
(B. Němec, 1900?)

Buněčný cyklus



Definice BC

Buněčný cyklus je posloupnost událostí, 
kterými z jedné buňky vzniká větší počet 
buněk, zpravidla dvě.

• typická biologická definice
• BC je (také) „minimální ontogeneze“ - včetně

morfogenetických aspektů!



Cykly s jiným počtem dceřinných buněk: Cn

Scenedesmus quadricauda
Cn ... 2n

n = 1 - 15!

(„větší počet buněk, zpravidla dvě“)



Buněčný cyklus – úhly pohledu

• Strukturní události (replikace DNA, 
segregace chromozómů, cytokineze)

• Začlenění do ontogeneze 
mnohobuněčného organismu

• Regulační stránka



Regulace BC: historicko-metodický výlet

... ale začalo to mnohem dřív ...



Obecné schéma eukaryotního buněčného cyklu

(1. pozorování - Howard and Pelc, 50. léta, rostliny!)

(G0)



Výjimky z pravidel v rostlině

suspensor fazolu: až 103 C





meiosis



Cykly bez cytokineze: endosperm, embryo Drosophily ...

fie (fertilisation-independent endosperm), 
Arabidopsis

(Ohad et al. 1999)

(Sullivan et al., www)



Otázky (pro „ideální cyklus“):

• Jak je zajištěno, že ke zdvojení struktur 
dochází právě jednou za cyklus?

• Co udržuje pořadí a vzájemnou koordinaci 
zdánlivě nepříbuzných procesů?

• Co zajišťuje koordinaci růstu a dělení?

• Jak buňka ví, kam má dát nové struktury?

(Wheals, 1976)



Odpověď: 2 alternativní modely!

(Hartwell 1974)

(domino)

(hodiny)



Model typu „domino“ (L. Hartwell)

Východisko: mutace buň. cyklu Saccharomyces



cdcmutace
cdc4, pm+                     pm-



Pořadí funkce CDC genů

• Vzájemná
závislost a 
pořadí

• Závislost -
pořadí vůči 
místu účinku 
inhibitorů

• Synchronní
kultury 
výhodou (ne 
podmínkou)



Mapa funkcí CDC genů

(Hartwell 1974)

CDC28



Modely typu „hodiny“ (T. Hunt, M. Kirschner, A. Murray)



MPF - maturation promoting factor



MPF = p34 + „cyklin“



Další doklad pro „hodiny“: fúze buněk

(Rao and Johnson)

(D. Dudits)



Scientists need to earn the trust and 
confidence of the public if we are to retain 
our “license to operate.” But to do that we 
have to be accurate about what science 
can do. It is no good  exaggerating what 
science can deliver, as happened when 
the Director of the National Cancer 
Institute, Dr. Andrew von Eschenbach, 
announced the  Institute’s challenge goal 
in 2003 as “To eliminate the suffering and 
death due to cancer by 2015.” This 
cannot be justified even as a statement of 
aspiration because when we fail to 
deliver, as we surely will with such a 
claim, we will lose the confidence and 
trust of both the politicians and the public.

Prof. Paul M. Nurse

generální ředitel Imperial Cancer Research 
Fund, Londýn; nositel Nobelovy ceny ... 
nyní Rockefeller University
18. 10. 2001 – UK - doktor honoris causa 
přírodních věd „za zásadní příspěvky k 
poznání regulace buněčného dělení, které
významně posouvají poznání v biologii a 
lékařství“ (na návrh PřF UK)



Sjednocení modelů (P. Nurse):

CDC28 kóduje p34!

„cyclin-dependent kinase“, CDK
(dílčí procesy mohou běžet podle modelu „domino)

(Simanis a Nurse 1986)



• Vlny
– CDK
– cyklinů
– CDK inhibitorů

• Regulace:
– transkripce
– proteolýza

• Modulace 
aktivity CDK



Komplex CDK -
cyklin - CKI



(Doerner lab 2005)

exocytosis via NSF
(PCTAIRE! – Liu et al. 2006)

Diversita CDK a cyklinů
(živočišná terminologie)



E
volu

ce C
D

K
 

Robbens et al. 2004



16 Arabidopsis CDK dosud 
zmeškáno, 2 CDK10/11 a 14 
recentně duplik. CDK9 

Guo and Stiller 2004

CdkC

CdkB

CdkA

CdkD

CdkF

CdkE

CAK + TFIIH

CTD kinase

P-TEFb

RNA proc.?
G2M?



