Cykl komorkowy
i podziat komorki



Cykl komérkowy

* Cykl obejmujacy podwojenie zawartosci komorki i podziat komorki




Troche historii

Rudolf Virchow
1855 ,,0mnis cellula e cellula, id est”

Robert Remak

Frangois-Vincent Raspail
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Fazy cyklu komérkowego

The cell "double checks” the
duplicated chromosomes for
error, making any needed
repairs.

S

Each of the 46

Cellular contents,
excluding the chromosomes,
are duplicated.

Cell cycle arrest.
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Punkty kontrolne

Resting state

‘ " Spindle Assembly Checkpoint
Check for:

-Chromosome attachment
to spindle

G2 Checkpoint
Check for:
-Cell s1ze
-DNA replication

‘G 1 Checkpoint

Check for:
-Cell size
-Nutrients
-Growth factors
-DNA damage

Resting state
(GO)



Uktad kontroli cyklu komdérkowego

* 2001 r. Nagroda Nobla w dziedzinie medycyny (Leland Hartwell, Paul
Nurse i Timothy Hunt)
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Cykliny
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Kinazy zalezne od cyklin (Cdk)

tyr15-
i

- sg to kinazy biatkowe

- Wigzg sie z cyklinami

- posiadajg domene kinazowa

- posiadajg domene regulatorow
- obecne sg przez caty czas trwania cyklu komdrkowego

np. cdk1 (= cdc2)

P
thr14-P



Regulacja cyklu

Cyclin
B/A + Cdkl

7.

Cyclin
D's + Cdk4
Cyclin e
A + Cdk2 /

Cyclin
E + Cdk2




Wiazanie cykliny z CDK i fosforylacja

p fosfataza
kinaza aktywujaca
hamujaca

mitotyczna Cdk

kinaza
aktywujaca



Regulacja ilosci cyklin przez degradacje

® spadek stezenia cyklin jest spowodowany szybka degradacja cyklin
przez proteasom
B rozpad cykliny inaktywuje Cdk

cyclin {
active / .

cdk \ ¥ " ‘
UBIQUITYLATION
OF CYCLIN

\1/ \ |/
/// ///
>

DESTRUCTION
OF CYCLIN
>

active cyclin-Cdk inactive Cdk
complex

Figure 18-11 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)



Funkcje komplekséw cyklina-Cdk

» fosforylacja represorow cyklu komoérkowego (Rb)
* uruchomienie biosyntezy histonow
e uruchomienie duplikacji centrosomow

* rozpoczecie transkrypcji gendw biatek, ktore sg wymagane na
dalszych etapach cyklu komorkowego

 kontrola replikacji DNA



Inhibitory cdk

p21Cip1
p27Kip1
p57KipZ
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Faza G1 — cyklina D

® jest wyjatkiem wsrod cyklin,
poniewaz jej obecnosc zalezy od
stymulacji komorki przez mitogeny

®m w przypadku braku stymulacji
mitogenami stezenie cykliny D
bardzo szybko spada (w
przeciwienstwie do innych cyklin)

m wzrost ekspresji cykliny D jest wiec
bardzo charakterystyczny dla
komorek nowotworowych




Growth Factors
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Cyklina D i biatko pRb

active Rb
protein

WMLy,

active
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Figure 17-30. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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pRb i inhibitor p 16

(B)
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CELL p16 inactive CELL
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Figure 23-32 part 2 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



Retinoblastoma

A

o

monosomy
H 13 loss / deleted 13 duplication
mitotic recombination
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deletion onthe H13
v x

inactivating mutation on the H 13 Editor
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Hereditary form:
The left chrom. 13 carries
a deletion concerning RB1,
The right chrom. is normal




Kontrola replikacji przez S-Cdk

kompleks rozpoznajacy Cdc6

™ miejsce poczatku replikacii W Recruiting of CDC6 to the origin of replication

{ORC)
kompleks
Gy prereplikacyjny

Origin sequence
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FAZE § Cde6  YFOSFORYLOWANE
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S/ o . = replikacja DNA
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Nieprogramowana synteza DNA — reperacja DNA

