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Seznam zkratek

Cdk
MPF
AURKA
Plk1
CAK
CKI
GV
FSH
LH
GVBD
cAMP
ADCY
GPCR
NPPC
NPR2
cGMP
PDE
PKA
RNAI
MO
APC/C
EGF
EGFR
AREG
EREG
BTC
PI3K
PKB
dsRNA
MTOC
MT
SAC
MAPK
CSF
CaMKII
spindle
MEF
HTLV
CPEB
PBD

Cyklin dependentni kindza
Maturation/mitosis/meiosis promoting factor

Aurora A

Polo-like kindza 1 (u Xenopa odpovida Plx1)

Cdk aktivujici kinaza

Cdk inhibitor

Germinal vesicle - zarode¢ny vacek
Folikulo-stimula¢ni hormon

Luteiniza¢ni hormon

Germinal-vesicle breakdown - rozpad jaderné membrany
Cyklicky adenosinmonofosfat

Adenylat-cyklaza

G-protein coupled receptor - receptor sprazeny s G-proteinem
Natriureticky peptidovy prekurzor typu C

Receptor NPPC

Cyklicky guanosinmonofosfat

fosfodiesteraza

Protein-kindza A

RNA interference

Morfolino-oligonukleotidy

Anaphase-promoting complex/cyclosome
Epidermalni rtistovy faktor

Receptor EGF

amphiregulin

epiregulin

betacellulin

Fosfoinositid-3-kinaza

Protein-kindza B

Double-stranded RNA - dvoufetézcova RNA
Mikrotubuly-organizujici centra

mikrotubuly

Spindle assembly checkpoint

Mitogen-activated protein kinase

Cytostatické faktory

Ca**-dependentni kindza

Délici vieténko

Mouse embryonic fibroblast - mys$i embryonalni fibroblasty
Human T-lymphotropic virus

Cytoplasmic polyadenylation element binding protein
Polo-box doména



Abstrakt

Aurora A i Polo-like kindza 1 patii do rozvétvené rodiny serin/treonin kindz fidicich pribéh
bunééného cyklu. Obé se podili na kontrole mitdzy a pfispivaji i k regulaci meiotického déleni.
Ackoli se role Aurory A ve znovuzahdjeni meiozy po prvnim meiotickém bloku zda byt
otazkou, na kterou soucasné studie pfindsi spiSe rozporuplné odpovédi, je prakticky jisté, ze
hraje nezastupitelnou tlohu ve vystavbé déliciho vieténka. V oocytech s inhibovanou (pomoci
RNAI ¢i inhibitor) nebo overexprimovanou Aurorou A se vytvafi abnormalni délici vieténka
bez poli, s aberantnim poc¢tem pola ¢i s nezvyklou morfologii. Stejné tak naruseni funkénosti
Plki vede v oocytech k vyskytu poskozenych délicich vietének. Plki navic, téméf jisté, hraje roli

i v naCasovani rozpadu jaderné membrany neboli v GVBD.

Klicové pojmy

Oocyt, znovuzahdjeni meidzy, GVBD, délici vieténko, AURKA, Plki

Abstract

Aurora A and Plki belongs to the extended family of serine/threonine kinases controlling the
cell cycle. Both are involved in the control of mitosis and contribute also to the regulation of
meiotic division. Although the role of Aurora A in the resumption of meiosis after the first
meiotic block seems to be, according to present studies, a bit questionable matter, it is
virtually certain that AURKA plays an irreplaceable role in the construction of the spindle. In
the oocytes with inhibited (by RNAi or small molecular inhibitors) or overexpressed Aurora A,
abnormal spindles with aberrant number of poles or otherwise unusually shaped spindles are
created. Disruption of Plki function in oocytes also leads to the appearance of damaged
spindles. In addition, Plki, almost certainly, plays a role in the timing of the nuclear membrane