CDK-like kinázy a transkripce
• TFIIH

• CTD kinase (S.cer.: 
KIN28)

• P-TEFb (Positive-
Transcription 
Elongation Factor) 
... + cyclin T (referát)



CDK: rozmanitost sekvencí i funkcí

• Kromě „jádrové“ funkce i další (CLN, 
meiotické ...)

• Spřízněnost s transkripčním aparátem 
(TFIIH, CTD kinázy)

• ALE rodina CCC (cell cycle control) kináz 
stará, CDK jsou mladá větev, divergence až
v eukaryotech ... a větve dosti slušně
konzervovány.

(Guo a Stiller 2004; Krylov et al., Curr. Biol. 13:173-177, 2004)



Cykliny z Arabidopsis – Wang et al. 2004

E
voluce cyklinů



Cykliny - dělba práce

• „Mitotické“ - klasické:
– A - S fáze

– B - mitosa

• „G1“ - heterogenní
skupina; cell cycle 
commitment a ???



Současný stav u rostlin 
(Francis 2007)



(příklad ovšem živočišný ...)



Cykliny jsou spřízněné s TFIIB a pRb!

Nucleic Acids Res. 1994 March 25; 22(6): 946–952. 



„Pocket proteins“ - příbuzenstvo cyklinů: pRB a spol.





Transkripční regulace - E2F, pRB

S-fázní geny: TK, RNR ...
A. th. zeus – 1. zygotické dělení, TK!







Mechanismus represe je možná trochu složitější ...

Rb indukuje deacetylaci 
histonů, což brání
transkripc přísluš. oblasti 
chromatinu 



Na kontrole transkripce a cyklu  se podílejí i ARP4,6,7! 

(přes kondensaci 
chromatinu – pleiotropní, 
vliv též na kvetení a 
senescenci květů ...)

(Meagher et al. 2005, 2007) 



Regulace CDK: např. fosforylací



A to ještě není všechno: CDK mají i další
fosforylační místa.

T14

Y15

T161

T161

Y15

T14

T161

Y15

T14
T14

Y15

T161

T14
Y15

T161

cdc25

wee1 cyklin



... jakožto jedna z cest ke spřažení cyklu a růstu

(S. pombe)



Exprese kvasinkového Cdc25 v rost. buňkách má fenotyp

(Orchard et al. ... Suchomelová, Lipavská ... 2005)

Na celých rostlinách 
„cytokinin-like“
efekty…



Proteolýza v regulaci BC

Skp1 -Cullin - F-box

Anaphase 
promoting 
complex

ubikvitinem regulovaná proteolýza



Amatomie APC/cyklosomu (cyclosome)

• E3 Ubi-ligasa

• Podjednotky: Cdc16, 
Cdc23, Cdc26, Cdc27, 
BimE + 3 další

• Regulace: Cdc20nebo Cdh1
– Cdc20 sám degradován via 

APC

– Cdh1 je substrátem CDK 
(inaktivační P ace!)

kvasinka: mND fenotyp



Další role APC: separace chromosomů

SMC (structural 
maintenance of 
chromosomes)

SCC (sister chromatid 
cohesion)

Sesterské chromatidy drží pohromadě
kohesinové komplexy.

místo 
proteolyt. 
štěpení

(C. H. Haering)

(kleisin)





Ústřední hodiny buněčného cyklu

vstupy výstupy

centrální oscilátor
(„cell cycle engine“)

velikost
signály
poškození ...

gen. exprese
mitosa, 
cytokinese ...

Jak vůbec lze zajistit pravidelný chod - oscilace?



Minimální oscilátor (jeden z mnoha)

Je lepší než jiné?? Problém robustnosti!

(Ingolia a Murray, Curr. Biol. 2004)



Oscilátor v kontextu tradičního pohledu

Tyson and Novak, J. Theor. Biol. 210:249-263, 2001



Dva stavy „cyklových hodin“

Stav G1 S/M

CDK

APC

DNA (ORC) prereplik. postreplik.

Start

Finish

(Novak et al., Phil.Trans.R.Soc.Lond.B 353:2063-2076, 1998)

Růst

Nedoreplikovaná DNA
Neúplná metafáze



Model minimálního cyklu

• Jádro: CDK/cykliny
+ APC

• Start regul. růstem
• Finish regul. 

dokončením 
replikace + vřeténka 
prostřednictvím 
„aktivátoru“ APC 
(ACT)

• Osciluje v širokém 
rozmezí parametrů!

