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Spoluprace mitotickych kinaz AURKA a PLK1 v meiotickém
zrani mySich oocytu

AURKA and PLK1 functional cooperation during meiotic
maturation of mouse oocytes

Souhrn

Kinazy AURKA (Aurora A) a PLK1 (Polo-like kinaza 1) hraji v bunééném cyklu
klicovou roli ve zrani centrozomu, vystavbé déliciho vieténka nebo segregaci chromozomad.
Ackoli je znamo, ze AURKA ovliviiuje aktivaci PLK1, dosavadni studie téchto kinaz jsou
zaméteny predevsim na jejich samostatné funkce. Neni proto zcela jasné, do jaké miry se tyto

kinazy vzajemné ovliviwji, pripadné zastupuji a jaka je sila jejich spoluprace.

Cilem této diplomové prace bylo prostfednictvim vhodnych experimenti ovérit funkce

obou kindz se zamétenim na jejich spolupraci a zastupitelnost na modelu mysich oocytt.

Pomoci metod zobrazovani zivych bun¢k (LCI) a akutni inaktivace kindz vhodnymi
inhibitory jsme ukazali, Ze kinazy Aurora A a PLK1 jsou dulezité pro znovuzahajeni
meiotického zrani mysich oocytl, ovliviiuji proces vystavby dé€liciho vieténka a jsou dilezité
pro progresi zrani v dalSich fazich meiozy 1. Inhibice AURKA, PLK1 i jejich kombinace od
pocatku zrani zptisobuje v mysSich oocytech zpozdény zacatek kondenzace chromozomi a
rozpadu jaderné membrany, a také vede k delsi dobé trvani téchto dvou jadernych udalosti.
Ve srovnani s kontrolnimi oocyty tvoti oocyty s inhibovanou Aurorou A nebo PLK1 mensi
délici vieténka a v pfipad¢ inhibice obou kinaz je tento efekt jesté vyraznéjsi. Oocyty
s inhibovanou PLK1 (samostatné nebo v kombinaci s AURKA inhibici) navic nikdy

neseparuji chromozomy a nevydéluji polové télisko.

Kinazy AURKA a PLK1 tedy reguluji postup mysich oocytli prvnim meiotickym
délenim. Jejich inhibice vede k podobnym fenotypiim, coz znamend, Ze se ziejmé
srovnatelnymi mechanismy podili na stejnych meiotickych udalostech. A jak indikuje aditivni
efekt dvojité inhibice AURKA a PLK1 na vystavbu d¢liciho vieténka, v nékterych z téchto

udalosti se mohou 1 vzadjemn¢ zastupovat.

Kli¢ova slova: kindza AURKA, kinaza PLK1, mei6za, mys, oocyt



AURKA and PLK1 functional cooperation during meiotic
maturation of mouse oocytes

Summary

AURKA (Aurora A) and PLK1 (Polo-like kinase 1) play key roles in cell cycle
progression — they participate in the centrosome maturation, spindle assembly or chromosome
segregation. Although it is known that AURKA influences PLK1 activation, previous studies
exploring functions of these two kinases have been targeted mainly on their separate
functions. So it is still not clear to what extend AURKA and PLK1 cooperate or how they are
mutually substitutable. Moreover, AURKA and PLK1 have been studied mainly on somatic
cells.

The goal of this diploma thesis has been to explore functions of PLK1 and AURKA
with focus on their cooperation on the model of mouse oocytes.

On basis of of Live Cell Imaging (LCI) experiments and acute kinase inhibition, we
have shown that kinases AURKA and PLK1 are important for meiotic resumption of mouse
oocytes, participate in spindle assembly and have part in subsequent meiotic progression. The
inhibition of AURKA or PLK1 or the simultaneous inhibition of both kinases leads to delay
in the begging of chromosome condensation and nuclear envelope breakdown and also to
prolonged duration of these two nuclear events. In Aurora A or/and PLK1 inhibited oocytes
assembled spindles gain only reduced volume in comparison to untreated control group.
Finally, oocytes with inhibited PLK1 (alone or in combination with AURKA inhibition) do
not separate chromosomes and never extrude the first polar body.

So kinases AURKA and PLK1 regulate the propagation of meiosis | in mouse oocytes.
Their inhibition causes similar phenotypes, which means that they might participate in the
same meiotic events. Moreover, the additive effect of the simultaneous inhibition of AURKA
and PLK1 on spindle assembly indicates that in some of the events they might even substitute

each other.

Keywords: AURKA, PLK1, meiosis, mouse, oocyte
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1. Uvod

V prabéhu bunééného cyklu, béhem mitotického i meiotického déleni je pribeh
udalosti peclivé koordinovén tak, aby bylo zajisténo, ze ob¢ dcefiné buiiky ziskaji veskery
geneticky material potfebny pro dalsi rist a vyvoj. Stabilita genomu vSech eukaryotickych
organismi zavisi na bezchybné segregaci chromozomt. Objev cyklin-dependentnich kinaz
(Cdk) jako evolucné¢ zachovanych regulatort bunééného cyklu zacal novou éru v nasem
chapani bunécného cyklu. V dusledku tohoto objevu se pozornost obratila i na jiné proteinové
kindzy, které spolupracuji s Cdk v fizeni bunééného dé¢leni. Klicové udélosti spojené
S mitézou 1 meidzou, jako je vystavba de€liciho vieténka, segregace chromozom a cytokineze
jsou zpusobeny aktivaci fady dalSich proteinovych kinaz, v€etné ¢lenii rodin Aurora a Polo-
like kinaz.

Kinazy AURKA (Aurora A) a PLK1 (Polo-like kindza 1) hraji v bunééném cyklu
klicovou roli ve zrani centrozomu, vystavbé deliciho vieténka nebo segregaci chromozomd.
Obé¢ serin / threoninové kinazy také pfitahuji znanou pozornost jako potencialni cile v
protinadorové 1écbé, coz vede k vytvareni nékolika ucinnych a selektivnich inhibitort.
Dosavadni experimenty s pouzitim riznych genetickych a biochemickych modelovych

systému vedou K detailnimu porozuméni téchto proteint.

2. Cil prace

Ackoli je znamo, ze AURKA ovliviiuje aktivaci PLK1, dosavadni studie téchto kindz
jsou zaméteny piedevs§im na jejich samostatné funkce. Neni proto zcela jasné, do jaké miry se
tyto kinazy vzajemné ovliviiuji, ptipadné zastupuji a jaka je sila jejich spoluprace.

Cilem této diplomové prace bylo prostfednictvim vhodnych experimentd ovétit funkce
obou kinaz v meiotickém zrani se zamétenim na jejich spolupréci a zastupitelnost na modelu

mysSich oocyti.



3. Literarni prehled

3.1 Bunécny cyklus somatickych bunék a jeho regulace

Bunéény cyklus je proces, ktery slouzi k rozdéleni matefské bunky na dvé bunky
dcefiné se shodnou genetickou informaci v procesu zvaném mitéza. Tento proces provazi
vSechny somatické buniky. Bunécny cyklus se déli na cast interfazni (G1, S a G2 faze
bunécného cyklu), mitotickou (mitézu a cytokinezi) a postmitotickou (GO stacionarni fazi
bunééného cyklu). V G1 fazi bunka roste a zvétSuje svij objem, dochazi ke kontrole a
opravam DNA, zvySené biosyntéze, bunka se zvétSuje a pfipravuje se na vstup do S faze
tvorbou novych nukleotid. Nazev G1 pochézi s anglického gap (= mezera, pauza) nebo také
growth (= rast). Poté bunka piechazi do S (syntetické) faze, ve které se replikuje jaderna
DNA, dochazi ke zdvojeni chromozomii tvofenych sesterskymi chromatidami a syntetizuji se
specifické proteiny asociujici s DNA (histony). Nasledna G2 faze, kdy buiika opét roste,
pfedchdzi samotné mitdéze. V G2 fazi bunétného cyklu je syntetizovano velké mnoZzstvi
proteind, které jsou potfebné pro mitézu. Zdvojnasobuje se pocet organel a nukleuji se dalsi
mikrotubuly. V zavéru této faze se formuje svazek mikrotubult pted vlastni profazi (Alberts
et al., 1998; Morgan, 2007).

Rozdéleni buiiky na dvé buiiky dcefiné se odehrava v M-fazi. M-faze je tvoiena
jadernym délenim (mit6za) s naslednym cytoplazmatickym délenim (cytokineze) (Obr. 1)

BUNECNE DELENI

interfaze
s
Gq Gy

6 cytokineze 1 profaze

BUNECNY

CYKLUS
5 telofaze 2 prometafaze

4 anafaze 3 metafaze
M-faze

Obrazek 1. Buné¢né déleni. (Pfevzato z Alberts et al., 1998)



Mitoza je tradicné rozd€lovana do péti stadii, znichz kazdé ptedstavuje urcity stupen
rozdéleni genomu:

1) V profazi se zreplikované chromozoémy, kazdy sestavajici ze dvou sesterskych chromatid
spojenych Vv oblasti centroméry, kondenzuji. Jaderny obal zlstava neporuseny. Vné jadra se
centrozomy, jez se zdvojily v interfazi, pohybuji k opa¢nym pdlim buiky.

2) Prometafaze zaCina rozpadem jaderné¢ho obalu. Kondenzované chromozomy se piipojuji
svymi kinetochory (struktura umisténa v centroméie) k mikrotubulim vieténka vybihajicim
Z centrozomd.

3) V metafazi jsou chromozomy srovnany v ekvatorialni roviné vieténka uprostied mezi jeho
poly. Sesterské chromatidy jsou ptipojeny k opaénym po6lim vieténka.

4) V anafazi se sesterské chromatidy synchronné oddéluji. Vlakna vieténka (kinetochorové
mikrotubuly) pfipojend k chromozoémim se zkracuji a dcefiné chromozémy jsou tazeny
k opaénym polim vieténka. Kinetochorové mikrotubuly se zkracuji a pély vieténka se
oddaluji, coz oboji ptispiva k separaci chromozomi.

5) Béhem telofaze se obé sady dcefinych chromozomui dostanou k pélim vieténka a

dekondenzuji. Tvofti se novy jaderny obal, ktery uzavird kazdou sadu chromozom.

Nasleduje cytokineze, kdy se cytoplazma rozdéli do dvou bunék kontraktilnim
prstencem aktinu a myozinu II, ktery se stahne, a tak vytvoii dvé dcetfiné bunky, kazdou
s jednim jadrem. Hlavnim problémem cytokineze je, Ze déleni musi nastat ve spravném
okamziku (po separaci chromozomil) a na spravném mist¢ (aby bylo zajisténo, ze kazda
dcefind builka dostane kompletni sadu chromozomu). Zacatek cytokineze je regulovan
kinazami z rodiny polo. Tvorba kontraktilniho prstence zacina po ztraté aktivity M-Cdk
(uvedeno nize). Po mitdze je pozice kontraktilniho prstence urcovana pozici mitotického
vieténka. Kontraktilni prstenec se vytvari vroviné metafazni destiCky, v pravém thlu

k podélné ose mitotického vieténka (Alberts et al., 1998; Morgan, 2007).

3.1.1 Regulace bunécného cyklu

Pribéh bunécného cyklu je komplexné fizeny a kontrolovany riznymi mechanismy
hlavné v tzv. kontrolnich bodech; signalnimi molekulami ve vazbé s receptory, nebo
molekulami, které jsou syntetizované v cyklujici bunice (cykliny, cyklin-dependentni
proteinkinazy). Tato sit’ musi reagovat na velikost bunky, replikaci genomu a extracelularni

signaly. Musi zajiStovat, Ze DNA je duplikovéana v cyklu pouze jedenkrat, a Ze burika bude po



replikaci rozdélena. Bunky si vyvinuly systém regulace zalozeny na kontrolnich bodech —
specifickd mista bunééného cyklu, kde buiika ovéfuje, zda vSechny predchozi udalosti (napf.
DNA replikace) probéhly spravné. Pokud néktery déj v predchozim kroku nebyl dokoncen,
burka se v tomto kontrolnim bodé zastavi. (Alberts et al., 1998; Nigg, 2001; Morgan, 2007;).

Systém regulace bunétného cyklu je zalozen na cyklicky aktivovanych enzymech —
proteinkindzach, znamych jako cyklin-dependentni kinadzy (Cdk). Aktivita téchto kinaz je
zavisla na jejich regulatorech — cyklinech, které¢ béhem bunécného cyklu prodélavaji cyklus
syntézy a degradace. U vyssich zivocicht je dosud znamo 8 cyklini, které jsou oznaceny
pismeny A — H a 7 typa Cdk protein kinaz (Cdkl — Cdk7). V jednotlivych fazich bunééného
cyklu jsou pfitomné urcité typy cyklint v komplexu s ur¢itou Cdk kinazou. Cyklické spojeni
nebo zruSeni vazby jednotlivych typt cyklini s Cdk molekulami a jejich nasledna degradace,
je hlavni reakce, kterd umoziiuje navozeni postupnych fazi bunééného cyklu (Nigg, 2001;
Malumbres et Barbacid, 2005).

Jednotlivé Cdk protein kindzy vykazuji odlisné funkce v zéavislosti na fazich
bunécného cyklu. Aktivita Cdk kindz je zaloZena na fosforylaci serinll a treonint cilovych
proteint, ale jedin¢ pokud Cdk kindzy vytvoii komplex s pfislusnymi cykliny. Bez této vazby
jsou Cdk molekuly inaktivni. Jak ukazuje obr. 2, pro kazdou fazi bunétného cyklu jsou
specifické urcité komplexy Cdk/cyklin (Malumbres et Barbacid, 2005; Besson et al., 2008;
Lindqvist et al., 2009).

Cdk1-cyclin B
Cdk1-cyclin A

Crkd-cyclin D
Cdkg-cyclin D

Restriction
point

Cdk2-cyalin A

Cdk2-cyelin E
Obrazek 2. Aktivita jednotlivych komplexi Cdk/cyklin béhem bunécného cyklu. (Pievzato z
Lodish et al., 1999).



Aktivita Cdk je déale regulovana Cdk aktivujicimi kindzami (CAK — pozitivni
regulace), Weel kinazou (negativni regulace) a Cdc25 fosfatdzou (pozitivni regulace —
odstrafiuje inhibujici fosfat pfidany Weel kinazou) (Obr. 3). Cyklin-Cdk komplexy jsou
inaktivovany riznymi Cdk inhibiénimi proteiny (CKI) a degradaci cyklinové podjednotky
Vv urCitém stddium bunécného cyklu. Aktivovany Cdk-cyklinovy komplex pak fosforyluje a
aktivuje cilové proteiny, které hraji kliCové tlohy v rtznych stadiich bunééného cyklu

(Malumbres et Barbacid, 2001; Besson et al., 2008).

Obrazek 3. Regulace Cyklin-dependentnich kinaz (Pievzato z Malumbres et Barbacid, 2001)

Kazdy cyklin se hromadi pouze v urCitém stddiu bunéfného cyklu a aktivuje
prislusného Cdk partnera. Koncentrace kazdého typu cyklinu vzristd, a pak v urcité fazi
bunécéného cyklu prudce kles4. Zatimco hladina Cdk se neméni, cykliny prodélavaji cyklus
syntéz a degradace v kazdém bunécném cyklu. Proteolytickda degradace cyklinu probiha
ubikvitin-dependentnim mechanizmem. Aktivovany enzymovy komplex rozezna urcité
aminokyselinové sekvence na cyklinu a pfidda k nim ubikvitin, ¢imZ oznaci protein pro
degradaci v proteazomech. Enzymovy komplex SCF je zodpovédny za degradaci G1/S-
cyklini a anaphase promoting complex (APC) za odbourani M-cyklinli na konci mitozy

(Nigg, 2001; Lindqvist et al., 2009).

3.1.2 MPF

MPF (M-phase-promoting factor) byl na pocatku sedmdesatych let dvacatého stoleti
identifikovan jako faktor nezbytny pro vstup bun¢k do mitdzy. V nasledujici dekade¢ byla pak
odhalena jeho struktura, kterd byla charakterizovana jako komplex cyklinu B a Cdk 1. Pro

aktivaci Cdkl1 je nezbytna vazba cyklinu B, ten je syntetizovan od S-faze a vrcholu dosahuje

5



na konci G2-faze téhoz cyklu, kdy jeho hladina dosahuje kritické hodnoty nutné pro aktivaci
Cdk1. Samotna vazba cyklinu B ale jesté neni dostacujici pro aktivaci Cdkl, ta je béhem G2
blokovana pietrvavajici fosforylaci dvou aminokyselinovych zbytka (T14 a Y15), za coZ jsou
zodpovédné Weel/Mytl kindzy. Proti nim plsobi Cdc25 fosfatizy (Cdc25A, Cdc25B,
Cdc25C) odstranujici inhibi¢ni fosforylaci, jejichz vliv na pocatku M-faze prevazi. Zasadni
pro aktivaci MPF je také fosforylace T161 v T-aktivaéni smycce kindzy zajistovana Cdk-

aktivujici kinazou (CAK) (Nigg, 2001; Lindgvist et al., 2009).

mitoza interfaze mitoza interfaze
aktivita
MPF :
koncentrace 2
/] cyklinu /1 /
o y . e
\\'\ .//“J
=
: e
= >

Obrazek 4: NarGst a pokles aktivity MPF a koncentrace cyklinu béhem bunééného
cyklu. Zatimco aktivita MPF roste a klesd béhem kazdé mitdzy, koncentrace cyklinu se
pozvolna zvySuje bchem interfdze, vrcholi v mitéze a rychle klesd na konci mitozy.
Koncentrace MPF se béhem bunééného cyklu neméni, méni se pouze jeji aktivita (Pfevzato

z Alberts et al., 1998).



