











bunky v bunééné kulture:

¢as zdvojeni (doubling time): ¢asovv interval, ve kterém
se pocet bunék zdvojnasobi.

Pocet zdvojeni = log N/No x 3,33

N,,....pocet bunek v Case T |

N......pocet bunék v ¢ase T




Imunofluorescence DAPI



Prehled regulace bunécéného cyklu

Zakladni terminoloqgie:

Cycliny — evolu¢né konzervované proteiny s homolognimi oblastmi; jejich bunéénd hladina vyrazné osciluje béhem
bunécného cyklu vlivem transkripéni regulace a riizn€ rychlé degradace proteinu. Cycliny jsou katalytické
podjednotky aktivnich cyklin-cdk komplex.

CYKLINY A, B1, D(1,2,3), E

Cyclin-dependentni kinazy (cdks) — protein-kindsy vyzadujici jako katalytickou podjednotku cyklin a jejich aktivita
je regulovana fosforylaci a defosforylaci a pomoci cdk-inhibitorg.

CDK 1,2,3,4,6,7

Cdc25 fosfatasy — defosforyluji cdk na N-konci a tim je aktivuji

Substraty cyklin-cdk komplext — nejdtlezitéjsi je the retinoblastoma protein (Rb).
Rb rodina: Rb, p107, p130.

Cdk inhibitory — vazi se na a inaktivuji cyclin-cdk complexy
E2F transkripéni faktory — heterodimery E2Fs (1-5) a DPs (1,2) aktivuji transkripci genu dilezitych pro syntézu DNA.

Aktivita E2F transkripcnich faktort je inhibovdna Rb proteinem, event. p107 a p130. Pouze de(hypo)fosforylovany Rb
protein inhibuje tuto transkripcni aktivitu. Po fosforylaci cyklin-dependentnimi kinasami je Rb protein inaktivni

Cilové promotery pro E2F: DNA polymerasa @, dihydrofolate-reductasa L
thimidine kinasa, Cyclin’E, cyclin A, c-myc, E2F-1 (pozitivni zpétna vazba), cdc6




Cyklin-cdk komplexy béhem bunééného cyklu
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Prehled cyklin-cdk komplexii a regulace béhem bunécného cyklu.

Substrat(y)

Rb protein
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CdK inhibitory

INK4 rodina:
pl6 (INK4a), pl5 (INK4b) p18 (INK4c)

Inhibuji pouze cyclin D/cdk 4,6 complexy

p21 (Cipl) family

p21 (Cipl, WAF1), p27 (kip1), p57 (Kip2)

Univerzalni inhibitory, inhibuji cyklin D/cdk 4,6 complexy 1 cyklin E/cdk2 a cyklin A/cdk2 complexy.

pl4ARF (p19ARF u mysi)
stabilizuje p53 protein
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Aktivace cdk1 fosforylaci/defosforylaci
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Regulace aktivity komplexi cyklin-cdk fosforylaci a defosforylaci
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Struktura molekuly Rb proteinu
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Aktivace E2F/DP transkripCni aktivity fosforylaci Rb proteinu
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Struktura E2F transkrip¢nich faktoru.
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Genetic mutation

Viral inactivation

Phosphorylation

Degradation
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transcription CELL CYCLE

Gof8s Nefosforylovany Rb blokuje
SnP transkripci

@

Vysokd hladina E2F sekvestruje

O Rb od promoteru

Fosforylace Rb komplexy
cdk-cyklin inaktivuje Rb

Onkogenni proteiny DNA
virl inaktivuji Rb

Absence E2F-1 znemoziuje

Vytvorteni represorového
O Komplexu RB-E2F



Blok v bunécném cyklu a synchronizace bunék
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Analyza fazi bun. cyklu pomoci pritokové cytometrie
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Anaphase promoting complex (APC)

Je nutny pro dokonc¢eni mitézy a segregaci chromosomul.
Specificky komplex umoZznujici rychlou degradaci proteint.

APC je nutny pro vystup z mitézy — indukci proteinové degradace nékolika proteind,
zejména cyklinu B a securinu. APC ma ubiquitin-ligasovou aktivitu a je slozen z min.

11 podjednotek.



Funkce anaphase promoting komplexu (APC) v mitose
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AP(CCde20 enables activation of the protease separase by mediating the degradation of securin.
Active separase separates sister chromatids from each other by cleaving cohesin complexes.

APCCd20 3]s helps to activate separase by initiating the degradation of cyclin B and other mitotic cyclins.



Mechanismy zastaveni bunécného cyklu
pri poskozeni DNA

ATM (ataxia teleangiectasia mutated), ATR
Chk 1,2



Cell cycle ..checkpoints‘ (kontrolni body bui. cyklu)

,,Checkpoints* umoznuji zpomalit nebo zastavit bunény cyklus pii poskozeni DNA, neuplné replikaci
nebo chybé pfi sestavovani mitotickych chromosom.

- restriction point
regulacni bod v G1 fayi, po kterém je jiz bunka predurCena k dokonceni bunécného cyklu
nezavisle na pfitomnosti mitogeni.

- DNA replication checkpoint
DNA replikuje pouze jednou a po replikaci dojde k mitéze, Vyjimka: endoreduplikace (opakovani
replikace bez mitdzy). K endoreduplikaci je nezbytny cyklin E.

- spindle assembly checkpoint
zajiSt'uje spravnou segregaci chromosomi pii mitoze.

- DNA damage checkpoint(s)
pii poskozeni DNA miZe bunka zpomalit cyklus v G1, S , 1 G2 fazi.




ATM/ATR aktivace a blok v G1
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ATM/ATR aktivace a blok v G2
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Poékozeni DNA
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A model aktivace ATM po DSBs a jinych formach poSkozeni DNA

IR, ROS,
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