(Novak et al., Phil.Trans.R.Soc.Lond.B 353:2063-2076, 1998)



Vstupy a výstupy - (nejen) „rostlinná specifika“

vstupy výstupy

centrální oscilátor
(„cell cycle engine“)

velikost
signály
poškození ...

gen. exprese
replikace
mitosa, 
cytokinese ...



Obecně cyklus regulován též v závislosti na 
poškození („checkpoints“)



Ontogenetická kontrola BC - rostlina vládne buňkám

AtCYCB1::GUS





Kontrola cyklu fytohormony





- odpověď na auxin (A. th. kořeny)









Rekapitulace:
Ústřední hodiny buněčného cyklu

vstupy výstupy

centrální oscilátor
(„cell cycle engine“)

velikost
signály
poškození ...

gen. exprese
mitosa, 
cytokinese ...

Jak vůbec lze zajistit pravidelný chod - oscilace?



Minimální oscilátor (jeden z mnoha)

Je lepší než jiné?? Problém robustnosti!

(Ingolia a Murray, Curr. Biol. 2004)



Oscilátor v kontextu tradičního pohledu

Tyson and Novak, J. Theor. Biol. 210:249-263, 2001



Dva stavy „cyklových hodin“

Stav G1 S/M

CDK

APC

DNA (ORC) prereplik. postreplik.

Start

Finish

(Novak et al., Phil.Trans.R.Soc.Lond.B 353:2063-2076, 1998)

Růst

Nedoreplikovaná DNA
Neúplná metafáze



http://mpf.biol.vt.edu/research/generic_model/main/pp/http://mpf.biol.vt.edu/research/generic_model/main/pp/



„Wiring diagram“



„Jednodušší“ případ – kvasinka:

http://mpf.biol.vt.edu/research/budding_yeast_model/pp/simulator.php





Vstupy a výstupy ... zpět k cyklu

vstupy výstupy

centrální oscilátor
(„cell cycle engine“)

velikost
signály
poškození ...

gen. exprese
replikace
mitosa, 
cytokinese ...



Replikace genomu

- klíčová úloha replikačních počátků!

Funkce závisí na kontextu: žitné chromosomy v triticale užívají 4x 
víc počátků než v žitě



ARS versus počátek replikace in vivo
Přímá vizualizace: DNA combing
(Lebofsky and Bensimon 2002)

autonomous replicating
sequence



... ale jde to i méně sofistikovaně

1. - EtBr
2. + EtBr

(Fangman et al.)



Každý ORI má své cykliny

G1 S G2 M

"start"

Cln3

Cln1,2

Clb5,6

Clb3,4

Clb1,2

Model of the Ability of B-Type Cyclins to 
Promote S Phase and Activate Replication 
Origins(A), (B), and (C) show time lines (not to 
scale) representing the cell cycle in CLB, clb5, and 
clb5 clb6strains, respectively. Arrows indicate the 
time of bud emergence during the cell cycle, and 
the duration of S phase in each case is drawn as an 
open box. Firing of the various replication origins 
is shown by shaded circles. Light shading 
represents origins activated early in S phase, and 
darker shading those origins activated later. 
Hatched bars represent the proposed capability of 
different Clb-Cdk1p activities to promote timely 
firing of early and late replication origins. 

(Donaldson et al. 1998)



Trvání eukaryotního BC - příklady

• Saccharomyces- v bohatém médiu 1,5-2 h

• Drosophila: 6 min až 10 hod

M S

6 min 10 h

M M

S

S
G2

G2 G1

... zde používány specifické embryonální ORI!



ORC – origin recognition complex







Haploidní mitosa v buňkách bez Cdc6



Je Cdc6 „licensing factor“?

(Rao and Johnson)



Kontrola replikace: 2 stavy ORC

prereplikační postreplikační

Cdc6, Mcm

S-fáze

anafáze

CLB-CDK

CLB-CDK
APC

Sic1

Cdc34 CLN-CDK



ORC assembly

bacteria           Archaea/eukaryota



Konce - telomery

telomeráza



Telomeráza

biochemický důkaz:

• přidání (TTGGGG)4 ve vysoké koncentraci do 
buněčného extraktu z Tetrahymena + *dGTP

• produkty na gelu zvětšující se o 6 bází

• vložení telomerové sekvence kvasinek (TTGGG) do 
Tetrahymena(TTGGGG) – rozdíl 1 báze a tedy 
posun v každém opakování







Telomery: další Nobelova cena za BC!

(Lasker prize 2006)



Zpět ke strukturním událostem cyklu …

1. Segregace chromozomů a 
karyokinese

2. Cytokinese

… aneb cytoskeletální efektory CDK 
(hlavně MT)





Mitotické vřeténko a segregace chromosomů



Kondensace a rozchod chromosomů







Co pohání pohyb chromosomů?

kinesiny (ATK1 a jiné?)