3.2. Meioza

Meioza (zraci déleni) je proces redukéniho dé€leni buiiky, ktery probihd ve dvou po
sob¢ nasledujicich délenich a jehoz vysledkem jsou, na rozdil od bunék somatickych, bunky
s haploidnim poétem chromozomu (Obr. 5). Meiotickym dé€lenim vznikaji pohlavni bunky
(gamety). Vyznam meidzy spocivd v ndhodném rozd€leni otcovskych a matetfskych
chromozomti do pohlavnich bun¢k, a tim umoznéné genetické variabilité. Ta je zvySena

mechanizmem crossing-overu (Alberts et al., 1998).
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Obrazek 5. Porovnani meiozy a mitdzy. (Pfevzato z Alberts et al., 1998)

Reduke¢ni déleni pohlavnich bunck muzeme stejné jako déleni somatickych bunck

(mitézu) rozdélit do nékolika fazi, které jsou podrobnéji popsany v nasledujicich kapitolach.
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3.3 Oogeneze a folikulogeneze

Vyvoj samic¢ich zarode¢nych bunék (oocytll) zacina jiz béhem fetadlniho vyvoje samice
V procesu zvaném oogeneze a ukoncen je az na konci jeji pohlavni aktivity. Proces oogeneze
zahrnuje tfi fdze — mnoZeni zarode¢nych bunék, jejich rist a zrani (Bukovsky et al., 2005;

Palma et al., 2012).

3.3.1 Faze mnozZeni

Oocyty pochdzeji z malého poctu kmenovych bunék — primordialnich zarode¢nych
bun¢k (Primordial Germ Cells — PGC), které se béhem embryondlniho vyvoje mitoticky
mnozi a méni se na oogonie (Obr. 6). Oogonie nasledné prochdzi nékolika cykly mitotického
déleni a posléze vstupuji do stadia preleptotene — profaze prvniho meiotického déleni a stavaji
se z nich priméarni oocyty. Profaze prvniho meiotického déleni se ¢leni na né€kolik stadii:
leptotene, zygotene, pachytene a diplotenni stddium. Vlastni déleni je zahajeno vstupem do
stddia leptotene, kdy chromozomy v jadfe Castecné kondenzuji a stavaji se mikroskopicky
patrné. Ve druhém stadiu, zygotene, se paruji homologni chromozomy do bivalenti.
Propojeni lateraln¢ i transverzalné je oznacovano jako synaptonemalni komplex, ktery
zipovym zpusobem spojuje oba homology. V dalsim obdobi prvni meiotické profaze,
pachytene, se homologni chromozdémy zkracuji a tloustnou a jsou zietelné rozdéleny na dvé
sesterské chromatidy, vzniké tak ctvefice spojenych chromatid — tetrada (slozend ze dvou
k sobé ptilozenych homolognich chromozomti — bivalenti). Nesesterské chromatidy
sparovanych chromozomil se piekiizuji (crossing-over) a nastdvd vymeéna nesesterskych
chromatid mezi homolognimi chromozémy v bivalentech (rekombinace). V nasledujicim
diplotennim stadiu profaze se chromatidy diky rozpousténi synaptického komplexu zacinaji
od sebe oddélovat, jsou vSak jesté k sobé poutany v mistech, kde doSlo k piekiizeni a
zapleteni nesesterskych chromatid, tzv. chiazmatech. Ve fazi diplotene, dochéazi k zastaveni
prvniho meiotického déleni az do hormonalni iniciace dalSiho zrdni v dobé pohlavni

dospélosti (Eppig, 2001; Fair, 2003).

3.3.2 Faze rustu
V diplotennim stadiu, kdy je docasné zabrzdéno meiotické zrani, se oocyty obaluji

jednou vrstvou plochych pre-granuléznich bun¢k, a vznika tak klidovy primordialni folikul



(Obr. 6). Po dosazeni pohlavni dospélosti vzdy urcitd skupina primordialnich folikula
vstupuje do rastové faze. Primordialni folikul se méni na primarni folikul, ktery je slozen
Z oocytu a jedné vrstvy kubickych folikularnich bunék, jez vznikly postupnou pifeménou
puvodnich plochych bun¢k (Palma et al., 2012). V této fazi se zahajuje intenzivni riist oocytu.
Kubické folikularni buniky oznacované jako granuldzni ovliviiuji expresi proteinti na Grovni
transkripce i translace a bez jejich pfitomnosti nejsou oocyty schopné rist. (Vanderhyden,
2002). V okamziku, kdy je oocyt obklopen vice neZ jednou vrstvou granuldznich buné¢k, se
folikul oznacuje jako sekundarni folikul. AZ do vytvofeni sekundarniho folikulu neni tento
proces zavisly na pfitomnosti FSH, ale dals$i vyvoj uz na FSH zavisly je a dochazi k nému
tedy az ve chvili, kdy je organismus schopen si dostateCnou hladinu hormonu vytvorit.
Vlivem FSH konvertuji granulézni bunky androgeny na estrogeny, které vyvolavaji rist a
déleni granuloznich bunék. Vytvaii se dutinka nazyvana antrum folliculi, ktera se zacina plnit
folikularni tekutinou a formuje se antralni folikul, nékdy také oznacovany jako tercidlni nebo
Graaftv folikul. (Rodrigues et al., 2008; Skinner, 2005). Buiiky v terciarnim folikulu se daji
rozliSit na dva typy: buiiky bezprostiedné obklopujici oocyt jsou buiikky kumularni a vnéjsi
granulozni buiiky lemujici sténu antrdlniho folikulu theca foliculi se pak nazyvaji murdlni
granul6zni buniky. (Eppig, 2001; Rodrigues et al., 2008). Kumuléarni buiky jsou citlivé na LH
a uvoliuji rizné substance, jez kontroluji jaderné a cytoplazmatické zrani oocytu. Kumulani
buiiky, které po zvyseni hladiny hormonu LH expanduji, zistavaji s oocytem asociovany i po
nasledné ovulaci az do doby oplozeni. Tyto bunky tvofi tzv. cumulus (Eppig, 2001; Fair,
2003).
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Obrazek 6. Vyvoj folikulu a rst oocytu z oogonie (A) pies primordialni folikul (B), primérni
folikul (C), sekundarni folikul (D), rany antralni folikul (E) az po antrélni folikul (F). Méftitko
ptimky na obrazku 20 pm. (Pfevzato z Rodrigues et al., 2008)

3.3.3 Meioticka kompetence

Na zacatku ristové faze, pred vznikem antrdlni dutiny, nejsou oocyty schopné
znovuzahdjit zrani a jsou oznacovany jako meioticky nekompetentni. Pozdéji v dalSich fazich
ristu jsou sice schopny zrani zahdjit, nikoli vSak dokoncit, jsou c¢éastecné meioticky
kompetentni. Teprve oocyty sukonfenym ristem maji pln€¢ vyvinutou meiotickou
kompetenci a jsou schopny dosdhnout stadia druhé meiotické metafaze (Motlik et al., 1984,
Motlik and Fulka, 1986).

Meioticka kompetence se tedy vyviji postupné, zvySuje se s velikosti oocytu, U
prepubertalnich zvifat s vékem. Schopnost dokoncit jaderné zrdni se objevuje u oocytu
Vv dobé¢, kdy dosdhne ptiblizné€ finalni velikost. U hlodavcii se objevuje v dobé tvorby antra, u
ostatnich dosud studovanych druhti v asnych antralnich folikulech. Oocyty prasat izolované
z antralnich folikuli o priméru 1 — 1,5 mm maji schopnost zahdjit jaderné zrani, coz se
projevuje rozpadem zarode¢ného vacku - jaderné membrany (GVBD, germinal vesical

breakdown) a vétSina z nich dosahne stadia metafaze 1. Nejsou vSak schopny vstoupit do
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druhého meiotického déleni a dosdhnout metafaze II. Teprve pln¢ dorostlé praseci ocyty o
velikosti 120 pm, z folikulG o priméru 2 mm jsou jiz zcela meioticky kompetentni, coz
znamena, ze jsou schopny po znovuzahdjeni meidzy dosahnout az metafaze II, kdy jsou
nasledn¢ oplozeny a jako zygota vstupuji do ran¢ho embryondlniho vyvoje (Motlik et al.,
1984, Fair, 2003). Podobné vysledky byly ziskany i pro oocyty skotu a kralikii (Motlik and
Fulka, 1986).

U mysi md meioticky kompetentni oocyt velikost 75 pum (Eppig, 2001). Nastup
meiotické kompetence koreluje s formovanim kompaktniho jadérka. V dobé tvorby antra u
prasete (fol. 0,5 mm), kratce pted kompaktizaci nukleolu, ma oocyt velmi omezenou
schopnost znovuzahdjeni meidzy a neni schopen ji dokoncit, mé jen ¢astecnou meiotickou
kompetenci (schopnost GVBD). Oocyty s plné¢ kompaktnim nukleolem z 50% dosahnou
metafaze I (Motlik et al., 1984).

Z vyse uvedeného tedy jasné vyplyva, ze ziskdni vyvojové kompetence je postupny
proces, ktery probiha béhem vyvoje a rustu oocytu v rostoucim folikulu. Znovuzahajeni
meidzy meioticky kompetentnich oocytl je az do doby preovulaéniho zvySeni LH inhibovano

folikularnim prostiedim.

3.3.4 Faze zrani

Meiotické zrani umoziuje pfemeénu nezralych oocytil v antralnich folikulech v oocyty
zralé, oplozeni schopné. PIn€ narostlé meioticky kompetentni oocyty jsou ve folikulu drZzeny
v profazi I ve stadiu pozdni diplotene, dokud nedojde pod vlivem hormonalniho stimulu
Kk znovuzahajeni meidzy a nasledné ovulaci (Palma et al., 2012).

Proces meiotické maturace tedy zahrnuje znovuzahijeni meidzy, charakteristické
rozpadem jaderné membrany (GVBD), dosaZeni metafaze I, ptechod z metafdze I do
metafaze II, kdy dojde k vydéleni 1. polového téliska. Druhé polové télisko se vydéli az po
usp&sném oplozeni. Za zraly je mozné povazovat oocyt s prvnim polovym téliskem, ktery je
zastaven ve druhé meiotické fazi (Kishimoto, 2003).

Signal pro vstup do fazi meiotického cyklu spousti celou fadu déjt, predev§im zvySeni
hladin hypofyzarnich hormont FSH a LH, pii kterych dochdzi k morfologickym i
biochemickym zménam oocytii. U vSech ZivociSnych druhti je k znovuzahdjeni meidzy nutna
aktivace CDKl1/cyklin B komplexu, ktery byl historicky oznacen jako MPF (M-phase
promoting factor). Prvnim viditelnym znakem tohoto procesu je rozpad jaderné membrany,

tzv. GVBD (germinal vesicle breakdown). Rozpad jaderné membrany probih4, stejn¢ jako u
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somatickych bunék, ve dvou krocich a je v ném zapojena cela fada proteini véetné komplexu
Cdkl1/cyklinB. Nejdiive se za¢nou uvoliiovat periferni nukleoporiny z jadernych pért, ¢imz
se zvySuje jejich permeabilita, nasleduje fosforylace a rozpad lamind, a tim 1 definitivni
rozpad jaderné membrany (Lenart et al., 2003).

Soubézné¢ s GVBD a kondenzaci chromozémii se objevuji centroméry spojené
s mikrotubuly. Kinetochor je spojen s kazdou chromatidou v§ech homolognich chromozémut a
spolu s mikrotubuly probihajicimi od pélu k polu tvoii délici vieténko (Brunet et al., 1999).
Na rozdil od vétSiny somatickych bun€k, chybi na obou vrcholech dé€liciho vieténka oocytu
centrioly, tim padem tedy i1 centrosomy a v oocytech tak roli centrozomii obvykle nahrazuji
mikrotubuly organizujici centra (MTOC). Absence centrozomu v samic¢i meiodze byla zjisténa
u fady druhli vcetné mySi nebo Cloveka (Szollosi et al., 1972). Pfi mitdze je piipojeni
chromosomil k mikrotubuliim pod kontrolou kinetochort. K nim se pfipoji mikrotubuly (K-
mikrotubuly), které se spoji s opacnymi poly déliciho vieténka, a kdyz je toho dosazeno,
chromosom se ustali v ekvatoridlni rovin€é. V mysich oocytech ale ptichdzi ke slovu pon¢kud
odli$ny mechanismus. JelikoZ kinetochory tu nejsou po vétSinu MI aktivni, ujimaji se tkolu
dopravit chromosomadlni bivalenty do stfedu déliciho vieténka mikrotubuly vieténka, které
interaguji ptimo s raménky chromosomu a pomoci mikrotubuldrnich asociovanych motort je
stabilizuji v ekvatoridlni rovin¢é. Ke kontaktu kinetochorii a mikrotubulti dochazi az na konci
prvni meiotické metafaze, coz umozni konecné ustaleni chromosomu ve stiedu ekvatoridlni
roviny (Brunet et al., 1999).

Nasleduje anafaze I, kdy se podéln€ S$tépi centroméry, ale k polim vieténka se
rozchazeji z ekvatorialni roviny jednotlivé dvouchromatidové chromozoémy z bivalenti.
Redukuje se chromozomova sada z diploidni na haploidni (Eppig, 1991). V telofazi I jsou
oddélené sady chromozému v kazdém polu vieténka a v ekvatorialni oblasti se vytvoii tzv.
midbody, coZ je masa bazofilnich granuli. Néasleduje vydé¢leni polového téliska, které
obsahuje polovinu chromozémut z pivodni genetické vybavy (Bukovsky et al., 2005). Po
vydéleni prvniho podlového téliska se v oocytu rychle vytvofi nové vieténko slozené
z kratkych mikrotubuli tésné nahloucenych okolo zkondenzovanych chromosomi. Oproti
prvnimu vieténku je vyrazné uzsi, plazmaticka membrana v jeho blizkosti je hladka, zatimco

ostatni povrch oocytu je ziaseny (Kubiak et al., 1992). Oocyt se nachazi v metafazi Il.
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Obrazek 7. Schéma udalosti probihajicich v meidze: rozpad jaderné membrany a formovani
déliciho vieténka, jeho migrace ke kortexu oocytu, vydéleni prvniho polového téliska a
vytvoieni MII-d¢€liciho vieténka pod plasmatickou membranou. (Pfevzato z Brunet et

Verlhac, 2011)

Vyrazné zmény se projevuji také v uspofaddni kumuldrniho obalu oocytu. Bunky
odpovidaji na LH signal produkei znacného mnozstvi kyseliny hyaluronové, ¢imz se prostory
mezi kumularnimi buiikami zacinaji zvétSovat, jsou vyplnény mucidzni hmotou, dochézi
k tzv. expanzi kumulu (Bukovsky et al., 2005).

Meiotické zrani vétSiny sav€ich oocytl je spontdnné zastaveno ve stadiu metafaze 11
(Obr. 7). V této fazi jsou oocyty obalené expandovanym kumulem a pii ovulaci opoustéji
folikul. Meioza II je dokoncena pouze po oplodnéni (fertilizaci). Az po fertilizaci je druhé
meiotické déleni ukonceno, vznikne oocyt svydélenym druhym polarnim téliskem.
Chromosomy vajicka a spermie vytvofi prvojadra obalend jadernou membranou. Prvojadra
fuzuji a vznikne diploidni zygota. Chromosomy zygoty se replikuji a zygota se nasledné
mitoticky rozdéli na dvé dcefiné buiky. Tim je zahdjen embryonalni vyvoj (Eppig, 2001;
Rodrigues et al., 2008).
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3.4 Polo-like Kinazy

Stabilita genomu vSech eukaryotickych organismil zavisi na bezchybné segregaci
chromozomu pii mitotickém a meiotickém déleni buniky. Objev cyklin-dependentnich kinaz
(Cdk) jako evolucné¢ zachovanych regulatorit bunééného cyklu zacal novou éru v nasem
chapani bunécného cyklu. V disledku tohoto objevu se pozornost obratila i na jiné proteinové
kindzy, které spolupracuji s Cdk v fizeni bunééného déleni. Prominentni mezi témito enzymy
jsou Polo-like kinazy (Barr et al., 2004).