1. Moze zachodzi¢ w fazach
G1/S/G2

2. ATM- ataxia teleangiectasia
mutated

3. ATR — ataxia teleangiectasia
and Rad3 related

Biochemistry, Genetics and Molecular Biology » "DNA

Replication-Current Advances", book edited by Herve Seligmann,

ISBN 978-953-307-593-8

Downregulation of
ATR, CHK1 or WEE1

(due to mutations, microRNA etc.)

|

Low level DNA damage
in S phase

|

Genomic instability,
Tumor progression



Percent cancer risk
(National Cancer Institute)
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Podwojenie i odtworzenie epigenomu

* Bookmarking albo pamie¢ komaorkowa
* PCNA (proliferating cell nuclear antigen)
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Przejscie z fazy G2 do M — MPF -
cyklinaB/Cdk1

*|nicjuje wrzeciono podziatowe
*Fosforyluje kondensyny
*Fosforyluje laminy jgdrowe

*Fosforyluje biatko GM130 — fragmentacja
aparatu Golgiego i szorstkiej siateczki




APC — kompleks promujacy anafaze
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MPF w mejozie

Sperm entry,
increased froe Ca?”,

Maturation stimulus CSF inactivation

(progesterone or MPF)
CSF stabilizes MFFl

High — l

MPF
activity

@908

Immature Mewosis  Mewosis Mature First
oocytes ] | oocyte cleavage cleavage
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P53 — uszkodzenie DNA

* posiada bardzo krétki okres poéttrwania (10-15 minut)
* po przytaczeniu biatka MDM?2 jest degradowane w proteasomie

* w przypadku uszkodzenia DNA p53 jest fosforylowane, co
uniemozliwia zwigzanie MDM?2

* prowadzi to do gromadzenia sie p53 w komaérkach z
uszkodzonym DNA



p53 jako czynnik transkrypcyjny
prowadzi do produkcji:

* p21 = inhibitor kinaz zaleznych od cyklin (Cdk) => ZATRZYMANIE W FAZIE
G1

* BAX = biatko promujace apoptoze => SMIERC KOMORKI

CO DECYDUJE O TYM, CZY KOMORKA
WEJDZIE W APOPTOZE, CZY ROZPOCZNIE
NAPRAWE DNA?



X-rays
ONA /
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PROTEIN KINASE
ACTIVATION AND
PHOSPHORYLATION

OF p53

j r, stable,

= active p53

l 'p53 ACTIVE p53 BINDS TO
REGULATORY REGION

p53 DEGRADATION OF 11927 GENE
IN PROTEASOMES '
13 p21 gene

TRANSCRIPTION 1
| p21 MmRNA

TRANSLATION ¢

p21 (Cdk
inhibitor protein)

ACTIVE INACTIVE
G1/S-Cdk G1/S-Cdk and S-Cdk
and S-Cdk complexed with p21

Fiaure 17-22 Molecular Bioloav of the Cell 4th Edition



/naczenie p53

75% of P53
mutations
lead to loss
of p53
functions

Propagation
Mutant > i ged

p53 DNA

- Invasion
- Proliferation
- Cell survival

Progression
- Metastasis

Inhibition
of mTor
kinase

Inhibition of
Cip1,
NF-xB
activation

#* @

@

Ablation of p53
mutations
inhibits STAT3-
mediated
invasion

Stimulation

of

Raf/Mek/Erk
ot Cascade

I
. Inhibition of
S0 pS3/p21/p27
p53/Bcl-2/Bax
pathways
\ Inhibition
& of ITIHS
[Re sl tumour
suppresor
Activation of gene
ZEB1 and
ZEB2 and
induction of

Molecular
pathways
modulated
by mutant
p53
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Zespot Li-Fraumeni

Czestos¢ wystepowania - 1 na 20000
Dziedziczenie — autosomalne dominujgce
Uszkodzony gen — TP53

Ryzyko rozwiniecia roznego typu

nowotworow:

- 50 % w wieku 30 0 35 lat Mutagenesis
- 90 % w wieku 60 lat

Oncogenic function of mutant p53 proteins

Dominant negative

Gain of function by:

Loss of wild type Activation of specific target genes-EGRI;
p53 function Down rc'tlol‘hon of specific target
‘Mt
nterference with the cpoptotic network
reguited by AIF
Interferece with ATF3 ed cell death
Interference with the T6Fb growth control

thway.
gw’:(vmc with NFib induced apoptosis



Human papilloma virus

gessess ¢ p16INK4a
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x -pnase genes:
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Apoptosis MCMs, etc.