Lokalizace chromozomů v jádře není náhodná!



Mitosa vs. meiosa





Meiosu II lze chápat jako 
„odloženou část anafáze“

• Mutace mes1
(meiotic 
segregation?) 
u S. pombe-
porucha 
meiose II



mes1+(asi) kóduje kompetitivní inhibitor APC!

(Peters 2005)



Cytokinese

- jak rozdělit buňku ...

růst

růst

septin ring



Je rozdíl mezi rostlinami a živočichy opravdu tak zásadní?



fúze váčků



Vývoj fragmoplastu a CP

(electronmicroscopic 
tomography, Hepler 
lab)



Homotypická fúze váčků: SNARE et al., Exocyst?

• KNOLLE : syntaxin (v-SNARE)
• přísluš. t-SNARE asi redundantní

(SNAP33, SNAP29, SNAP30)
• KEULE : Sec1-related, interakce s 

KNOLLE
• KNOLLE a syntaxin SYP31: 

interakce s CDC48

(Segui-Simarro et al. 2004) (exocyst)

wt                 keule



„Cytokinetické“ kinesiny
• + end-directed: 

– rodina TKRP125 – posun mt?
– rodina PAKRP („phragmoplast –

associated“)

• - end-directed:
– rodina ATK1/KatA
– KCBP (Ca2+-calmodulin reg.)
– HINKEL (HIK) a NACK1

• NACK1 nutný pro lokalizaci NPK1
(nucleus- and phragmoplast-localized 
protein kinase 1) MAPKKK 
(Arabidopsis má 3 homology)

• lokalizace závisí na fázi cyklu!

TKRP125 (tabák)



Kde by mohla působit kontrola BC?

CDKMAPK kaskáda ... srv. NACKs!!!



Vstupy - (nejen) „rostlinná specifika“

vstupy výstupy

centrální oscilátor
(„cell cycle engine“)

velikost
signály
poškození ...

gen. exprese
replikace
mitosa, 
cytokinese ...



Kontrola cyklu fytohormony









Na úrovni buňky jasné priority???

• Základem je „cell cycle engine“

• Regulace vstupů a výstupů jsou „přívěsky“

• Víme, že rostliny rakovinu nemívají

• ALE...



Mutace a změny exprese centrálních regulátorů cyklu



Rostlina vládne buňkám, ne 
naopak!



Typický fenotyp cyklových mutací? 

(Harashima09)



wt

masivní overexprese KRP (Kip-related protein, inhibitor CDK):
malé rostliny, méně buněk

Zhou et al. 2002



Copyright ©2005 American Society of Plant Biologists

Verkest, A., et al. Plant Physiol. 2005;139:1099-1106

Intercellular and subcellular localization of Arath;KRP1

pGL2:GFP
pGL2:KRP1:GFP

(protein je v jádře a leze do sousedních buněk!)



Copyright ©2005 American Society of Plant Biologists Verkest, A., et al. Plant Physiol. 2005;139:1099-1106

Umírněná overexprese KRP: malá rostlina, velké buňky! 

wt pSTM:KRP

pTMM:KRP



Velké buňky jsou polyploidní!

(Verkest et al. 2005)



KRP kontrolují endoreduplikaci



„Atypické E2F pro endoreduplikaci?

… např. kontrola exprese aktivátorů APC…



FZR2/CCS52
Arabidopsis: 

FZR2/CCS52

endocycle

specif. APC aktivátor
mutace inhibuje endoreduplikaci

(degradace  cyklinů???)

(Larson-R
abin,2009)A, Diagram of the FZR2locusdepicting. B,. C, Flowering wild-type (WT; left) 

and fzr2-1(right) plants. D and E, ESEM micrographs of leaf trichomes of fzr2-1
(D) and wild-type (E) plants. Scale bar = 100 µm. F, Summary of leaf trichome 
branch production. Error bars represent SEs. G and J, Representatives of DAPI-
stained trichome nuclei of fzr2-1(G and H) and wild type (I and J). The branch 
number for each trichome is given in the lower left of each picture. Scale bar = 15 
µm. K, Summary of in situ fluorescence measurements of DAPI-stained trichome 
nuclei, given in relative fluorescence units (RFU).



Rozhoduje i poměr isoforem CDK!