Polo-like kinazy (PLK) tvoifi skupinu strukturné piibuznych serin-treoninovych
kinaz, které¢ se nachdzeji v bunkach vSech eukaryotnich organismii s vyjimkou rostlin a
vytrusovcu - Apicomplexa (De Carcer et al., 2011). Tyto kinazy byly poprvé popsany v roce
1988 u klasického modelového organismu genetického vyzkumu Drosophila melanogaster,
pfesnéji v mutaci polo, podle které byla cela skupina pojmenovéana (Sunkel et Glover, 1988).
Mutanti v lokusu pro polo vykazovali problémy v bunéném dé€leni a disponovali obvykle jen
abnormalnimi dé€licimi vieténky. Nasledné¢ byly PLK nalezeny u mnoha eukaryotnich
organismu (Tab. 1) a bylo prokazano, Ze maji hlavni Glohu p#i vstupu do mitdzy, pii
formovani mikrotubularniho aparatu déliciho vieténka, chromozomové segregaci a cytokinezi

(Glover et al., 1998; Barr et al., 2004).

Organismus PLK Hlavni funkce
SAVCI PLK1 mnoho roli pfi mitéze a cytokinezi
PLK2 (Snk) reakce pri ’DNA poskozeni, regulace pfechodu mezi
G1 a S fazi
PLK3 (Fnk, Prk) reakce pri ,DNA poskozeni, regulace pfechodu mezi
G1 a S fazi
Sak (PLK4) dokonceni mitdzy
Xenopus laevis PIx1 role pfi mitotickém vstupu a vystupu
PIx2 nebyly zjistény Zadné specifické funkce
PIx3 nebyly zjistény zadné specifické funkce
Drosophila Polo regulace mitézy a cytokineze

melanogaster

cremeiiieelii Plc1, Plc2, Plc3 [ nutné pro rozpad jadra

elegans

Schizosaccharomyces Plolp regulace mitézy a cytokineze
pombe

Saccha_romyces Cdch regulace mitézy a cytokineze
cerevisiae

Tabulka 1. Polo-like kinazy u jednotlivych zivoc¢isnych druhti a jejich funkce (Prevzato
z Barr et al., 2004).
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Rodina polo-like kinaz nejdfive zahrnovala protein Cdc5 u pivovarské kvasinky
Saccharomyces cerevisiae, Plol u Schizosaccharomyces pombe a ptivodni Polo detekovana u
octomilky (Drosophila melanogaster) (Obr. 8). Ale pozdé&ji bylo zjisténo, ze zatimco
organismy jako kvasinka ¢i octomilka maji jen jednu Polo kindzu, bunky hlistice
(Caenorhabditis elegans) disponuji ttemi Polo kinazami (Plcl, Plc2 a Plc3), a stejné tak u
drapatky (Xenopus laevis) jsou popsany PIx1, PIx2 a PIx3 (Glover et al., 1998; Barr et al.,
2004). U savcu byl prvni analogicky protein objeven az na zacatku 90. let, nejprve u mysi.
Tento enzym byl identifikovan jako kindza objevujici se pii diferenciaci a v prubéhu
bunécéného cyklu hematopoetickych progenitorovych bunék a byl nazvan PLK. Sekvencné i
funkéné piibuzna kindza byla pozdéji nalezena i u ¢lovéka. Dnes je u savel zndmo 5 proteini
jednoduse oznac¢enych PLK1 — PLKS, které patii do jedné rodiny Polo kindz. Tyto kinazy
jsou také sekvencéné vysoce homologni (Glover et al., 1998; Winkles et Alberts, 2005; De
Carcer et al., 2011).

KVASINKY BEZOBRATLI OBRATLOVCI
i | L W

L]
e v ! T == ' 1’1
S5 pombe S cerevisae A thaliana C.elegans Drosophila 5. purpuratus D.reric  Xenopus H. sapiens
k-1
1 Cudc5 - plkc-2 PLK1 1 Pix1 PLK1
E PLK1 plo et poio pl
o PLK2
S plk2t P
A T - - - - - PLK2 Pixd PLK3
» phk3 Pics PLKS
<)
o
SAK - - - -1 sak SAK pled Pixd PLK4

Obrazek 8. Polo-like kinazy u riznych taxont. (Pfevzato z De Carcer et al., 2011).

3.4.1 Struktura polo-like kinaz

Hlavni charakteristikou vSech Polo kindz je pfitomnost fylogeneticky velmi
konzervativni aminokyselinové sekvence na C-termindlnim konci molekuly, kterd obsahuje
priblizné 30 aminokyselinovych zbytkd a je nazvana polo-box doména (PBD) (Lee et al.,
1998). Polo-box doména urcuje lokalizaci kinazy, a tim zajistuje i jeji spravnou funkci a
zvySuje ucinnost katalytické domény. Vétsina Polo kindz disponuje dvéma polo-boxy,
s vyjimkou PLK4 (Sak), ktera obsahuje pouze jeden polo-box, ktery vSak ma stejnou funkci

jako polo-boxy ostatnich Polo kindz. Aby se PBD vazala na ureny substrat, vyzaduje tzv.
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»priming fosforylaci® (pThr/pSer), ¢ili pfedchozi fosforylaci ptislusnych aminokyselinovych
zbytkt na cilové molekule (Elia et al., 2003).

Prestoze funkce Polo kinaz nejsou jesté zdaleka osvétleny, je tfeba pohlizet na
kazdého Clena rodiny Polo kinaz samostatné. Kazdéa Polo kindza mé svoji specifickou funkci,
1 kdyz exprese mRNA a vlastniho proteinu jednotlivych kindz se v pribéhu bunééného cyklu

velmi Casto prekryvaji (Petronczki et al., 2008).

3.4.2 Tkanové specificka exprese savCich PLK

Savc¢i Polo-like kinazy maji odlisnou, tkanove specifickou expresi (Winkles et Alberts,
2005). Lidska PLK1 a PLK4 jsou vysoce exprimovany ve vSech embryondlnich tkanich, které
vykazuji vysokou miru proliferace, a také u dospé€lych jedinct jsou pievazné v proliferacnich
tkanich, jako jsou napf. varlata a kostni dien. Pfitomnost PLK1 nebyla zjiSténa v jinych
tkanich, jako jsou jatra, ledviny, mozek ¢i plice, coz znamend, Ze PLK1 je hlavnim tahounem
bunééné proliferace (De Carcer et al., 2011). Exprese PLK4 mRNA byla zjisténa pouze
v nékolika malo tkanich, a sice na nejvyssi trovni ve varlatech, na stfedni trovni ve sleziné a
brzliku. Stejn¢ jako u PLKI1, nebyla exprese zjisténa v mozku, srdci, ledvinach, jatrech, nebo
ve vajecnicich (Winkles et Alberts, 2005).

Naproti tomu jsou PLK2 a PLK3 Siroce rozSifeny v raznych prolifera¢nich i
neproliferacnich tkénich. Pfitomnost PLK2 byla detekovana v mozku, srdci a plicich, ale ne
v brzliku, slezing, jatrech, ledvinach, stievech, varlatech, prsni zlaze, d€loze, pridusnici
(Simmons et al., 1992). Dale je PLK2 vysoce exprimovana v centralnim nervovém systému a
je zapojena do synaptické homeostazy a diferenciace neuronli. PLK2 je nejvice exprimovéana
v mozkové kiife, hippocampu a bazalnich gangliich, ale pfekvapivé neni skoro Zadna exprese
v mozecku. Exprese PLK3 mRNA probihd na relativné nizké urovni ve vétSiné typt tkani
dospélych savcl, vysoké hladiny byly zjistény pouze v kizi, plicich a mozku. V lidskych
tkanich byla nalezena relativné vysoka uroven exprese PLK3 mRNA v placenté, vajecnicich a
plicich (Li et al., 1996).

Exprese PLKS5 byla zjisténa pouze v nékolika malo neprolifera¢nich tkanich. PLK5
je vysoce exprimovana v centralnim nervovém systému, a to predevsim v mozku, kortikalnich
neuronech, gliovych buiikach a v granularni vrstvé mozecku. Je zajimavé, ze kindazy PLK2 a
PLK3, dalsi polo-like kinadzy, které plni neurondlni funkci, v mozeCku téméf chybi. To

naznacuje, ze PLKS5 ptebird v mozecku roli PLK2. Dale byla zjisténa ptitomnost PLK5 ve
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proximalni tubuly v ledvinach a tubuly semenné Zlazy (De Carcer et al., 2011).

3.5. Polo-like kinaza 1

Nejvice prostudovanou kinazou zrodiny PLK je bezesporu PLK1 (Obr. 9) jako
dilezity regulator bunééného cyklu, ktery mé hned nékolik fyziologickych funkci. (Barr et al.,
2004; Petronczki et al., 2008).

Lidska Polo-like kinaza 1 (Plk1)

( i §Zi Emase ) PBD D 603 aminokyselin
53 504

. . 305 407
Serin/Treonin Polo-box

kinazova doména doména

Obrazek 9. Struktura lidské PLK1, ¢isla vymezuji domény v odpovidajicich pozicich

aminokyselin (Pievzato z Petronczki et al., 2008).

PLK1 se podili na aktivaci komplexu Cdk-1-cyklin B, kterd je podminkou vstupu
buiky do mitézy i meidzy a ovliviiuje jejich prabéh. Zplisobuje maturaci centrosomu
aprispiva k formaci astabilizaci bipolarniho vieténka. Dale uvoliuje kohezin
Z chromosomalniho raménka, umoZiiuje exit z mitdzy a cytokinezi formaci aktinu. Souhrnné
1ze tedy oznacit PLK1 jako regulator pfechodu bunék z G2 do M - faze. Nejpozoruhodnéj$im
rysem PLKI je jeji ménici se lokalizace do riznych subcelularnich struktur béhem mitotické
progrese. Nejprve se v profazi PLK1 objevi na centrosomech, v prometafazi a metafazi se
vaze na kinetochory. Pozdé¢ji béhem anafaze se pak koncentruje na poélech déliciho vieténka a
v telofazi je v ekvatorialni oblasti, kde obohacuje tzv. midbody (Obr. 10) (Barr et al., 2004;
Winkles et Alberts, 2005; Petronczki et al., 2008).
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Obrazek 10. Funkce a lokalizace PLK1 béhem bunééného cyklu (Pfevzato z Barr et al.,
2004).

Podivame-li se na expesi PLK1 v prib&éhu bunééného cyklu, mRNA transkript pro
PLK1 muzeme detekovat v S-fazi, maximalni hladina se objevuje v G2/M ptechodu, je

udrzovéana béhem M-faze a v G1 fazi zcela mizi (Petronczki et al., 2008).

3.5.1 PLK1 v mitoze

3.5.1.1 PLK1 pf¥i vstupu do mitozy

PLK1 se podili na aktivaci fady molekul se zdsadnim vyznamem pro GspéSny vstup
bunky do mitdézy. Kazda faze bunééného cyklu je primarné fizena cyklin-dependentnimi
kindzami (Cdk) a jejich regulatory — cykliny. Hlavni kindzou, ktera fidi pribeh M-faze pfi
mitdze, nebo meidze je Cdkl. Jak uz bylo popséano, tak pro aktivaci Cdkl je nezbytna vazba
cyklinu B, ten je syntetizovan od S-faze a vrcholu dosahuje na konci G2-faze téhoz cyklu,
kdy jeho hladina dosahuje kritické hodnoty nutné pro aktivaci Cdkl. Samotna vazba cyklinu
B ale jesté neni dostaCujici pro aktivaci Cdkl, ta je béhem G2 blokovédna pietrvavajici
fosforylaci dvou aminokyselinovych zbytki (T14 a Y15), za coz jsou zodpovédné kinazy
Weela Mytl. Proti nim pisobi Cdc25 fosfatazy odstraiiujici inhibi¢ni fosforylaci, jejichz vliv

na pocatku M-fize pievazi. Cinnost CAK (Cdk-aktivujici kindza) zlstdva konstantni
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Vv pritbéhu celého bunééného cyklu, a ackoli je jeji aktivita potiebné pro aktivaci Cdkl, nema
regulacni funkci. Naproti tomu, bunéény cyklus je pfimo zéavisly na Cinnosti kindz Mytl,
Weel a fosfataz Cdc25. Ty jsou totiz pifimo odpovédné za regulaci Cdkl aktivity (Nigg,
2001; Lindqvist et al., 2009).

CAK

Cdk1/cyclinB
o

Myt1/Wee1 \Cdczs

Obrazek 11. Zjednodusené schéma aktivace Cdk1 pfi vstupu do mitdzy.

PLK1 se podili na primarni aktivaci Cdkl tim, ze fosforyluje mnoho z jeho ranych
regulatorti. PLK1 také fosforyluje cyklin B, z ¢ehoZ se usuzovalo, ze pravé to umozni jeho
pfemisténi z cytoplasmy do jadra a dovoli tak aktivaci Cdk1, tedy MPF. Pozd¢&jsi studie ale
jakoukoli roli PLK1 v fizeni pfesunu cyklinu B do jadra zpochybnily, jelikoz ani overexprese
PLK1 (Jackman et al., 2003), ani inhibice kinazy BI2536 inhibitorem (Lenart et al., 2007),
nebrani translokaci cyklinu B do jadra. Zda se vSak, Ze fosforylace cyklinu B PLK1 pfispiva
ke vstupu do mitdzy tim, Ze aktivuje Cdkl na centrozomech (Jackman et al., 2003). PLK1
rovnéz prispiva k degradaci kinazy Weel, coz je kinaza pfimo inhibujici Cdkl. Béhem
mitozy je Weel nejprve fosforylovana prave svym substratem Cdkl a az nasledné PLKI,
které tak vytvofi tzv. phosphodegron, na ktery se vaze F-box protein B-TrCP — soucast SCF
E3 ubiquitin ligazy, a nasméruje tim Weel k degradaci v proteasomu (Watanabe et al., 2005).
Také Mytl kindzy mohou byt fosforylovany PLKI1, ale fyziologicka tiloha této fosforylace
zatim neni pfili§ zndma (Nakajima et al., 2003).

Taktéz fosforylace Cdc25B a Cdc25C fosfatazaz je zavisla na PLKI1. V piipadé
Cdc25B je to ptesun do jadra, ktery indukuje fosforylace PLK1 (Obr. 12) (Lobjois et al.,
2009).

CAK

Cdk1/cyclinB
AN
Myt1AVeel Cdc25
Plk1

Obrazek 12. Role PLK1 pii aktivaci Cdk1 pfi vstupu do mitozy.
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Ptes vSechny tyto regulacni role PLK1 na aktivaci Cdkl, nebrani jeji inhibice vstupu buiiky
do mitdzy. (Lenart et al., 2007; Santamaria et al., 2007; Steegmaier et al., 2007; Van Horn et
al., 2010). I kdyz tedy neni PLK1 vbunééném cyklu nutna pro vstup do mitdzy, je
nepostradatelna pro kontrolni bod v G2 fazi, kdy dochazi ke kontrole genomu a jeho
postreplika¢nim opravam. Bunky po poskozeni DNA nejsou schopny vstoupit do mitézy bez

funkéni PLK1. (Mactrek et al., 2008; van Vugt et al., 2010).

3.5.1.2 PLK1 na centrozomech a pri vystavbé déliciho vireténka

Centrozom je specializované organiza¢ni centrum, které v bunice kontroluje pocet
mikrotubul@, jejich umisténi a orientaci v cytoplasmé. Centrozomy obsahuji stovky
prsténcitych utvard, tvofenych jednim typem tubulint, zvany vy-tubulin. Kazdy z vy-
tubulinovych prstenct slouzi jako poc¢atecni bod, neboli nuklea¢ni misto, odkud vyrasta jeden
mikrotubulus. Pokud buiika vstupuje do mitdzy, cytoplasmatické mikrotubuly se rozpadaji a
vytvaii délici vieténko. Ke konci S-faze buiika svij centrozom duplikuje a vznikaji dva
dcefiné centrozomy. Na zacatku profaze se od sebe oba centrozomy oddéluji a pohybuji se
k opacnym polim bunky (Alberts et al., 1998).

Prvni fenotyp popsany Vv souvislosti s PLK1 v bunééném cyklu byl charakterizovan
ptitomnosti abnormalniho a pfedev§im monopolarniho déliciho vieténka (Sunkel et Glover,
1988). Zdalo se tedy, ze PLK1 musi hrat n&jakou roli v cyklu centrozomu nebo v procesu
vystavby déliciho vieténka. PLK1 se vaze na centrozomy v pozdni G2 a rané M-fazi a tady
podnécuje rozpojeni centriol, které se kona v pozdni M-fazi. (Tsou et al., 2009). Délici
vieténka v builkkdch s depletovanou PLK1 nejsou asociovdna s centrozomy a tvofi
monopolarni vieténka, kterd navic nedisponuji astralnimi mikrotubuly. Stejné tak ptidani
inhibitoru BI2536 k buitkam, kde uz je normalni dé€lici vieténko vytvotfeno, vedlo k jeho
rozpadu (Sumara et al, 2004; Lenart et al., 2007). Jednim z moznych vysvétleni selhani
vystavby bipolarniho déliciho vieténka a vytvofeni monopolarniho pravdépodobné spociva
v neschopnosti centrozomu se v buiikach se zablokovanou PLK1 rozdé€lit na poc¢atku M-faze
(Lenart et al., 2007). Dal$i z mozZnosti vysvétlujici takovyto dopad inhibice PLK1 na strukturu
déliciho vieténka je jeji vliv na Bora, ktera funguje mimo jiné jako aktivator Aurory A
(Hutterer et al., 2006). V buiikach bez aktivni PLKI totiz neni Bora spravné a dostate¢né
degradovéna, a jeji vysoka hladina pak vede k defektim v aktivité¢ a lokalizaci AURKA,
kin4dzy majici nepopiratelny vliv na vystavbu déliciho vieténka. (Hutterer et al., 2006; Chan et
al., 2008)
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Dalsi funkci PLKI na centrozomech je pfijimani y-tubulinu do centrozomli béhem
profaze. Sumara et al. (2004) popsali, ze pfi inhibici PLK1 dochazi ke zmenseni velikosti
centrozomu zpusobené pravé nedostatkem navazaného y-tubulinu.