breakdown - at GVBD.
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Uvod

Bunéc¢né déleni je citlivy proces vyzadujici peclivou koordinaci a kontrolu vSech jednotlivych
krokt vedoucich ve vysledku az ke vzniku dvou dcefinych bunék vybavenych do Zivota
veskerym potiebnym genetickym materidlem, ktery jim poslouzi k naplnéni jejich rozmanitého
osudu. Zasadni pro postup buriky bunéénym cyklem je funkénost kindz fidicich jeho prabéh,
jako jsou Cyklin-dependentni kindzy nebo naptiklad pravé kindzy z rodin Aurora a Plk. Aurora
A a Plki hraji roli v maturaci centrozomd, tvorbé déliciho vieténka i v koordinaci procest
napravujicich poskozeni DNA. Proto neni divu, Ze naru$eni jejich pfirozené miry exprese ¢i
aktivity je ¢asto privodnim jevem vzniku zhoubného rakovinného bujeni a pravé tato nemila
vlastnost kindz Aurory A a Plki je také odpovédi na otazku vyznamu jejich podrobného

vyzkumu a poznani jejich roli ve vSech uvedenych i neuvedenych procesech.

Cyklin-dependentni kinazy
Ackoli se zd4, Ze jsou Cyklin-dependentni kindzy evolu¢né mladsi nez ostatni kinazy regulujici

bunécny cyklus, jsou to pravé ony, které pievzaly hlavni kontrolu v eukaryotickych burikach.
Tato dnesni uloha Cdk zfejmé prameni z potteby eukaryotickych bunék po néjakém
mechanismu, ktery by fidil jejich uz tak, oproti prokaryottim, dost slozity cyklus.
Synchronizace a spravné poradi jednotlivych déjt jsou pro eukaryotickou buriku velmi
dutlezité, nemuze si naptiklad dovolit, tak jako bakterie, podstoupit dobrodruzstvi buné¢ného
déleni bez zcela zreplikované DNA
(vyjimku z tohoto pravidla piedstavuji

kvasinky), takové poc¢inani by pro ni

totiz mohlo mit az fatdlni nasledky.
Aktivita cyklin-dependentnich kindz
zavisi na fadé faktort - jak jiz nazev
napovida, dalezita je pro né vazba

cyklinti, zdsadni vyznam ma také

fosforylace (CAK, Wee1/Myt1 kinazy) ¢i

/_/-l—'_‘—hL_\ ,
(CDC25 ) defosforylace (Cdc2s fosfatazy), nebo
NG ry 5 y

Obrazek 1 Regulace Cyklin-dependentnich kinaz vazba inhibitord (CKI - INK4 a Cip/Kip

(upraveno z [4]) rodiny) a samoziejmé kontrola exprese a

lokalizace kindz uvnitf buriky. (shrnuto v reviews [9-13])

CyklinB/Cdk1
MPF byl na pocatku sedmdesatych let dvacatého stoleti identifikovan jako faktor nezbytny pro

vstup bunék do mitézy. V nasledujici dekadé byla pak odhalena jeho struktura, ktera byla



charakterizovana jako komplex cyklinu B a cyklin-dependentni kindzy 1. Pro aktivaci Cdki je

nezbytnd 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 Cdki. Samotna

vazba cyklinu B ale jesté neni dostacujici pro aktivaci Cdki, ta je béhem G2 blokovdna

pretrvavajici fosforylaci dvou aminokyselinovych zbytka (T4 a Y15), za coz jsou zodpovédné

I3

Wee1/Myt1 kindzy. Proti nim ptsobi Cdc2s fosfatazy (Cdcz2sA, Cde2sB, Cde25C) odstrariyjici

inhibi¢ni fosforylaci, jejichz vliv na poc¢atku M-faze prevazi. Zasadni pro aktivaci MPF je také

fosforylace T161 v T-aktiva¢ni smy¢ce kindzy zajistovana Cdk-aktivyjici kindzou (CAK).