Arabidopsis: 

CDKB1;1 +CYCA2;3

endocycle

dominant neg. cdkb1:1
indukuje endored.
• suprese ox CYCA2;3

(B
oudolf et al. 2004,2009)



Další faktory ovlivňující endoreduplikaci

hpy2:
méně CYCB1, CDKB1, CDKB2!

exprese pHPY2:GUS 
• indukována NAA
• potlačena antagonisty auxinu





K cyklu (volně) patří i 
„poslední věci buňky“



Není smrt jako smrt

... ale toto pro (fagocytující mnohobuněčné) živočichy 

... tedy otázka obecnosti ...

„Kritéria apoptózy“ - DNA žebřík, fragmentace (TUNEL), 
aktivita kaspáz...



U rostlin to může být i jinak ...
Internucleosomal fragmentation of tobacco 
genomic DNA during 7 d after different 
treatments. (A) Untreated control BY-2 cells 
in the exponential phase of growth, (B) BY-
2 cells treated with 50 µM CdSO4, (C) BY-2 
cells treated with 1 mM CdSO4, (D) BY-2 
cells killed by freezing in liquid nitrogen 
and further cultivated after thawing at 25 °C, 
(E) BY-2 cells killed by liquid nitrogen and 
further cultivated at 25 °C in the presence of 
1 mM CdSO4, (F) tobacco leaves frozen in 
liquid nitrogen and cultivated at 25 °C, (G) 
BY-2 cells killed mechanically by 
homogenization in a mixer mill and further 
cultivated at 25 °C, (H) BY-2 cells treated 
with 5% Triton X-100. DNA isolated from 
the cells ... was separated in 1.8% agarose 
gel. Line markers: M, molecular mass 
marker; C, untreated control leaves; 0.5, 1, 
3, 7, d of culture (exposure in case of CdSO4
and Triton X-100 treatments). 

(Kuthanová, Opatrný, Fischer - J. Exp. Botany 2008)



Cesty k apoptose ... u živočichů

(Elmore 2007)



Napojení na regulaci cyklu 

• Cdk1 indukuje apo T-lymfocytů (inhibitory 
chrání)

• Ox Cyc B1 dtto (u rostlin endoreduplikace!)

• Bad1p (pro-apo) fosforylován CDK1/CycB 

• ALE Cdk2 ox chrání vlas. folikly před apoptosou 

• CDK2 downstream od kaspázy? (dnCdk2 v HeLa 
- kondenzace chrom. bez aktivace kaspáz)

• 2-hybrid interakce CycD3-kaspáza 2



Napojení na checkpointy

• p53 antionkogen: mismatch signalling/repair



... a ještě detektivka na závěr: 
rostlinný p53?



Proč by rostliny mohly/měly mít 
53?

• MkAb Pab240 x 5 aa motivu myšího p53

• Rozpoznává 53–100 kDa u Zea maysa 
Pisum sativum

• Antigen koreluje s DNA repair enzymy v 
klíčících semenech

• 53, 73, 110 kDa v ječmeni ... purifikace



Fig. 1. Purification protocol for the isolation of the 110 kDa Pab240 cross-reactive polypeptide from barley 
embryonic suspension cells. After differential centrifugation, a 600×g pellet was obtained consisting of cellular 
debris (D; organelles and nuclei) and a 50 000×g supernatant containing the cytosolic fraction (C). The cytosolic 
fraction was subjected to a purification protocol ... ammonium sulphate precipitation, anion exchange (Resource Q) 
and Preparative PAGE. The 110 kDa polypeptide (−) was subjected to mild trypsin digestion (+) and the 73 and 53 
kDa bands were excised from gel and used for sequence analysis. The antibody ... was Pab240. Non-specific cross-
reaction caused by the secondary antibody (GAM-HRP) was found mainly to be present in the cellular debris.



Sekvenování:
2-oxoglutarate dehydrogenase E1 subunit !
... a má epitop i na další MkAb ...
...degradační produkty 53 a 73 kDa

... korelace s klíčením dává smysl

Fig. 4. A: Behaviour of the Pab240 cross-
reactive polypeptides in cytosolic extracts of 
barley embryonic suspension cells after heat 
shock (10 min, 42°C). Cytosolic extracts were 
made prior to heat shock (0) and after 0.5, 1, 2, 
4 and 8 h recovery at 28°C. B: Trypsin 
treatment of a cytosolic extract obtained from 
heat-shocked cells after 4 h recovery; (−) 
before trypsin treatment, (+) after 50 min 
incubation with 20 µg/ml trypsin at 23°C. Both 
Western blots were probed with the Pab240 
antibody. 