Inhibice PLK1 v somatickych bufikach ukazala dal$i zajimavy rozdil mezi bufikami
s funk¢éni PLK1 a buiikami s inhibovanou PLK1, a to nacasovani zacatku vystavby déliciho
vieténka. Kontrolni bunky tvofi astralni mikrotubuly cca 10 min pted GVBD, a pak rychle
tvoii bipolarni vieténka. V buikach s inhibovanou PLKI1 vznikly mitotické mikrotubuly
teprve po GVBD a bipolarni vieténko se nevytvofilo nikdy (Lenart et al., 2007).

Funkce PLK1 na centrozomech ukazuje, ze jeji pfitomnost je esencialni pro zdarny
prib¢h vystavby déliciho vieténka. PLK1 je dulezita pro separaci a maturaci centrozomd, pro
udrZeni jejich integrity, a tim 1 pro udrZeni integrity déliciho vieténka (Sumara et al, 2004;

Lenart et al., 2007; Tsou et al., 2009).

3.5.1.3 PLK1 v APC/C a p¥i separaci chromozomi

APC - anaphase-promoting complex ¢i cyklosom je dilezity regulaéni enzymaticky
komplex, pracujici jako ubikvitin-ligaza. Ma rozhodujici roli v prabé¢hu bunééného déleni na
hranici mezi metafazi a anafazi, kde pracuje predevsim jako spousté¢ rozestupu chromozomu
do dcefinych bunék. Aktivaci APC pii vstupu do anafize umoziuje navazani takzvané
podjednotky Cdc20 na APC komplex. Nasledkem této udalosti zatne APC/C provadét
ubikvitinaci nékterych dulezitych regulacnich a signalnich proteinti, pfedevsim cyklinu B a
sekurinu, coz zpisobi degradaci téchto proteinii v proteazomu a spusti anafazi. To se vSak
nestane do doby, nez je kazdy chromozom spravné pfipojen pomoci kinetochoru na
mikrotubuly déliciho vieténka — v jiném ptipadé je APC/C aktivita zablokovana. Degradace
sekurinu aktivuje separazu, a ta na oplatku rozlozi kohezinovy komplex (jenz drzi chromatidy
pospolu). Toto je mechanismus, jak zfejmé dojde k oddéleni chromatid a miiZze zacit anaféze.
(Vodermaier, 2004).

Za bezchybny priibéh této operace je odpovédny kontrolni bod SAC (spindle assembly
checkpoint). Pokud nejsou kinetochory s chromozomy spravné pfipojeny na mikrotubuly
déliciho vieténka, SAC zastavi bunécny cyklus tim, ze negativné reguluje Cdc20, a tim brani
ubikvitinaci APC/C (Musacchio et Salmon, 2007).

PLK1 hraje také roli v regulaci aktivity APC/C. Dikaz o vyznamu PLK1 pro aktivaci
APC/C a pro degradaci nckterych mitotickych protein pifinasi zjiSténi, Ze deplece PLK1

pomoci RNAi vede ke zvySené aktivit¢ Cdkl, je totiz zpomalena degradace cyklinu B, ¢imz
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se brzdi 1 postup mitézou. Navic v bunikach s depletovanou PLK1 vazne i degradace sekurinu,
a tim padem se vyskytuji potize v segregaci chromozomii (Sumara et al., 2004). Inhibice
PLK1 sice blokuje degradaci cyklinu B a securinu, ale nikoliv cyklinu A. Blok v metafazi I po
PLKT inhibici je zfejmé zpusoben spis pietrvavajicim SAC nez neaktivnim APC/C (Lenart et
al., 2007). Pokud je totiz v somatickych burnikach inhibovan SAC (inhibitorem Hesparadin) i
PLK1 zaroven, blok v metafazi I nenastava a bunky podstupuji anafazi (Sumara et al., 2004;
Santamaria et al., 2007). Aktivace APC/C s pomoci PLK1 béhem M-faze neni ale dilezita jen
pro destrukci cyklinu B, ¢i sekurinu, bunky s depletovanou PLK1 vykazovaly na konci
mitdzy naptiklad také zvySenou hladinu Aurory A (van Leuken et al., 2009).

PLK1 také zodpovida za fosforylaci kohezinu v profazi jako prvniho kroku k separaci
sesterskych chromatid (Sumara et al., 2002; Shintomi et Hirano, 2010). Dal§im faktorem
dilezitym pro separaci chromozomi je DNA replikacni faktor Cdc6. Ten je také fosforylovan
PLK1, a tato fosforylace umoznuje vazbu Cdc6 na Cdkl, coz vede k atlumu aktivity Cdkl1.
Deplece Cdc6 ¢i mutace jeho PLK1-fosforylovanych mist vede ke zvySenému vyskytu
selhani separace chromozom. Takze PLKI je dilezit4 pro separaci chromozomil i vzhledem

k jeji roli v aktivaci Cdc6 (inhibitor Cdk1) (Yim et Erikson, 2010).

3.5.1.4 PLK1 v cytokinezi

Cytokineze je zavérecna faze komplikovaného procesu bunécného déleni, pii které se
matefskd bunka fyzicky rozdéli na dvé dcetiné bunky. Prvni viditelnou znamkou cytokineze
je vytvoreni délici ryhy béhem anafdze. Dé¢lici ryha je vZdy kolmé k podélné ose déliciho
vieténka, cozZ zajistuje oddéleni dcefinych chromosomil a obé€ dcefiné butiky tak ziskaji jednu
kompletni identickou sadu. V misté ryhy se pak vytvofi kontraktilni prstenec, ktery je tvofen
z prekryvajicich se svazkl aktinovych a myozinovych filament. (Alberts et al., 1998).

Proces cytokineze musi byt pfisné regulovan, protoZe pii jejim naruseni mize dojit
napt. k nekontrolovatelnému nadorovému bujeni a vzniku rakoviny. Bylo prokézéno, ze
PLKT je jednim z hlavnich regulatori bunécného déleni, protoZe jeji inhibice vede k selhani
cytokineze. (Santamaria et al., 2007; Petronczki et al., 2008).

PLK1 fosforyluje dulezité proteiny, které jsou nutné v komplexu bilkovin
zodpovédnych za zdarny pribéh rozdéleni. Béhem anafize se PLK1 vadze na mikrotubuly
Vv centralni roviné vieténka v tzv. midzone, a pozd¢ji v telofazi méni svoji lokalizaci a vaze se
na jednotlivd vlakna vieténka. KdyZz je PLK1 inhibovéna BI2536 (nebo jiny inhibitorem)

vytraci se z téchto struktur, coz znamend, ze zde chybi i1 dal§i dilezité cytokinetické
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regulatory. PLK1 je tedy nutnd pro vlastni lokalizaci téchto dilezitych regulatort.
Delokalizace tolika bilkovin €astnicich se cytokineze zpiisobuje selhani procesu vytvoreni
délici ryhy béhem anafaze, coz vede k nedokonceni celého procesu (Brennan et al., 2007,

Santamaria et al., 2007).

3.5.2 PLK1 v biologii nadorového bujeni

Polo-like kinaze 1 ptipada také vyznamna uloha v biologii nadorového bujeni. Bylo
prokazano, ze zvySena exprese PLK1 je prognosticky neptiznivym faktorem (Klener, 2011).
Aberantni exprese PLK1, kterd byla prokazéna az u 80 % nadorovych onemocnéni, zplsobi
»~mitoticky chaos* a je odpovédna za ztratu kontroly nadorového riistu a bunééné diferenciace.
Inhibitory PLK blokuji riizné etapy mitozy, tézce posSkodi pruchod bunécnym cyklem a vedou
ke smrti bunky naslednou apoptdézou. Proto se inhibice PLKI1 stala logicky jednim
z perspektivnich prosttedkii protinddorové 1é€by a predmétem intenzivniho vyzkumu.(Lens et
al., 2010; Klener, 2011).

Teoretické predpoklady o protinadorovém ucinku PLK1 byly v poslednich letech
intezivné zkoumany v Cetnych preklinickych studiich. Z inhibitordt PLK1 je nejvice
prostudovany volasertib, derivat dihydropteridinonu 2. generace (BI-6727) a inhibitor
1.generace (BI-2536) (Obr 13).

A B
Obrazek 13. Struktura PLK1 s inhibitorem B12536 (A) a struktura inhibitoru B12536 (B)
(Ptevzato z Kothe et al., 2007).

Tyto latky blokuji mitézu jinym mechanizmem neZ dosavadni pouZivana lécCiva,
mohou tak byt uZitenym rozsifenim palety protinadorovych 1é¢iv. Mezi tato 1é¢iva 1ze kromé
inhibitord polo-like kindz fadit inhibitory aurora kinaz a inhibitory kinezind. Kineziny

23



zejména tzv. KSP (kinesin spindle protein), maji hlavni ulohu pii formaci bipolarniho
vieténka a jeho inhibice vede Kk zastavé mitozy a k apoptdze. Aurora kindzy maji dilezitou
funkci pii separaci chromosomi béhem mitdzy. Inhibitory KSP a inhibitory Aurora kinaz by
tak mohly byt vedle inhibitort PLK1 dalsi perspektivni terapeutickou skupinou cilenou na
blokddu mitézy, kterd na rozdil od dosavadnich inhibitori nemd neuropatické ucinky.
Vzijemné interakce téchto inhibitorth mitdzy jsou pfedmétem vyzkumu (Lens et al., 2010;

Klener, 2011)

3.5.3 PLK1 v meioze

Stejné jako je tomu u mitdzy, kde je role PLK1 nepostradatelna pro klicové faze
bunécéného cyklu, tak i v meidze plni PLK1 dulezité funkce, které jsou do jisté miry podobné.
Odlisnost je dana rozdilnosti obou zptsobli bunééného déleni.

Pfitomnost a funkce PLK1 v zarode¢nych bunkach (oocytech) byla potvrzena a
zkoumana u zavedenych laboratornich modeld, zejména u mysi (Wianny et al., 1998;
Pahlavan et al., 2000; Tong et al., 2002), ale i u drapatky Xenopus laevis (Karaiskou et al.,
2004) ¢i u motské hvézdice Asterina pectinifera (Okano-Uchida et al., 2003).

Aktivace PLK1 stejné jako v mitoze opét zavisi na aktivit¢ Cdk1. Bylo prokazano, ze
v oocytech s inhibovanym MPF se PLK1 neaktivuje, a to jak u mysi (Pahlavan et al., 2000),
tak u motské hvézdice (Okano-Uchida et al., 2003).

Exprese PLK1 se béhem meiotického zrani oocytu vyrazné neméni (Wianny et al.,
1998; Pahlavan et al., 2000; Tong et al., 2002). Jeji aktivni fosforylovana forma se objevuje
tésné pfed GVBD a béhem GVBD také dosahuje svého vrcholu, ani béhem MI/MII piechodu
pak v zasad¢ nekolisa a svou hladinu si udrzuje az do oplozeni, kdy exprese PLK1 prudce
klesa, a to jak v mysich oocytech (Pahlavan et al., 2000; Tong et al., 2002), tak i u hvézdice
(Okano-Uchida et al., 2003).

Lokalizace PLK1 béhem meiotického zrani je také velmi podobna jako béhem mitdzy
v somatickych bunkach. Pied rozpadem zarodecného vacku je PLKI1 difuzné rozprostiena
Vv cytoplasmé i v jadie, a po GVBD se pak soustiedi v okoli kondenzovanych chromozomi.
V metafazi se PLK1 kondenzuje na pdlech dé€liciho vieténka a od anafaze az do telofaze je
lokalizovana v roviné budouciho dé€leni buniky (Wianny et al., 1998; Pahlavan et al., 2000;
Tong et al., 2002).

Oocyty mnoha druhii savcl, vcetné mySi nebo cloveéka, neobsahuji skutecné

centrozomy a jejich roli nahrazuji mikrotubuly organizujici centra (MTOC). Pfesné sloZeni a
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struktura t€chto MTOC neni pfesné charakterizovana (Dumont et Desai, 2012). MTOC jsou
rozptyleny v cytoplazmé a po GVBD jsou reorganizovany tak, aby bylo vytvofeno bipolarni
délici vieténko (Schuh et Ellenberg, 2007). PLK1 se vaze piimo na tyto MTOC, které tvori
délici vieténko a pii metafazi se kondenzuje na poélech vieténka. Na rozdil od somatickych
bunék, inhibice PLK1 v mysich oocytech nebrani vystabé bipolarniho déliciho vieténka, ale
pravdépodobné ptispiva k nukleaci mikrotubult v MTOC, coz ma vliv na jeho konec¢ny
objem (Solc et al., under revision). PLK1 inhibované oocyty maji ve srovnani s kontrolnimi
oocyty podstatné mensi dé€lici vieténka a tyto oocyty zlstavaji zastaveny v metafazi 1. Na
rozdil od somatickych bun€k kdy je blok v metafdzi I po PLKI1 inhibici zplsoben
pretrvavajicim SAC a pfi inhibici PLK1+SAC blok v metafazi I nenastava (Sumara et al.,
2004; Santamaria et al., 2007), tak oocyty s inhibovanou PLK1 nepodstupuji anafazi nikdy a
to i pres inhibici SAC (Solc et al., under revision).

Ihhibice PLK1 v mysich oocytech také ukazala zavazné problémy pii separaCi
chromozomti. PLK1 je potiebna pii zahdjeni separace chromozomu tim, Ze se podili na
degradaci sekurinu, ktera je nutna pro aktivaci APC/C (Kudo et al., 2009). Pokud je PLK1
inhibovana v oocytech v pozdé&jsich fazich a oocyty pieci jen projdou anafazi, nevydéli
plnohodnotné polarni t&lisko a nedokonéi tak cytokinezi (Solc et al., under revision) (Obr.

14).

Jak ukazuje obrazek 14, tak pokusy s pouzitim inhibitoru BI2536 v mySich oocytech
potvrzuji, ze PLK1 je pro meiotické zrani oocytli neméné dulezita jako pti mitotickém déleni

Vv bunkéch somatickych.
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PLK1 inhibition from the beggining of meiotic
maturation of mouse oocytes

PLK1 inhibition on the metaphase I/anaphase | transition in mouse

oocytes

delay,
desynchronization,
prolonged dutration
of NEBD and CC

PLK1

PLK1

reduced spindle
volume
Metaphase | arrest

arrest with chromatin
in metaphase firure,
error-prone anaphase

attempt for polar
body (pb) extrusion

PLK1

failed cytokinesis —
pb reahsorption

Obrazek 14. Inhibice PLKI1 inhibice od po¢atku zrani mySich oocyti: a) Zpozdéni,

desynchronizace, prodlouzend délka rozpadu jaderné membrany (NEBD) a kondenzace

chromatinu (CC) b) SniZeny objem déliciho vieténka, zastaveni v metafazi I; Inhibice PLK1

v mySich oocytech na prechodu metafaze I a anafaze: a) Zastaveni chromatinu v metafazi,

nachylné k chybam anaftaze b) Pokus o vydéleni polarniho téliska c) Nedokonceni cytokineze

- reabsorpce polarniho t&liska (P¥evzato z Solc et al., under revision).

26



3.6. Aurora kinazy

Rodina Aurora protein kinaz je dal§i vyznamnou skupinou serin-threoninovych kinaz
regulujici bunécné déleni v savc€ich bunkach. Sviij nazev ziskaly podle lokalizace v prubéhu
déleni bunky, vyskytuji se na polech mitotického vieténka (podobné jako polarni zafe —
Aurora borealis - na severnim pélu Zemé). Clenové této rodiny hraji vyznamnou roli pii
kontrolnich procesech bunécného cyklu od funkce centrosomu, ptes separaci chromozomil az
po cytokinezi. Na bunécné urovni, mize dysfunkce téchto kinaz vést k aneuploidii a nefizena
regulace téchto kinaz je spojena s nadorovym buné¢nym délenim. (Vader et Lens, 2008).

Sav¢éi genom obsahuje tii geny kodujici Aurora kindzy, oznacovany jako Aurora A,

Aurora B a Aurora C. Ptehled nomenklatury Aurora kindz je uveden v nésledujici tabulce 2.

