S faze;

2) Na prechodu G,/M, ktery brani vstupu do
mitézy.

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 = regulacni 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.



amirt acidd

. Aktivace Pl 3-kinazy => aktivace klicové
Ry l /’ kindzy TOR => aktivace syntézy proteind,
fﬁfﬂfﬂ?&ﬂh Pt A-kinase }r napi. proteinkinaza S6 kinaza (S6K) -
,./ fosforyluje ribozomalni protein S6 =>

% zvySeni mnozstvi a aktivity ribozom.

/ "".rn‘r“\,

- }' TOR také aktivuje translacni iniciacni
reguslatary SBK % faktor elF4E => aktivace transkripénich

proteins T regulator@ => zvySeni exprese genu
kédujicich ribozomalni podjednotky.

Aby si proliferujici buniky udrzely konstantni
L l velikost, musi koordinovat svi(j rast s bunéénym
délenim. Naopak, v mnoha pfipadech je nutny rist
bez déleni nebo déleni bez rastu. Presné
mechanizmy koordinace vSak nejsou znamy.




Apoptoza

Buniky odumirajici apoptézou prochazeji charakteristickymi morfologickymi zménami - cytoskelet se hrouti,
jaderny obal se rozpada a jaderny chromatin kondenzuje a rozpada se na fragmenty. Sousedni bunka nebo
makrofag (specializovana fagocytarni buinka) mrtvou bunku rychle pohlti, nez praskne a vyleje sviij obsah.

Bunky odumiraji i nasledkem akutniho
poskozeni — nekroza bunék.

Nekrotické burnky bobtnaji a praskaji, vylévaji
svlj obsah na své sousedy => zanétliva
reakce.

Nekréza je pravdépodobné zpusobena
vyéerpanim energie => metabolické defekty a
ztrata iontovych gradientu.

engulted phagocytic cefl
dead cefl




jednotlivé prsty se oddéluji — bunky mezi nimi odumiraji (Obr.
mysi tlapky).

wrs mmw

potieba — pulec se zméni v zabu => bunky v ocasu odumiraji a

ocas, ktery zaba nepotiebuje, zmizi.

Zivoéisné bunky dokazou rozpoznat poskozeni ve svych
riznych organelach => pokud je posSkozeni dostatecné velké,
mohou se zabit apoptézou. Priklad: Poskozeni DNA =>
produkce mutace podporujici rakovinu => apoptéza, pokud
nedojde k opraveé.

(A}

iB) 1 |
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Iniciacni kaspazy — zahajuji apoptoticky
proces; funguji jako dimery.
Apoptoticky signal => vznik dimert =>
aktivace kaspazy

Exekutivni kaspazy — neaktivni dimery

Stépeny inicia€ni kaspazou '
proteazové doméné =>  aktivace
kaspazy => Stépeni proteind =>
apoptéza



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

urcitém stadiu vratné.

executioner HCAD
Caspase

DNA fragmentation
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Vazba ligandu Fas => cytosolicka
doména receptoru vaze
intracelularni adaptorové
proteiny FADD => vazba inicia€ni
kaspazy 8 => wvznik DISC
(signalni komplex indukujici
smrt) => iniciaéni kaspaza stepi
své partnery a aktivuje nasledné
popravéi kaspazy => apoptoza
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Uvolnéni cytochromu c do cytosolu => vazba na adaptorovy protein zvany Apaf1 (faktor
aktivujici apoptotickou proteazu-1) => vznik Apaf1 heptameru (apoptozom) => vazba inicia€nich
proteinii kaspaza-9 => aktivovace kaspazy-9 => aktivace exekutivni kaspazy => apoptoéza.



Anti-apoptotické proteiny Bcl2 (napi. Bcl2,
BclX,) — 4 typické domény (BH1-4)

Pro-apoptotické proteiny Bcl2 - dvé
podskupiny proteinii (domény BH1-3 a pouze
soména BH3)

anti-apoptotic
Bcl2 family protein
le.g., Bd2, BciX)

pro-apoptotic
effector Bcl2 family
protein

{2.g., Bax, Bak)

pro-apoptotic
BH3-only pratein
{e.g., Bad, Bim,
Bid, Puma, Noxa)

BH4

BH3I  BH1

BH2
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V savéich burikach jsou Bax a Bak hlavnimi efektorovymi proteiny rodiny Bcl2.

Bak — vazan na vnéjsi membranu mitochondrie i pfi absenci apoptotického signalu

Bax — v cytosolu; do mitochondrii se premisti po aktivaci apoptotického signalu
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Priklad: Nervové burniky jsou produkovany v prebytku ve vyvijejicim se nervovém systému a
soutézi o omezené mnozstvi faktoru preziti => nervové bunky, které dostanou dostatek signalt pro
preziti, ziji, zatimco ostatni umiraji => pocet prezivSich neuronli se automaticky upravi tak, aby

odpovidal poc¢tu cilovych bunék, se kterymi se spojuji.



B) Inaktivuji pro-apoptotické
proteinti (Bad)

C) Pusobi fosforylaci a
inaktivaci anti-lIAP protein,
(Hid) => umoznuji proteinim
IAP potlacit apoptozu.
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(A)

Léceni nadoru léky stimulujicimi apoptozu.

Vyvoji chemikalii, které interferuji s funkci
anti-apoptotickych proteint rodiny Bcl2.

Tyto latky se vazou s vysokou afinitou k anti-
apoptotickym proteinim rodiny Bcl2 =>
blokace jejich funkce => zastaveni ruistu
nadoru.