Proliferation



Pair of sister

S5 MITOSIS

DNA replication

P
Unduplicated Duplicated
chromosome chromosome
2n 2¢ 2n4c 2n 2¢
d ‘
—- — m— Two diplood
cells
DNA
replication —)
|
|
Mitosis
Chromosome 16 16 16 16
number
Chromatid 16 97 92 16

number



Podziat komorki - endoreduplikacja

Original cell DNA Resultant larger cell
(2n) duplication (4n)




Mitoza - profaza

inner nuclear
membrane nuclear

outer nuclear | envelope

membrane
FUSION OF NUCLEAR PHOSPHORYLATION
ENVELOPE VESICLES OF NUCLEAR PORE
PROTEINS AND LAMINS

INTERPHASE NUCLEUS phosphorylated
daughter pore protein >
chromosome

chromosome f

p— P
nuclear envelope e C
vesicle \? é
s Q
TELOPHASE phosphorylated
hmm/ PROMETAPHASE
DEPHOSPHORYLATION
OF NUCLEAR PORE

PROTEINS AND LAMINS



Kohezyny

* Wigzg ze sobg chromatydy siostrzane w profazie

* w czasie metafazy kohezyny zostajg usuniete => pozostajg jedynie w
miejscu kinetochoru

e w anafazie enzym separaza rozcina pozostate kohezyny umozliwiajac
rozejscie sie chromatyd siostrzanych

wczesnha pozna metafaza anafaza
profaza profaza

kondensacja dziatani

Chromosomow ziatanie separyny

— kompleks kohezyny €.1m20_2, A. (2001). "Together until separin do us part." Nat Cell Biol 3(1):




Kinetochor

B tuz przed prometafazg biatka kinetochorowe zestawiajg sie w duzy

kompleks na kazdym z centromeréw
®m kazdy podwojony chromosom

zawiera dwa kinetochory,
po jednym na kazdej
chromatydzie siostrzanej

Chromatids

Centromere

Kinetochore Kinetochore

microtubule \

——— § 7P Middle layer
N\ (25-30 nm)

Outer layer
(40-60 nm)

Inner layer
40-60 nm)












Metafaza

® chromosomy ustawiajg sie w ptaszczyznie rownikowej wrzeciona,
tworzgc ptytke metafazows
® chromosomy ustawione w ptytce metafazowej oscylujg w
poblizu ptaszczyzny rownikowe;j.
Sg one jednoczesnie przyciggane
przez obie mikrotubule do
przeciwlegtych biegunéw
wrzeciona







Anafaza - ruch chromatyd

Metaphase

Spindle equator l l

Centrioles = e

Polar
microtubules

Aster
microtubules

Centrosome

Kinetochore
microtubule

Kinetochore

Spindle
pole
Sister
Chromatids

(a Chromosome)









Cytokineza

B proces podziatu cytoplazmy miedzy dwie komérki potomne

B rozpoczyna sie w anafazie
B W procesie tym uczestniczy struktura zbudowana z filamentow

aktynowych i miozynowych: pierscien kurczliwy



http://straightlab.stanford.edu/research.html




Preparatnr 1, HE, p.d.






Substancje stosowane do blokowania
wrzeciona podziatowego

®m Kolchicyna, kolcemid i nokodazol hamujg polimeryzacje
mikrotubul wigzgac sie z tubuling i zapobiegajac jej
przytgczaniu sie do konca plus

® \Winblastyna i winkrystyna silnie wigzg tubuline i prowadzg
do szybkiej depolimeryzacji mikrotubul, gtdwnie na koncu
minus

B Taxol stabilizuje mikrotubule wigzgc sie z polimerem —
uniemozliwia to zachowanie niestabilnosci dynamicznej
mikrotubul, koniecznej do przeprowadzenia podziatu
chromosomoéw w anafazie



Leczenie nowotworow

 Taksol (Paklitaksel) - terpenowy alkaloid wyizolowany z kory cisa
zachodniego
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