[able 2 | Nomenclature and properties of aurora family kinases

Nomenclature guide*
Mammals Other names Xenopus C.elegans Drosophila S. cerevisiae

Aurora-A Aurora-2, HsAIRK1, ARK1, Aik, EQ2 AIR-1 aurora Ipl1p?
BTAK, STK-15 (human);
ARK1, Ayk1, IAK1 (mouse)

Aurora-B Aurora-1, HSAIRK?2, ARK?2, Aik2, AIRK?2 AIR-2 IAL
AIM-1, STK-12 (human);
ARK2, STK-1 (mouse)
AIM-1 (rat)

Aurora-C Aurora-3, HsAIRK3, AIE2, Aik3,
STK-13 (human); AIE1 (mouse)

Tabulka 2. Nomenklatura aurora kinaz. (Pfevzato z Nigg, 2001).

Zakladajici ¢len rodiny Aurora kinaz byl nalezen u Drosophily. Jedna se o Aurora
kinazu, kterd byla objevena v roce 1995 a byla identifikovéna jako gen zapojeny do vystavby
déliciho vreténka (Glover et al., 1995). Kvasinky maji jen jednu Aurora kindzu (Ipll v
Saccharomyces cerevisiae a Arkl v Schizosaccharomyces pombe), ktera funkéné souvisi
s Aurora B kinazou ve vysSich organismech. Savci maji tfeti gen s nazvem Aurora C (Nigg,

2001).

3.6.1 Struktura a lokalizace
Aurora kinazy obsahuji dvé dulezité domény. Jsou jimi regulacni doména na N-konci

a katalytickd doména na C-konci. Regula¢ni doména se mezi jednotlivymi typy kinaz rizni,
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ale struktura domény katalytické ziistdva v podstaté zachovana - tii sav¢i Aurora kinazy sdili
az 80% homologie, pfiCemz ATP vazajici misto se mezi jednotlivymi kindzami prakticky
neli$i. Aurora kinazy také obsahuji tzv. D a A boxy sméfujici je k degradaci pies APC (Fu et
al., 2009).

Aurora kindzy A a B jsou exprimovany v proliferujicich bunkach a nadmérné
exprimovany v nadorovych buiikach. V bunééném cyklu dosahuje aktivita Aurory A vrcholu
pied Aurorou B, coz je dano rozdilnou subcelularni lokalizaci. Mira exprese Aurory A je
tésn¢ svazana s postupem bunéc¢ného cyklu, vrcholu dosahuje v pfechodu G2 a M faze a
s koncem mitdzy zase prudce klesa, v zasadé tak kopiruje expresi cyklinu B. Od profaze do
anafaze je lokalizovana na centrozomech a pdlech déliciho vieténka (Marumoto et al., 2002).
Aurora B kinaza je lokalizovana na vnitinich centriolach a v oblasti Kinetochorti az do
anafaze, nachazi se i na ramenech chromozomu (Giet et Prigent, 1999; Wang et al., 2011).
Aurora C je vysoce exprimovana ve varlatech, ale byla také nalezena v nadorovych
bunécnych liniich, kde byla lokalizovana na mikrotubulech déliciho vieténka béhem anafaze.

(Kimura et al., 1999).

3.7 Aurora A

3.7.1 AURKA v mitéze

Procesy regulované Aurorou A v mitdze zahrnuji zrani a déleni centrozomu, vystavbu
bipolarniho d€liciho vieténka, regulaci vstupu do mitoézy, srovnani chromozémul v metafazi,

cytokinezi a navrat do G1 faze (Nikonova et al., 2013) (Obr. 15).
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Aurora-A

Obrazek 15: Aurora A v bunééném cyklu. Aurora A se v S fazi zac¢ind vyznamné hromadit
na centrozomech a je aktivovana v prechodu mezi G2 a M fazi. Aktivni Aurora A se dale Sifi
podél mitotického vieténka v telofdzi do midzone, kde je inaktivovana a degradovana
v cytokinezi. Jen nizka troven je detekovatelna na pocatku G1 faze. (Pfevzato z Nikonova et

al., 2013).

3.7.1.1 Aktivace AURKA

Aktivaci Aurory A pii vstupu bunék do mitdzy zajiStuji prostoroveé 1 Casoveé oddélené
interakce s n¢kolika partnerskymi proteiny. Proteiny regulujici tento proces, jsou uvedeny na

obrazku 16.
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Obrazek 16. Proteiny zodpovédné za aktivaci Aurory A béhem bunééného cyklu. (Prevzato
z Nikonova et al., 2013).

Nejvice byly studovany interakce, které indukuji Aurora A autofosforylaci.
Ptislusnymi partnerskymi proteiny pro tuto fosforylaci jsou TPX2 (target protein for Xenopus
Kinesin-like protein 2), Ajuba, NEDD9 a Bora (Zhao et al., 2005). Zasadnim a
nejprostudovanéjsim aktivatorem AURKA je TPX2. TPX2 byl ptiivodné¢ identifikovan jako
protein asociovany s mikrotubuly dé¢liciho vieténka potfebny k nukleaci mikrotubuli okolo
chromozomu a u kinetochori v zavislosti na koncentraci RanGTP (Wittmann et al., 2000).
Pozdé&ji bylo prokazano, ze se TPX2 na mikrotubulech dé€liciho vieténka vaze na Auroru A,
ktera zabranuje jeho zpétné defosforylaci a aktivuje tak nukleaci mikrotubulti z centrozomu
(Ducat et Zheng, 2004).

3.7.1.2 AURKA na centrozomech

Béhem S-faze, po duplikaci centrozomu, se Aurora A hromadi na centrozomech. Jak
somatické¢ bunky postupuji bunéénym cyklem smérem k zahdjeni mitdzy, centrozomy
podstupuji proces zrani, ktery je ¢ini schopnymi vytvofit nukleani mista pro mikrotubuly,
které tvoifi délici vieténko, a také jim umoziluje fungovat jako signalni platforma pro
mitotické regulacni organy (Palazzo et al., 2000; Mahen et Venkitaraman, 2012). B&hem
tohoto procesu zrani, ktery je nejvice patrny na konci faze G2, centrozomy zvétsi svilj prameér
v disledku nartstani tzv. PCM (pericentriolar material), slozeny z koplexu y-tubulinovych

prstenct a dalSich regulacnich proteinti (Mahen et Venkitaraman, 2012). AURKA pomaha
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pfi navazani y-tubulinu na centrozomy a je nutnd pro spravné umisténi a funkci
centrosomalnich slozek, jako je centrosomin, NDEL1, LATS a TACC proteinti (Barros et al.,
2005; Abe, Y. et al.,, 2006). Ne¢které z téchto proteini jsou piimo odpovédné za zrani
centrozomu (napf. centrosomin), zatimco jiné jsou povazovany za podpurné pii nukleaci
mikrotubul. Napftiklad fosforylace TACC v Drosophile je na centrozomech nezbytna pro
fadné spojeni minus-koncti mikrotubuld s centrozomem (Barros et al., 2005). LATS2, kterou
AURKA fosforyluje, je zase nutna pro navazani y-tubulinu na centrozomy, na ¢emz pracuje v

soucinnosti s Ajuba, aktivatorem Aurory A (Abe, Y. et al., 2006).

3.7.1.3 AURKA p¥i vstupu do mitozy

Vstup buiiky do mitdézy je piimo zavisly na aktivité Cdkl, potazmo komplexu
Cdk1/cyklinB. Soub&zné se zranim centrozomu Aurora A také podporuje aktivaci komplexu
Cdkl/cyclinB, ktery je na prelomu G2 a M faze aktivovan pravé na centrozomech (Jackman
et al., 2003). V posledni dobé bylo prokazano, ze Aurora A podporuje aktivaci Polo-like
kinazy-1 prostfednictvim piimé fosforylace v ramci aktivacni T-smycky PLK1 (Chan et al.,
2008; Seki et al., 2008; Macurek et al., 2008). Zajimav¢ je, ze tato fosforylace konkrétné
pozaduje pfitomnost kofaktoru Aurory A Bora, a neni zavisla na ostatnich kofaktorech jako
je naptiklad TPX2 (Mactrek et al., 2008). Bora se navaze na PLK1 a odhali tak aktiva¢ni
smycku kinazy, kterda mimo jiné obsahuje také Thr210 ur¢eny k fosforylaci Aurorou A (Seki
et al., 2008). AURKA tedy s pomoci Bory aktivuje PLK1, aktivni PLK1 nasledné fosforyluje
Boru a sméfuje ji tak k degradaci (Chan et al., 2008). PLK1 fidi ¢innost Cdk1/Cyclin-B
prostiednictvim fosforylace fosfatazy Cdc25B a zaroven fosforyluje a smétuje k degradaci
Weel — kindzu s inhibi¢nim vlivem na Cdk1l. Kromé toho, Aurora A také primo fosforyluje a
podporuje aktivaci fosfatazy Cdc25B na centrozomech (Cazales et al., 2005). Vzhledem
k tomu, ze Cdc25B je nutna pro pocateni centrosomalni aktivaci komplexu Cdk-1/Cyclin-B
v ptfechodu G2/ M fazi, tak Aurora-A vstupuje do tohoto procesu i prostfednictvim Cdc25B.

Pfi inhibici Aurory A pomoci RNAi nebo specifickych inhibitori byl na buiikach
pozorovan zpozdény vstup do mitdzy (Seki et al., 2008) a také prodlouzZeni doby trvani
jednotlivych mitotickych fazi, predevsim profaze, prometafdze a metafaze (Marumoto et al.,
2002). Tyto vysledky naznacuji vliv Aurory A na pocatecni aktivaci Cdkl, ale jsou i studie,
které toto vyvraceji. Van Horn et al. (2010) popisuji, Ze inaktivace Aurory A nebo PLK1
Vv prubéhu bunééného cyklu nevykazuje zadny vyznamny ucinek na aktivaci Cdk1 a vstupu do

mitdzy. Nicmén¢€, soucasna inaktivace obou kindz AURKA a PLKI1 vyrazné¢ zpozd'uje
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aktivaci Cdk1 a vstup do mitdzy, coz naznacuje, Ze AURKA a PLK1 mohou mit zastupné
funkce pfi aktivaci Cdkl.

3.7.1.4 AURKA pri vystavbé déliciho vireténka

Aurora A je zodpovédnd za spravny pribéh maturace a separace centrozomu a
zodpovida také za délku a Cetnost astralnich mikrotubuli (Giet et al., 2002). Ve vSech
studovanych organismech vedla inhibice nebo deplece AURKA k tvorb¢é abnormalné
organizovanych d¢licich vietének, vcetn¢ charakteristickych monopolarnich struktur a
k pritomnosti slabych, fidkych nebo kratkych astralnich mikrotubula (Obr. 17) (Glover et al.,
1995; Hannak et al., 2001; Giet et al., 2002; Liu et Ruderman, 2006; Hoar et al., 2007). Vliv

Aurory A na vystavbu mitotického déliciho vieténka se stal ter€em intenzivniho studia.

& w bipolarni spindle s nespravné multipolarni
monopolarni spindle  napojenymi chromosormy spindle

/ { 7
4 " LI >

e

Obrazek 17. Dopad inhibice Aurory A na morfologii déliciho vieténka. (Pfevzato z Hoar et
al., 2007).

Mikrotubuly déliciho vieténka potiebuji ke svému vzniku nukleani mista — y-
A je schopna vyvolat tvorbu mikrotubulii déliciho vieténka interakci s TPX2 a skupinou
proteintl, véetné HURP, XMAP215 a EG5 (Wong et al., 2008). Za fyziologickych podminek
jsou tyto vzajemné vztahy veetn€ aktivace Aurory A stimulovany Ran-GTP, ktery je
obohacen v blizkosti kinetochoru a chromatinu. Mal¢ RanGTPazy jsou proteiny znamy
predevs§im v souvislosti s transportem mezi jddrem a cytoplazmou, ale zde hraji dilezitou roli
pti nukleaci a organizaci mikrotubuld, tvorbé déliciho vieténka a organizaci jeho regulac¢nich
faktort (Obr. 18) (Ducat et Zheng, 2004; Gruss et Vernos, 2004).
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Obrazek 18. RanGTP a Aurora A jsou zapojeny do vystavby vieténka pfes spoleCnou cestu.

RanGTP stimuluje uvoltiovani TPX2 z inhibi¢niho Importinu a / . Uvolnény TPX2 se pak
mize vazat na Auroru A a stimulovat jeji aktivaci pies autofosforylaci. Aktivni Aurora A pak

muze regulovat bipolaritu vieténka prostiednictvim dalSich proteint, naptiklad EG5 (Pfevzato

z Ducat et Zheng, 2004).

V pritomnosti exogenni Ran-GTP je AURKA v interakci s TPX2 schopna fidit
vystavbu struktur bipolarniho vieténka i bez centrozoml a chromatinu tim, Ze podporuje
polymeraci mikrotubuld (Tsai et Zheng 2005). To naznauje, ze aktivita AURKA je

rozhodujici hnaci silou pfi vystavbé déliciho vieténka.

3.7.1.5 Degradace AURKA na konci mitozy

Degradace AURKA je také regulovana pomoci interakce s partnerskymi proteiny,

jejichz ptehled je uveden na obrazku 19.
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Obrazek 19. Proteiny zodpoveédné za degradaci Aurory A béhem bunééného cyklu. (Pievzato

z Nikonova et al., 2013).
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Aurora A je degradovdna v proteazomu v pozdni anafdzi, pfi¢emz inhibice
proteazomu cyklujicich bun€k vede k hromadéni ubiquitinovanych forem Aurory A (Walter
et al., 2000; Honda et al., 2000). K degradci Aurory A dochazi prostfednictvim interakce
s komplexem APC/C (Honda et al., 2000). Aktivaci APC/C pii vstupu do anafaze umoziuje
navazani takzvané podjednotky Cdc20 na komplex. Nésledkem této udalosti zatne APC/C
provadét ubikvitinaci nékterych dulezitych regulacnich a signalnich proteinii predevsim
cyklinu B a securinu, ale i Aurory A, coz zpusobi degradaci téchto proteint v proteazomu a
spusti anafazi. Na aktivaci APC/C se v této fazi bunééného cyklu podili i PLK1 (van Leuken
et al., 2009).

3.7.2 AURKA v biologii nadorového bujeni

V roce 1998 dvé nezavislé studie poprvé popsaly zvySenou expresi Aurory A jako
spole¢ny rys n¢kolika béznych nadorovych onemocnéni, véetné kolorektalniho karcinomu,
karcinomu prsu, vajeénikl, prostaty a délozniho ¢ipku, neuroblastomu jak v primarni
nadorové tkani, tak v bunéénych liniich (Bischoff et al., 1998; Zhou et al., 1998).

Dosavadni studie na mySich popisuji, ze zvySena exprese Aurory A se V nadorovych
buiikach projevuje zesilenim centrozomu, tvorbou kolonii buné€k a ristem nadoru (Bischoff et
al., 1998; Zhou et al., 1998; Meraldi et al., 2002). Meraldi et al. (2002) ve své praci popsali,
ze zvySena exprese Aurory A ma nepiimy ucCinek na selhani cytokineze a generuje
tetraploidni buiiky se dvéma centrozomy. ZvySend exprese Aurory A vSak v primarnich
buiikach neni silny induktor bunééné transformace, coz naznacuje, Ze Aurora A vyzaduje
dalsi onkogenni udalost (Zhou et al., 1998). Zatim neni zcela jasné, jak Aurora A pfispiva
k bunécné transformaci a tumorgenezi a jakou hraje roli v priabéhu tohoto procesu.

Popsany je tésny vztah mezi Aurorou A a proteinem p53 a jejich vliv na bunécéné
procesy a tumorgenezi (Katayama et al., 2004; Liu et al., 2004). Protein p53 je produktem
genu TP53, ktery reaguje na poSkozeni DNA a rizné typy stresu (napf. hypoxie) zvySenou
expresi pravé p53. To vede k pozastaveni bunécného cyklu, nasledné opravé genetického
materidlu nebo navozeni apoptozy. AURKA piimo fosforyluje p53, kontroluje jeho stabilitu a
transkripéni aktivitu. Kromé toho, nékteré studie ukdzaly, Ze p53 mulze pfimo inhibovat
funkci Aurory A prostfednictvim jeho vazby na katalytickou oblast Aurory A (Katayama et
al.,, 2004; Liu et al., 2004). Spole¢n¢ tyto nalezy naznacuji tzkou souvislost mezi p53 a

Aurorou A pii zastavé bunééného cyklu v reakci na poskozeni DNA. Uginek zvysené exprese
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Aurory A v lidskych nadorech i mySich modelech ukazuje jasnou korelaci s p53 (Meraldi et
al., 2002; Mao et al., 2007).

Inhibice kinazy Aurory A vyrazné inhibuje rist nddorovych bun¢k v bunécnych
kulturach, a proto se logicky stala jednim z perspektivnich prostiedktli protinadorové 1€¢by a
pfedmétem intenzivniho vyzkumu (Vader et Lens, 2008). Jednou z latek, kterd dokaze uz
Vv pomérné nizkych davkach Auroru A inhibovat, je molekula s nazvem MLN8054, ktera ma
tu vyhodu, Ze nevykazuje inhibi¢ni vliv na pfibuzné kindzy a ovliviiuje pouze kindzovou
aktivitu Aurory A (Manfredi et al., 2007). Tato inhibice vede k zavaznému fenotypovému
projevu. Burika oSettena MLN8054 vykazuje defekty v morfologii déliciho vieténka az v 95%
ptipadil, objevuji se monopolarni i polypolarni vieténka (Hoar et al., 2007). Inhibitory Aurora
kindz by tak mohly byt vedle inhibitort PLK1 dal$i perspektivni terapeutickou skupinou
cilenou na blokddu mitézy. Vzajemné interakce téchto inhibitord mitézy jsou predmétem

vyzkumu (Lens et al., 2010; Klener, 2011).

3.7.3 AURKA v meioze

Zatimco role Aurory A v mitotickém cyklu je pomérné dobie popsana, vyzkum kinaz
vV meiotickém zrani sav¢ich oocytti byl zaméfen piedevsim na role cyklin-dependentni kinazy
(Cdk1) a mitogenem aktivované protein kinazy (MAPK) (Motlik et al., 1998; Abrieu et al.,
2001) a jen relativné mala pozornost, v souvislosti s meiotickym zranim sav¢ich oocyti, byla
vénovana AURKA.

3.7.3.1 Exprese a subcelularni lokalizace AURKA béhem zrani oocyti

Aurora A se zda byt dominantni isoformou Aurora kinaz v savcich oocytech. Jeji
piitomnost v savéich oocytech byla prokazana napfi¢c modelovymi organismy (Yao et al.,
2004; Swain et al., 2008; Saskova et al., 2008; Uzbekova et al., 2008). Jeji lokalizace a
exprese se béhem meiotického dé€leni pfirozené méni v nédvaznosti na postup procesu.
Sagkova et al. (2008) popisuji nizkou expresi AURKA v mysich oocytech ve fazi GV, zvyseni
jeji hladiny béhem GVBD, kterd pak ziistava v podstaté konstantni az do faze MII. Toto
zjiSténi ovSem kontrastuje s praci Yao et al. (2004), kteti uvadéji nejvyssi koncentraci
AURKA béhem GV a MII a nizsi, ale konstantni hladinu v ostatnich fazich. Vznikly rozpor
vysvétluji autofi pouzitim odli§nych protilatek (Saskova et al., 2008). V oocytech ve fazi GV
je Aurora A difuzné rozptylena v cytoplazmé a koncentruje se v zarode¢ném vacku. Kratce po

GVBD je AURKA zifejm¢ uz ve své aktivni form¢ distribuovdna ke kondenzovanému
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chromatinu navédzana na mikrotubuly-organizujici centra (MTOCs). V dalsi fazi se pak kinaza
stéhuje na poly déliciho vieténka, a to az do ukonéeni anafaze I (Yao et al., 2004; Saskova et
al., 2008).

Tyto vysledky jsou podobné t€ém v somatickych bunkéch, kde exprese AURKA je
zavisla na bunééném cyklu, dosdhne maximalni hodnoty v M-fazi, a je lokalizovana

Vv cytoplazmé, jakoZ i na centrozomech a délicim vieténku (Nikonova et al., 2013).

3.7.3.2 AURKA pri znovuzahijeni meidzy

Mysi oocyty nemaji klasické centrozomy obsahujici centrioly (Szollosi et al., 1972),
ale maji jedno az tfi mikrotubuly-organizujici centra (MTOC:S), kterd obsahuji pericentrin a y-
tubulin (Gueth-Hallonet et al., 1993; Schuh et Ellenberg, 2007). Po GVBD MTOCs zvysuji
svij pocet a shlukuji se v blizkosti kondenzovanych chromozému. Narist celkového poctu
MTOC béhem znovuzahdjeni meidzy (Schuh et Ellenberg, 2007) lze povaZovat za analogicky
proces se zranim a d€lenim centrozomu v somatickych bunkéach, jako proces, ktery vyzaduje
aktivitu AURKA (Palazzo et al., 2000; Mahen et Venkitaraman, 2012). ZvySena aktivace
Aurory A je ziejm& omezena pouze na MTOCs, protoze v cytoplazmé nebyly ve vysi
fosforylované AURKA zji§tény zaddné vyznamné zmeény. Bylo popséno, Ze piedcasna
aktivace AURKA vede k pred¢asnému zvyseni poctu MTOCs, coz ma za nasledek vytvoreni
vadného multipolarniho vieténka a zastaveni bunééného cyklu (Saskova et al., 2008; Solc et
al., 2012).

V somatickych buikéach, ptisobi AURKA béhem normalniho mitotického vstupu jako
pozitivni regulator Cdc25B a urychluje vstup do mitdzy, ackoli neni pro vstup do mitdzy
nutnd (Dutertre et al., 2004). Aurora A je ale nezbytna pro ,,G2-checkpoint recovery™ -
znovuzahajeni bunéfného cyklu po DNA poskozeni v G2 fazi (Mactrek et al.,, 2008).
Znovuzah4jeni meidzy oocytli se v mnoha ohledech podobé prave ,,G2-checkpoint recovery*
(Solc et al., 2010). Cdc25B je nezbytna pro aktivaci Cdkl a zahajeni meiézy (Lincoln et al.,
2002). AURKA je aktivovana fosforylaci na T288 poprvé tésné pied GVBD na MTOCs a tato
aktivace AURKA je dvoufazova. Pocatecni aktivace nevyzaduje aktivitu Cdc25B-Cdkl,
zatimco plna aktivace, ktera je nezbytnd pro zvySeni po¢tu MTOCs, zavisi na ¢innosti Cdk1
(Solc et al., 2012). Soucasné vysledky potvrzuji, Ze aktivni AURKA hraje kli¢ovou roli jak ve
zrani a déleni centrozomu v somatickych bunkach, tak i ve zrani MTOCSs v oocytech (Yao et
al., 2004; Saskova et al., 2008).
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Dosavadni publikované prace popisujici vliv inhibice AURKA na zahajeni meidzy
nejsou zcela jednotné. Néktefi autofi popisuji v oocytech s inhibovanou AURKA zpozdéni
rozpadu jaderné membrany (GVBD) (Yao et al., 2004; Saskova et al., 2008). Jiné prace ale
toto tvrzeni nepotvrzuji a shledavaji vliv inhibice Aurory A na GVBD v podstaté
zanedbatelnym, jelikoz jak kontrolni, tak oSetfené oocyty vykazovaly v zasadé stejnou
kinetiku GVBD i aktivace Cdkl/cyklinu B (Castro et al., 2003; Ding et al., 2011). O roli
Aurory A ve znovuzahdjeni meidzy muze vypovidat nejen inhibice kinazy, ale 1 jeji
overexprese. Napiiklad mikroinjekce mRNA pro Auroru A do oocytlii Xenopa zpusobila
urychleni nastupu GVBD, ovSem az po stimulaci oocytu progesteronem, samotnd zvySena
exprese AURKA k aktivaci MPF nebo k rozpadu jaderné membrany nevedla (Andresson et
Ruderman, 1998). Toto pozorovani bylo potvrzeno i na mySich oocytech inhibovanych
(blokovanych v GV stadiu) vysokou hladinou cAMP (pomoci IBMX), kde overexprese
AURKA k piekonani meiotického bloku rovnéz nestagila (Sagkova et al., 2008). Podminéna
overexprese AURKA v oocytech tedy neovlivituje zahdjeni meidzy, zrani a vyvojovou

kompetenci (Solc et al., 2012).

3.7.3.3 AURKA pfi vystavbé déliciho vireténka v meioze - prechod do MII

I kdyz role Aurory A ve znovuzahdjeni meidzy neni zrovna jasnd, autoii se v zasadé
shodnou na dopadu inhibice AURKA na nasledujici procesy. Ve fazi MI Cinnost AURKA
pozitivné reguluje délku déliciho vieténka. Inhibice AURKA obvykle vede k nepfirozené
zvySené mite defektd ve vystavbeé déliciho vieténka, a ziejmé praveé tyto defekty casto
znemoziuji oocytu s inhibovanou AURKA vydélit prvni polové télisko, a pokrodit tak do faze
MIL. (Yao et al., 2004; Saskova et al., 2008; Ding et al., 2011).

Inhibice Aurory A v mySich oocytech vede ve zvySeni mife k nespravné lokalizaci
MTOC a k tvorbé abnormalniho dé€liciho vieténka s chromozomy Spatné srovnanymi

v metafazni roviné (Obr. 20) (Sagkova et al., 2008; Ding et al., 2011).
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A B

Obrazek 20: Fenotypy déliciho vieténka ve fazi MI v mysich oocytech. D¢lici vieténko v
kontrolnich oocytech (A) a v oocytech s inhibovanou AURKA (B). (Pfevzato z Sagkova et al.,
2008).

Podobny efekt je popsan i u oocyti Xenopa, kde vycerpavani AURKA (EG2), nebo jeho
substratu (TACC3 Maskin) vede k tvorb¢ kratsi délicich vietének (Peset et al., 2005).

Jak inhibice, tak 1 pfili§ vysokd exprese AURKA vede k defektim ve vystavbé
déliciho vieténka. V oocytech s overexprimovanou Aurorou A se tvoii nadbyte¢cna MTOC a
to i pfes inhibici ,hlavni kinazy*“ Cdkl, z ¢ehoz by se dalo soudit, Ze sama Aurora A je
zodpovédna za amplifikaci MTOC, a alespon tato jeji aktivita neni zavisla na aktivaci MPF.
(Sagkova et al., 2008; Ding et al., 2011). Oviem i pokud Cdk1 inhibovana neni, zptisobuje
overexprese AURKA tvorbu abnormalnich délicich vietének s vyrazné¢ prodlouzenymi
rameny nebo multipoldrnimi formacemi, které v kazdém ptipad€ zpiisobuji zastaveni zrani
oocytu v metafazi I. (Saskova et al., 2008).

Na zaklad¢ dosavadnich poznatkli lze konstatovat, ze AURKA mad, stejné jako
v somatickych bunikach, vice roli zasadnich pro spravné zrani oocyti. AURKA se podili na
regulaci MTOCs (nasobeni / zrani), zahajeni meidzy, dynamice mikrotubulii déliciho

vieténka a organizaci metafazniho déliciho vieténka.

3.8. Spoluprace kinaz AURKA a PLK1

Jak bylo popsano v predeslych kapitolach, tak kindzy PLK1 a AURKA hraji klicovou
roli ve zrani centrozomu, vystavbé d¢liciho vieténka a segregaci chromozomii béhem
bunécného déleni. Obeé kinazy patii do rodiny serin / threoninovych kin4z a jsou specidlné

aktivovany v piechodu G2 a M faze. Dosavadni studie AURKA a PLK1 jsou zaméfeny
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pfedevSim na kazdou kinazu zvlast, a proto neni zcela jasné, do jaké miry se tyto kinazy
vzajemné ovliviiuji, pfipadné zastupuji a jaka je sila jejich spoluprace.

Aktivace Cdk1 iniciuje vstup do mitdzy a aktivuje kinazy AURKA a PLKI1, které ve
smycce zpetnou vazbou na Cdkl podporuji rychly a v€asny vstup do mitdzy a koordinované
reguluji rizné aspekty mitdzy, jako je formovani bipolarniho déliciho vieténka (Van Horn et
al., 2010). Zajimavé je, ze samostatné inaktivace AURKA nebo PLK1 v pribéhu bunééného
cyklu, nevykazuje zadny vyznamny ucinek na aktivaci Cdkl a vstupu do mitdzy. Vyrazné
zpozdéni aktivace Cdkl a vstupu do mitdzy piinesla az inaktivace obou kinaz AURKA a
PLK1 soucasn¢ (Van Horn et al., 2010). To ukazuje, ze nékteré konkrétni kroky vykonavaji
kindzy ve vzéjemné spolupraci.

Pii zrani centrozomu a vystavbé déliciho vieténka byly popsany specifické i
ptekryvajici se role obou kinaz: (1) AURKA a TPX2 jsou nutné pro soudrznost centrioll a
bipolarniho déliciho vieténka, (2) TPX2, kromé jeho znamé role v organizaci mikrotubull se
také podili na zrani centrozomu, (3) PLKI1 fidi lokalizaci AURKA na centrozomech, jakoz i
vazbu TPX2 na mikrotubuly (De Luca et al., 2006).

Dal$im spole¢nym jmenovatelem obou kindz je mala molekula s ndzvem Bora. Bora
pusobi jako koaktivator PLK1, na kterou se navaze a odhali tak aktivacni smycku kinazy,
kterd mimo jiné obsahuje také Thr210 urcéeny k fosforylaci Aurorou A (Seki et al., 2008).
Aurora A tedy s pomoci Bory aktivuje PLK1 a PLKI1 se vzapéti vlastné obrati sama proti
sobég, fosforyluje totiz Boru a sméfuje ji tak k degradaci (Chan et al., 2008). V bunkéch s
depletovanou PLK1 dochazi pfirozené k hromadéni Bory a Aurora A se v odpoveéd’ oddéli od
poli vieténka, dochazi dokonce k nespravné maturaci centrozomt. Vypada to tedy, ze Bora
soupeii s TPX2 o vazbu Aurory A a zvySené mnozZstvi Bory tak vede k defektim spojenym
s funkci Aurory A zavislych na vazbé€ kinazy k TPX2 (Chan et al., 2008). Katalyticka aktivita
PLKI je tedy nutna pro spravnou lokalizaci AURKA a TPX2, coz ukazuje na hierarchicky

vztah mezi témito kinazami (De Luca et al., 2006).
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4. Material a metody
4.1 Izolace a kultivace oocytu

Pro experimenty byly pouzity transgenni mySi kmene CDI1. Vajec¢niky byly ziskany
Z mysi starych 6-12 tydnt, které byly stimulovany PMSG (51U PMSG na mys) 46 hodin pred
izolaci. Po izolaci byly vaje¢niky pfemistény do manipula¢niho média (Tab. 3) doplnéného
2,5 uM Milrinone (inhibitor PDE3A; inhibici PDE3A se zabranuje Stépeni cAMP a
zachovava se tak prvni meioticky blok, oocyty by jinak po uvolnéni z kumuli samovolné
znovuzahajily meidzu). Z vajecnikl byly nasledné izolovany meoticky kompetentni oocyty
(v tercialnich folikulech), z nichz se mechanicky odstranily kumuldrni buiikky. Oocyty bez
kumulu byly nasledné¢ uchovavany v kultivatnim médiu (Tab. 3) doplnéném 2,5 uM
Milrinone, a to po dobu 2 hod. pted zahajenim kazdého experimentu. Po mikroinjekci RNA
byly oocyty ponechdny v kultivaénim mediu doplnéném 2,5 pM Milrinone po dobu 2 hodin.
Nasledovalo promyti oocytii v kultivaénim médiu bez Milrinone, aby oocyty mohly zah4jit
zrani. Poté byly oocyty vlozeny do o0smi-jamkovych komurek (Lab-Tek) s 500 pl
kultiva¢niho média s pfislusSnym inhibitorem, dany na LCI (Live Cell Imaging) a kultivovany

18 hod.

manipulaéni . . - .
médium M2 medium (Sigma), 45 mg/ml Penicilin, 60 mg/ml Streptomycin
kultivacni MEM medium (Sigma), 50 mg/ml Gentamycin, 4 mg/ml BSA,
médium 375 pl Pyruvat - do 15 ml

Tabulka 3. Média pouzita pro manupulaci a kultivaci oocytt.

4.2. Kinazové inhibitory
Pro studium funkce PLKI1 v meiéze u mySsich oocytii jsme pouzili postup akutni

inaktivace kinazy specifickym molekularnim inhibitorem BI2536 (Lenart et al., 2007)
v koncentraci 500 nM (Tab. 4). Pro studium funkce AURKA v meidze u mySich oocytti jsme
pouzili postup akutni inaktivace kindzy specifickym molekuldrnim inhibitorem MLN 8054
(Manfredi et al., 2007) v koncentraci 1uM (Tab. 4). VSechny inhibitory byly rozpustény v
DMSO, také kultivacni médium pro oocyty v kontrolni skupiné bylo doplnéno odpovidajicim

zptisobem zifedénym DMSO.
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kinaza inhibitor vyrobce pouzita koncentrace
PLK1 Bl 2536 AxonLab 500 nM
AURKA MLN 8054 Selleckchem 1uM

Tabulka 4. Pouzité kinazové inhibitory.

4.3 RNA
Vektory pro syntézu RNA byly Stépeny vhodnymi nukledzami (New England

BioLabs) (Tab 5). Linearizované vektory byly vyc¢istény pomoci QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen), in vitro transkripce byla provedena pomoci mMESSAGE mMACHINE Kit
(Invitrogen). Vysledna RNA byla vycisténa pomoci RNeasy Mini Kit (Qiagen) a fedéna

v RNase-free vodé (Ambion) na koncentraci potiebnou pro microinjekce (Tab 5).

RNA nukleaza pouzita koncentrace
1 H2B-mCherry (bez polyA) Ascl 75 ng/pl
2 MAP4-EGFP (polyA) Nhel 125 ng/pl

Tabulka 5. Zdroje pouzitych vektort, pro syntézu RNA: 1 (McGuinness et al., 2009)., 2
(Schuh et Ellenberg, 2007).

4.4 Mikroinjece
Pro mikroinjekce byly oocyty pfeneseny do manipulacniho média doplnéného 2,5 uM

Milrinone. Do oocytl bylo injekovano 2-5 pl RNA pomoci MIS-5000 mikromanipulatoru
(Burleigh, EXFO Life Sciences, USA) a PM 2000B4 microinjektoru (MikroData Instrument,
USA). Mikropipety pro mikroinjekce byly pfipraveny na p97 Pipette Puller (Sutter Instrument
Company, USA).

4.5 Zobrazovani zivych bunék - LCI (Live Cell Imaging)

Oocyty byly skenovany na laserovém konfokalnim mikroskopu Leica SP5 pomoci
olejového imerzniho objektivu se zvétSenim 40x, v bitovém formatu 1024x1024, rychlosti
600 Hz, konfokalni fez 7,5 pm. GFP signal (MAP4-GFP) byl excitovan pomoci 488 nm
argonového laseru a detekovan v rozsahu vlnovych délek 500 az 560 nm. Signal
autofluorescenci (AF) cytoplazmy byl excitovan 488 nm laserem a detekovan v rozmezi od
490 do 499 nm. Signal mCherry byl excitovan DPSS 561 nm laserem a detekovan v rozsahu

vlnovych délek 580 az 650 nm. V experimentech, kde byl sniman signal mCherry spolecné se
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signalem GFP jsme pouzili sekven¢niho snimani, aby se zabranilo spektralnimu piekryvu.
Oocyty byly po dobu snimani na konfokalnim mikroskopu kultivovany v osmi-jamkovych
komiirkach (Lab-Tek) v 500 ul kultivacniho média.

4.6 Editace dat

Udaje z konfokalniho mikroskopu byly zpracovany v programu pro analyzu obrazu
Fiji (Schindelin et al., 2012). Vsechny vysledky vygenerované programem Fiji byly nasledné
pirevedeny do Excelu pro dalsi zpracovani. Tyto vysledky byly nakonec podrobeny statistické
analyze.

Proces GVBD byl meéfen jako Mean Gray Value (MGV) signalu piirozené
autofluorescence cytoplazmy ve vybrané oblasti v jadie v jednom konfokéalnim fezu, pohyby
jadra byly pro ucely méfeni eliminovany pomoci "Correct 3D drift" plug-in, ktery byl pouzit
na kazdém oocytu zvlast. Pak byly vysledky zpracovany v programu Excel: nejdiive byl
aplikovan klouzavy pramér z 5 ¢asovych bodu (pro vyhlazeni budouci kfivky), pak byla data
pro kazdy oocyt normalizovana na maximalni hodnotu a vynesena do grafu. Zlomové body
kiivek predstavujici zacatek a konec rozpadu jaderné membrany byly ureny manudlné
(Graf1l).

Kondenzace chromatinu - CC byla uréena pomoci méfeni objemu chromatinu.
Prostiednictvim tresholdu byl definovan signal H2B- mCherry tak, aby se z méfeni vyloucilo
pozadi. Objem tresholdovaného chromatinu byl méfen pomoci integrované denzity (ID), coz
je funkce s¢itajici hodnotu vSech oznacenych pixelti ve vSech fezech. V Excelu byly seéteny
hodnoty z jednotlivych fezl pro kazdy casovy bod zvlast. Pak byla data normalizovana na
maximalni hodnotu, upravena pomoci klouzavého priméru a vynesena do grafu (Graf 1).

Dalsi postup byl totozny jako v piipadé GVBD.
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Graf 1. GVBD znazoriiuje rostouci kiivka, klesajici kiivka znazornuje proces CC —
kondenzace chromatinu; Zacatek a konec GVBD a CC byl stanoven ru¢né ve zlomovych
bodech kiivky: Cervend dvojitd Sipka znaci body startu a konce GVBD, cerna dvojita Sipka
znaci body startu a konce CC.

Data potiebna pro odhad objemu déliciho vieténka byla ziskdna stejny postupem jak
v piipadé CC, ovSem na signalu MAP4-EGFP. Pak byla data pro jednotlivé oocyty srovnana
podle GVBD - GVBD je bran jako bod 0. Nasledné byly hodnoty vydéleny 256 (= hodnota 1
pixelu v 8bitovém tresholdovaném obrazku). Vysledek odpovidal celkové ploSe vSech fezi
danného casového bodu. Pro odhad objemu byl pouZit tzv. Cavalieriho princip, ktery fika, ze
objem objektu Ize odvodit pomoci souétu ploch pravidelné rozmisténych fezii a naslednym
vynasobenim plochy Sitkou téchto fezil, v tomto piipadé 7,5 pm. Vysledna data byla opét
vynesena do grafl. Pro statistické vyhodnoceni byly pouzity vysledné objemy jednotlivych

vietének odecCteny z grafil.

4.7 Statistické analyzy

Ziskana data byla podrobena statistické analyze ve statistickém programu R (R
Development Core Team 2012). Pro porovnani hodnot byl pouzit neparametricky
dvouvybérovy Wilcoxon rank sum test pro pifipad srovnavani dvou skupin Sjinym nez
normalnim rozdélenim, nebo Welch two sample T-test pro srovnani dvou skupin s normalnim
rozdélenim. Rozdily mezi skupinami byly povazovany za statisticky vyznamné, pokud byla p-

hodnota nizsi nez 0,05.
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5. Vysledky
5.1 PLK1 a AURKA hraji roli v na¢asovani znovuzahajeni meiozy

Inhibice PLK1 a AURKA od pocatku zrani vede k vyraznému zpozdéni rozpadu
jaderné membrany (GVBD) a kondenzace chromatinu (CC) a zaroven ovliviiuje délku téchto

dvou prvnich meiotickych udalosti (Obr. 21).

Obrazek 21. Snimky kontrolnich oocytli a oocytii oSettenych inhibitory ziskané z LCI (Live
cell imaging). Zelen¢ zbarvena je autofluorescence (AF) cytoplasmy a Cerveny je chromatin.
Proces GVBD je reprezentovan expanzi zeleného signilu AF do tmavé oblasti jadra.
Smrst'ovani oblasti cerveného signalu predstavuje kondenzaci chromatinu. V ¢ase 50 minut
po zacatku zrani dokoncuji kontrolni oocyty proces GVBD a CC, naopak oocyty oSetiené

inhibitory tyto procesy dokoncuji se riznym zpozdénim.
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Graf 2. Pribéh procesu kondenzace chromatinu a rozpadu jaderné membrany u kontrolnich
mysich oocytii. Konec kondenzace chromatinu je na ¢asové ose bran jako bod 0.
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Graf 3.Priib¢h procesu kondenzace chromatinu a rozpadu jaderné membrany u mysich oocytt
s inhibovanou AURKA.. Konec kondenzace chromatinu je na ¢asové ose bran jako bod 0.
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Graf 4 Prubéh procesu kondenzace chromatinu a rozpadu jaderné membrany u mysich oocytt
s inihibovanou PLK1. Konec kondenzace chromatinu je na ¢asové ose bran jako bod 0.
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Graf 5. Prubéh procesu kondenzace chromatinu a rozpadu jaderné membrany u mySich
oocytl s inhibovanymi kinazami AURKA a PLK1. Konec kondenzace chromatinu je na
casové ose bran jako bod O.
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Graf 6. Zacatek kondenzace chromatinu od pocatku zrani mySich oocyt. B12536=inhibitor
PLK1, MLN8054=inhibitor AURKA
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Graf 7. Doba trvani kondenzace chromatinu mysich oocytd. B12536=inhibitor PLK1,

MLN8054=inhibitor AURKA
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Graf 8. Zacatek rozpadu jaderné membrany od pocatku zrani mysSich oocytu.
B12536=inhibitor PLK1, MLN8054=inhibitor AURKA
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Graf 9. Doba trvani rozpadu jaderné membrany mysich oocytd. B12536=inhibitor PLK1,
MLN8054=inhibitor AURKA



Kontrola AURKA PLK1 AURKA+PLK1
(15 oocytd) inhibice inhibice inhibice

Y (19 oocytd) (12 oocytd) (11 oocyta)
zacatek kondenzace chromatinu 42 min 49 min 79 min 72 min
trvani kondenzace chromatinu 10 min 10 min 25 min 22 min
zacate':::np:ri:;ademe 44 min 49 min 94 min 98 min
""a"';‘fr':i?; r::der"e 11 min 14 min 18 min 14 min

Tabulka 6.: Casové tdaje jednotlivych fazi jadernych udalosti u viech skupin oocyti.

zacatek kondenzace chromatinu | kontrola .AU.RI.(A . PITK.l AU.RK'.M:PLKl
inhibice inhibice inhibice
kontrola 0,0005627 | 1,675e-06 1,359e-05
AURKA inhibice 0,0005627 9,146e-06 0,0001081
PLK1 inhibice 1,675e-06 | 9,146e-06 0,2776
AURKA+PLK1 inhibice 1,359e-05 | 0,0001081 0,2776
trvani kondenzace chromatinu kontrola .AU.RI.(A . PITK.l AU.RK'.M:PLKl
inhibice inhibice inhibice
kontrola 0,3738 7,069e-06 1,423e-05
AURKA inhibice 0,3738 2,568e-06 8,266e-06
PLK1 inhibice 7,069e-06 | 2,568e-06 0,4991
AURKA+PLK1 inhibice 1,423e-05 | 8,266e-06 0,4991
zacatek rozpadu jaderné AURKA PLK1 AURKA+PLK1
membrany xones inhibice inhibice inhibice
kontrola 0,004002 | 8,184e-09 1,913e-05
AURKA inhibice 0,004002 1,612e-08 6,946e-06
PLK1 inhibice 8,184e-09 | 1,612e-08 0,8035
AURKA+PLK1 inhibice 1,913e-05 | 6,946e-06 0,8035
trvani rozpadu jaderné membrany | kontrola .AU.RI.(A . PITK.l AU.RK'.M:PLKl
inhibice inhibice inhibice
kontrola 0,005298 | 0,001732 0,0479
AURKA inhibice 0,005298 0,04302 0,93
PLK1 inhibice 0,001732 | 0,04302 0,2142
AURKA+PLK1 inhibice 0,0479 0,93 0,2142

Tabulka 7. Porovnani fazi jadernych udalosti mezi jednotlivymi skupinami oocytu;

vyjadieno v p-hodnotach.




Kondenzace chromatinu (CC): VSechny mys$i oocyty oSetiené inhibitory vykazuji
signifikantni zpozdéni zahdjeni kondenzace chromatinu oproti kontrolnim oocytim bez
inhibitord (Graf 6, Tab. 6,7). Inhibice PLK1 a AURKA+PLK1 ma v oocytech tentyz efekt,
ktery je signifikantné vétsi nez efekt samotné inhibice AURKA. Inhibice samotné AURKA
nema zasadni dopad na délku trvani kondenzace chromatinu na rozdil od inhibice PLK1 nebo
PLK1+AURKA, kterd oproti kontrolnim oocytim bez inhibitord signifikantn¢ prodluzuje
prabeéh kondenzace chromatinu. Mezi inhibici PLK1 a PLK1+AURKA neni v délce trvani CC
zadny zasadni rozdil, je ale opét signifikantné vétsi nez efekt samotné inhibice AURKA (Graf
7, Tab. 7).

Rozpad jaderné membrany (GVBD): Inhibice AURKA i PLK1 v mysich oocytech
zasadné ovliviiuje ¢as zahajeni rozpadu jaderné membrany oproti kontrolnim oocytim (Graf
8, Tab. 6,7). Rozdil v opozdéni zahajeni rozpadu je signifikantni i v piipadé PLKI1 a
PLK1+AURKA inhibice ve srovnani s inhibici samotné AURKA. Doba trvani rozpadu
jaderné membrany (resp. pronikani ¢astic s AF do permeabilizovaného jadra) se signifikantné
lisi od kontrolnich oocytti ve vSech ptipadech skupin oocytu s inhibitory (Graf 9, Tab. 6,7).
Kombinace inhibitort AURKA a PLK1 neprodluzuje oproti inhibici AURKA rozpad jaderné
membrany. Samotna inhibice PLK1 ma signifikantni dopad na dobu trvani GVBD ve
srovnani s AURKA inhibici. Signifikantni rozdil mezi inhibici PLK1 a kombinaci inhibice
PLK1 a AURKA neni. (Graf 9, Tab. 7).

Inhibice AURKA, PLK1 i jejich kombinace od pocatku zrani, zptsobuje v mysich
oocytech zpozdény zacatek kondenzace chromozomi a rozpadu jaderné membrany, a také
vede k delsi dobé trvani téchto dvou jadernych udalosti. V kontrolnich oocytech zaéne
chromatin kondenzovat tésné pred rozpadem jaderného obalu, v AURKA inhibovanych
oocytech probiha kondenzace soucasné¢ s GVBD, ale v PLK1 inhibovanych oocytech GVBD

nastane az tehdy, kdy je chromatin téméft Giplné€ kondenzovan (Tab. 6).
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5.2 PLK1 a AURKA se ucastni vystavby déliciho vieténka
Inhibice AURKA a PLK1 v mysich oocytech nebrani vzniku bipolarniho déliciho

vieténka (Obr. 22), ale ma vliv na jeho vysledny objem (Graf 10).

kontrola

AURKA
inhibice

PLK1
inhibice

AURKA+PLK1
inhibice

kontrola

_ AURKA
% inhibicé

PLK1
inhibice/ @&

AURKA+PLK1
inhibice

»

Obrazek 22. Vystavba déliciho vieténka v kontrolnich oocytech a oocytech osetfenych
inhibitory; snimky ziskané z LCI (Live cell imaging); oocyty byly pro vizualizaci procesu
vystavby déliciho vieténka microinjectovany H2b-mCherry (Cervend, chromatin) a MAP4-
GFP (zelen4, vieténko); GVBD se bere jako cas 0.
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Graf 10. Vystavba déliciho vieténka v kontrolnich oocytech a oocytech osetienych
inhibitory; graf ukazuje rostouci objem déliciho vieténka méfeny na MAP4 signalu; kiivky

predstavuji primérné hodnoty; uvedeny jsou smerodatné odchylky

AURKA PLK1 AURKA+PLK1
inhibice inhibice inhibice
(8 oocytli) (9 oocytti) (18 oocyti)

Kontrola
(7 oocytu)

objem déliciho vieténka
na konci vystavby (um?3)
zacatek vystavby

11171.53 6383.749 8644.131 4219.958

déliciho vieténka 0 min 34.5 min 20 min 30 min

LHCEE L O P LD 164 min 223 min 214 min 258 min
déliciho vieténka

doba vystavby 161 min 190 min 200 min 223 min

déliciho vieténka

Tabulka 8. Objem déliciho vieténka a casové tdaje (pocitano od okamziku rozpadu jaderné

membrany) jednotlivych fazi vystavby déliciho vieténka u vSech skupin oocyti.
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objem déliciho vieténka AURKA PLK1 AURKA+PLK1
na konci vystavby Konties inhibice inhibice inhibice
kontrola 0,000862 0,06097 8,67e-05
AURKA inhibice 0,000862 0,05522 0,0001081
PLK1 inhibice 0,06097 0,05522 0,000826
AURKA+PLK1 inhibice 8,67e-05 | 0,0001081 | 0,000826
zacatek vystavby kontrola AURKA PLK1 AURKA+PLK1
déliciho vieténka inhibice inhibice inhibice
kontrola 0,001082 0,02469 0,000277
AURKA inhibice 0,001082 0,002281 1
PLK1 inhibice 0,02469 0,002281 0,000549
AURKA+PLK1 inhibice 0,000277 1 0,000549
doba dosazeni nejvyssiho objemu kontrola AURKA PLK1 AURKA+PLK1
déliciho vieténka inhibice inhibice inhibice
kontrola 0,00984 0,08268 1,54e-07
AURKA inhibice 0,00984 0,7603 0,09863
PLK1 inhibice 0,08268 0,7603 0,1255
AURKA+PLK1 inhibice 1,54e-07 0,09863 0,1255
doba vystavby kontrola AURKA PLK1 AURKA+PLK1
déliciho vieténka inhibice inhibice inhibice
kontrola 0,1541 0,1437 8,122e-05
AURKA inhibice 0,1541 0,7383 0,1363
PLK1 inhibice 0,1437 0,7383 0,3952
AURKA+PLK1 inhibice 8,122e-05 0,1363 0,3952

Tabulka 9. Porovnani fazi vystavby déliciho vieténka mezi jednotlivymi skupinami oocyti;
vyjadieno v p-hodnotach.

Maximalni objem déliciho vieténka na konci jeho vystavby (Graf 10): Na hladiné
vyznamnosti 5% je oproti kontrole signifikantné¢ mensi délici vieténko po inhibici AURKA a
AURKA+PLK1 (Tab. 9). Pro PLK1 inhibici je oproti kontrole p=0,06, to znamena trend k
mensimu délicimu vieténku. 5% hladinu u p-hodnoty také lehce ptesahuje rozdil mezi PLK1
a AURKA inhibici (AURKA inhibice m4 mensi délici vieténko nez PLK1 inhibice). Spole¢na
inhibice PLK1+AURKA vykazuje signifikantné mensi dé€lici vieténko nez samotna AURKA
nebo PLK1 inhibice (Tab. 9).

Zacatek formovani déliciho vieténka po rozpadu jaderné membrany: VSechny mysi
oocyty oSetfené inhibitory vykazuji signifikantni zpozdéni zahajeni vystavby d¢liciho
vieténka oproti kontrolnim oocytiim bez inhibitorti (Tab. 8,9). AURKA inhibice opozd’uje
zahdjeni vystavby dé€liciho vieténka signifikantn€ oproti inhibici PLKI1. Mezi inhibici
AURKA a PLK1+AURKA neni rozdil. PLK1+AURKA inhibované ocyty zahajuji vystavbu
déliciho vieténka signifikantné pozdé&ji nez jen PLK1 inhibované oocyty (Tab. 9).
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Doba nejvyssiho objemu déliciho vieténka: Inhibice AURKA a AURKA+PLK1
ukazuje signifikantné pozdéj$i dobu ukonceni vystavby déliciho vieténka nez v kontrolni
skupiné oocytt. U inhibice PLK1 je trend ke zpozdéni (p=0,08). Rozdil mezi PLKI1 a
AURKA, stejn¢ tak jako mezi inhibici PLK1 a PLKI+AURKA, neni signifikantni.
PLKI1+AURKA inhibice vykazuje trend k pozd¢jsSimu ukonceni vystavby oproti samotné
AURKA inhibici (p=0,098) (Tab. 9).

Doba vystavby d€liciho vieténka: Ve srovnani s kontrolnimi oocyty se délici vieténko
formuje déle jen pii inhibici AURKA+PLK1. Rozdily mezi dal§imi skupinami oocytli nejsou
statisticky vyznamné (Tab. 9).

5.3 PLK1 inhibované oocyty nepodstupuji anafazi
Mysi oocyty oSetfené inhibitorem PLK1 na zacatku zrani nikdy nedokonci proces

cytokineze (Tab.10, Graf 11). Tyto oocyty nejsou schopny podstoupit anafazi a pokracovat

tak v dalSich fazich meiotického zrani.

AURKA PLK1 AURKA+PLK1
Kontrola e L e peLs s
. inhibice inhibice inhibice
(80 oocyti) o o o
(48 oocytdl) (11 oocytli) (30 oocytii)
anafaze 90,24% 70,37% 0,00% 0,00%
anafaze se segregacnimi problémy 5,41% 10,53%

Tabulkal0: Procentualni vyjadieni poctu oocyti, které podstupuji anafazi.

100,00%
90,00% -
80,00% -
70,00% -
60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -

0,00% -

MW anafaze

M segregacni problémy

kontrola AURKA inhibice PLK1 inhibice PLK1+AURKA
inhibice

Graf 11: Procentualni vyjadieni poc¢tu oocytl, které podstupuji anafazi.
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Blok v metafazi I pretrvaval i poté, co jsme oocyty nechali zrat, inhibitor BI2536 jsme
ptidali az po 5 hodinach zrani a po dal$i hodiné jsme piidali inhibitor SAC — reversin
(Santaguida, Tighe et al. 2010) (Tab. 11.)

PLK1 inhibice PLK1 inhibice
od pocatku zrani po 5 hod zrani + inhibice SAC
(11 oocytd) (13 oocyti)
Blok v metafazi | 100% 100%

Tabulka 11. Procentudlni vyjadieni poctu oocytil, které ziistavaji zastaveny v metafazi I.

Stejny efekt jako inhibice samotné PLKI1 mé spole¢na inhibice obou kindz
PLK1+AURKA. Vétsina mysich oocytd s inhibovanou AURKA jsou schopny podstoupit
anafazi 1 vydélit 1. polarni télisko, avSak oproti kontrolnim oocytim ve sniZzeném poctu a

S vyssimi segrega¢nimi problémy (Tab.10, Graf 11).
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6. Diskuse

6.1 PLK1 a AURKA hraji roli v nacasovani znovuzahajeni meidzy

V naSich experimentech vSechny mysi oocyty oSetfené inhibitory BI2536 a MLLN8054
od pocatku zrani byly schopny znovuzahajeni meidzy. Inhibice vSak v oocytech zpusobuje
zpozdény zacatek kondenzace chromozomu a rozpadu jaderné membrany, a také vede k delsi
dobé trvani téchto dvou jadernych udalosti. Tyto pokusy ukazaly, ze k vyraznému zpozdéni
dochazi predevsim v oocytech s inhibovanou PLK1.

Na somatickych bunikach bylo prokazano, ze PLK1 je dulezitd pro spravné navazani
mikrotubultt (MT), které se ucastni GVBD, a ze bez spravné Cinnosti téchto MT je GVBD
zpozdéno (Beaudouin et al., 2002).V oocytech ale mikrotubuly nepfispivaji k rozpadu
jaderné membrany (Lenart et Ellenberg, 2003), takze zpozdéni GVBD po inhibici PLK1
V meiotickém zrani neni pravdépodobné zplisobeno touto poruchou ¢innosti mikrotubulti.

U kondenzace chromatinu (CC) neni popsan zadny mechanismus, ktery by ukazoval
na to, ze tento proces probiha jinak v oocytech nez v somatickych buiikach. Lze tedy
pfedpokladat, Ze molekuly, které se v mitdze ucastni CC, mohou hrat roli také v kondenzaci
chromatinu v oocytech. Kromé jinych molekul a molekularnich komplext hraje v kondenzaci
chromatinu roli molekula condensin. Ta je diilezita pro vcasné zahajeni CC. PLK1 je potiebna
pro plnou aktivaci condensinu II v HeLa buiikkach (Abe, S. et al., 2011), takze zpozdéni
kondenzace chromatinu, které bylo pozorovano v PLK1 inhibovanych mysich oocytech mtze
byt zplisobeno absenci PLK1 pfi fosforylaci condensinu.

Kromé¢ toho, ze inhibice PLK1 v mysich oocytech od pocatku zrani zpusobuje
zpozdény zacatek kondenzace chromozomil a rozpadu jaderné membrany, nastava v PLKI1
inhibovanych oocytech GVBD az tehdy, kdy je chromatin téméf uplné kondenzovan. Na
rozdil od kontrolnich oocytli, kdy zacne chromatin kondenzovat tésné pred rozpadem
jaderného obalu. Tento disledek inhibice PLK1 je v souladu s vysledky, které byly jiz
popsany na HeLa bunikach. Tyto buiiky také podstupuji GVBD 1 né€kolik hodin po kondenzaci
chromosomi (Lenart et al., 2007).

Pfi inhibici Aurory A byl na somatickych buiikdch také popsan zpozdény vstup do
mitdézy a prodlouzeni doby trvani jednotlivych mitotickych fazi (Seki et al., 2008), avSak
dosavadni publikované prace popisujici vliv inhibice AURKA na zahajeni meidzy nejsou
zcela jednotné. Nektefi autofi popisuji v oocytech s inhibovanou AURKA zpozdéni rozpadu

jaderné membrany (Yao et al., 2004; Saskova et al., 2008). Jiné prace ale toto tvrzeni
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nepotvrzuji a shleddvaji vliv inhibice Aurory A na GVBD v podstaté zanedbatelnym (Castro
et al.,, 2003; Ding et al., 2011). NaSe experimenty ukdzaly, Ze mysi oocyty oSetfené
inhibitorem MLN8054 vykazuji signifikantni zpozdéni zahdjeni kondenzace chromatinu
(p=0,00056) i zahajeni rozpadu jaderné membrany (p=0,004) oproti kontrolnim oocytiim, i
kdyz ne tak vyrazné jako v ptfipad¢ inhibice PLK1. Inhibice samotné AURKA nema zasadni
dopad jen na délku trvani kondenzace chromatinu na rozdil od inhibice PLK1 nebo
PLK1+AURKA.

Potvrdilo se, ze obé kindzy AURKA a PLKI1 hraji zcela jisté roli v procesu
znovuzahdajeni meidzy. Vstup do mitdzy i meidzy iniciuje Cdkl1, kterd aktivuje kindzy Auroru
A a PLKI, které ve smycce zpétnou vazbou na Cdkl podporuji rychly a v¢asny vstup do
mitdzy i meidzy a koordinované reguluji rizné aspekty téchto udalosti (Van Horn et al.,
2010). Bez spravné funkce kinaz AURKA a PLK1 je tato koordinace narusena a dochazi k

zavaznym problémuim jiz pfi samotném zahajeni bunéného déleni.

6.2 PLK1 a AURKA se ucastni vystavby déliciho vieténka

Nejvyraznéjsi efekt inhibice PLK1 a AURKA byl v somatickych buiikdch pozorovan
pii vystavbé abnormalnich a monopolarnich dé¢licich vietének (Sunkel et Glover, 1988;
Glover et al., 1995). V nasich experimentech jsme pfi inhibici PLK1 a AURKA v mysich
oocytech zadna takova délici vieténka nevidéli. VSechny oocyty oSetfené inhibitory BI2536 a
MLN8054 byly schopny vytvoftit délici vieténka s dvéma oddélenymi poly. Tento rozdil je
pravdépodobné zplsoben tim, Ze oocyty nemaji centrozomy, a tak nejsou pii vystavbé
déliciho vieténka vystaveny vSem problémim spojenych s poruchami pii zrani a déleni
centrozomu, které se objevuji po inhibici PLK1 a AURKA v somatickych bunkéch.

Navzdory skutecnosti, ze tvorba déliciho vieténka v mySich oocytech neni omezena
Zadnym problémem souvisejicim se zranim a délenim centrozomu, lze v tomto procesu
pozorovat jedenu pozoruhodnou zménu. Po inhibici AURKA nebo PLK1, ptipadné po
inhibice obou kinaz byl objem déliciho vieténka podstatné mensi nez v kontrolnich oocytech
(AURKA p=0,00086, PLK1 p=0,06, AURKA+PLK1 p=8,67e-05). V somatickych bunikach
bylo prokazano, ze PLK1 je dilezita pro nukleaci mikrotubul, kdy se ucastni navazovani y-
tubulinu do centrozomti béhem profaze (Sumara et al., 2004) a AURKA je zodpovédna za
spravny prubéh maturace a separace centrozomi a zodpovidd také za délku a cetnost
astralnich mikrotubulti (Giet et al., 2002). Ackoli mysi oocyty disponuji pouze mikrotubuly

organizujicimi centry (MTOC), muze né&jaky podobny mechanismus pro navazovani y-
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tubulinu fungovat i zde. Nartst celkového poctu MTOC béhem znovuzahéjeni meidzy (Schuh
et Ellenberg, 2007) 1ze povazovat za analogicky proces se zranim a délenim centrozomu v
somatickych bunkach, jako proces, ktery vyZzaduje aktivitu AURKA i PLK1 (Palazzo et al.,
2000; Mahen et Venkitaraman, 2012). Inhibice AURKA a PLKI1 v mysSich oocytech
pravdépodobné snizuje schopnost MTOC vézat y-tubulin, coz ma vliv na spravnou nukleaci
mikrotubuld, a to mize byt pfi¢inou snizeného objemu déliciho vieténka.

Problém pfi spravné nukleaci mikrotubuli a zrani MTOC v oocytech ziejmé stoji i za
zpozdénim zacatku vystavby dé€liciho vieténka. V naSich experimentech vSechny mysi oocyty
osetfené inhibitory vykazovaly signifikantni zpozdéni zahdjeni vystavby dé¢liciho vieténka
oproti kontrolnim oocytim bez inhibitorii. Ve vSech ukazatelich je také efekt inhibice
AURKA pi1 vystavbé déliciho vieténka vyrazné&j$i oproti inhibici PLK1. Toto zjisténi
koresponduje se soucasnymi vysledky, které potvrzuji, Ze aktivni AURKA hraje klicovou roli
jak ve zrani a déleni centrozomu v somatickych bunkach, tak i ve zrani MTOC v oocytech
(Yao et al., 2004; Saskova et al., 2008).

Kinazy AURKA a PLK1 tedy nejsou v mySich oocytech nutné pro vytvoieni
bipolarniho dé€liciho vieténka, ale prostiednictvim regulace nukleac¢ni schopnosti mikrotubula
na MTOC ovliviuji proces jeho vystavby, podili se na jeho ristu a maji vliv na jeho vysledny
objem.

6.3 PLK1 inhibované oocyty nepodstupuji anafazi

V naSich experimentech vSechny mysi oocyty oSetfené inhibitorem PLK1 na zacatku
zrani nejsou schopny podstoupit anafézi, a pokracovat tak v dalSich fazich meiotického zrani.

V somatickych burikach bylo prokazano, ze PLK1 je potiebna ke spravnému pfipojeni
chromozomul na mikrotubuly dé¢liciho vieténka pomoci kinetochoru (Lenart et al., 2007). Za
bezchybny pribéh této operace je odpovédny kontrolni bod SAC (spindle assembly
checkpoint). PLK1 je potiebna pii zahajeni separace chromozomi tim, ze se podili na
degradaci sekurinu, ktera je nutna pro aktivaci APC/C (Kudo et al., 2009). V burikach s
inhibovanou PLK1 vazne degradace sekurinu, a tim padem se vyskytuji potiZze v segregaci
chromozomu (Sumara et al., 2004). Blok v metafazi I po PLK1 inhibici je ziejm¢e zpiisoben
pretrvavajicim SAC nez neaktivnim APC/C (Lenart et al., 2007). Pokud je totiz Vv
somatickych buiikdch inhibovan SAC i PLK1 zaroven, blok v metafazi I nenastava a buiky
podstupuji anafazi (Sumara et al., 2004; Santamaria et al., 2007)
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V mysich oocytech jsme vSak stejny efekt nevidéli. Blok v metafazi I pretrvaval i poté,
co jsme oocyty nechali zrat, inhibitor BI2536 jsme pfidali az po 5 hodinach zrani a po dalsi
hodiné jsme piidali inhibitor SAC — reversin. Oocyty nepodtupuji anafazi i pies to, Ze ve
srovnani s inhibici AURKA dosahuje jejich délici vieténko vétsiho objemu. V oocytech musi
tedy fungovat 1 jiny mechanismus, kromé SAC, ktery neumozni nesrovnanym chromozomim
podstoupit anafazi a pokracovat v dalSich fazich dé€leni.

Mysi oocyty s inhibovanou AURKA jsou schopny podstoupit anafazi i vydélit I.
polarni télisko, avSak oproti kontrolnim oocytlim ve snizeném poctu a s vyS$Simi segregacnimi
problémy. Tyto oocyty maji funkéni PLKI1 a podstupuji anafdzi, ale oproti kontrolnim
oocytim vSak maji defektni délici vieténka, kterd mohou tyto segregacni problémy

zpusobovat.
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7. Zavér

Pomoci metod zobrazovani zivych bunék (LCI) a akutni inaktivace kindz vhodnymi
inhibitory jsme ukazali, ze kinazy AURKA a PLKI1 jsou dulezit¢é pro znovuzahajeni
meiotického zrani mysich oocytii, ovliviiuji proces vystavby déliciho vieténka a jsou dilezité
pro progresi zrani v dalSich fazich meiozy 1.

Inhibice AURKA, PLKI 1 jejich kombinace od pocatku zrani zptsobuje v mySich
oocytech zpozdény zacatek kondenzace chromozomil a rozpadu jaderné membrany, a také
vede k delsi dobé trvani téchto dvou jadernych udalosti. Ve srovnani s kontrolnimi oocyty
tvofi oocyty s inhibovanou AURKA nebo PLK1 mensi dé€lici vieténka a v pfipad¢ inhibice
obou kinaz je tento efekt jest¢ vyraznéjsi. Oocyty s inhibovanou PLK1 (samostatné nebo
v kombinaci s AURKA inhibici) navic nikdy neseparuji chromosomy a nevydéluji polové
télisko.

Kinazy AURKA a PLK1 tedy reguluji postup mySich oocytli prvnim meiotickym
délenim. Jejich inhibice vede Kk podobnym fenotypim, coz znamend, Ze se ziejmé
srovnatelnymi mechanismy podili na stejnych meiotickych udélostech. A jak indikuje aditivni
efekt dvojité inhibice Aurory A a PLK1 na vystavbu déliciho vieténka, v nékterych z téchto
udalosti se mohou i vzajemné zastupovat. Poznani a pochopeni principi téchto jejich interakcei

béhem bunécného cyklu mize byt diilezitym nastrojem v boji s mnoha lidskymi chorobami.
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