(shrnuto v reviews [11, 14])

Meidza

Meidza je proces, ktery, stejné jako mitoticky cyklus,
zacina duplikaci genetické informace. Po replikaci
DNA (4N DNA) nasleduji v tésném sledu dvé
bunécéna déleni, jejichz vysledkem je haploidni
gameta (1IN DNA). Prvni meiotické déleni se také
nazyva déleni redukéni, dochazi pii ném k rozchodu
homolognich chromosomi a vznikaji tak buriky,
jejichz DNA odpovida sice co do mnozstvi ptivodni
diploidni burice (2N DNA), co do informa¢niho
obsahu ziskdvame ale uz ted buriku haploidni.
Béhem prvniho meiotického déleni dochazi udalosti
zvané crossing-over, pii ném se homologni
chromosomy piekiizi a nasledné si piekiizené c¢asti
ramének vzdjemné vyméni. Ziskame tedy buiiku,
nebo vlastné bunky dvé, jejichz geneticka informace
se sklada z prislusného poctu part sesterskych
chromatid, které mohou ptipadné obsahovat useky
z homolognich chromosom nachazejicich se toho

Casu v sesterské burnice. A jelikoz jsou sesterské

MEIOZA,
maternalni homolog

I
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Obrazek 2 Mei6za (upraveno z [5])

chromatidy zdvojenymi chromatidami, musi burika, aby dosdhla 1IN DNA, podstoupit jesté

jedno déleni. A tak ptichazi na fadu meiotické déleni ¢islo dvé, pii kterém se rozchazi

sesterské chromatidy a my se tak kone¢né do¢kame plnohodnotné gamety.



Oogeneze a folikulogeneze

Oocyty, samici pohlavni buriky savcti, jsou vysledkem procesu zvaného oogeneze. Tento proces
zacind jiz v raném prenatdlnim obdobi, kdy tzv. primordialni zarode¢né bunky vstupuji do
vyvijejicich se gondd embrya. Podle Zuckermana nejsou jiZ samice savcl po narozeni (aZ na
vyjimky) schopny produkovat nové oocyty[15-16], Tilly naopak ptichdzi s tvrzenim, Ze,
minimalné u mysi, je vznik novych oocytt v prabéhu dospélého Zivota samice mozny[17]. Tak
¢i tak se v gonadach primordialni butiky méni v oogonie, které nasledné prochdzi nékolika
cykly mitotického déleni, aby posléze, uz jako primarni oocyty, vstoupily do déleni
meiotického. Primarni oocyt vstupuje do meiozy a jesté béhem profaze prvniho meiotického
déleni je zastaven v tzv. diktyotennim stadiu, prodlouzeném diplotenu profaze I, kterému se

také pro dobfe viditelné jadro fika GV (Germinal-Vesicle) stadium (shrnuto v review[18-19]).

Vyvoj oocytu je uzce spjat s osudem tkané, ktera jej bezprostiedné obklopuje. Zahy potom, co
oocyty vstoupi do diktyotenniho stadia, obali se jednou vrstvou plochych bunék a bazalni
laminou, které tak vytvofi primordialni folikul. Okolo, na bazalni laminé, jsou tzv. bunky
thekalni. Oocyt v takovémto folikulu roste a stejné tak okolni somatické buriky se méni a
proliferuji - z plochych folikularnich bunék se stavaji krychlové buriky granuldrni, okolo oocytu
se navic tvori zona pelucida - vznika tak primarni folikul. Ve chvili, kdy je oocyt obklopen vice
nez jednou vrstvou granularnich bunék, se celému folikulu zac¢ina fikat sekunddrni. Az do
vytvoieni sekundarniho folikulu neni tento proces zavisly na pfitomnosti FSH a miize tak
probihat jesté pred dosazenim pohlavni dospélosti samice. Dalsi vyvoj uz ale na FSH zavisly je
a dochazi k nému tedy az ve chvili, kdy je organismus schopen si dostate¢nou hladinu
hormonu vytvofit. V odpovéd na stimul FSH pokracuje jednak proliferace somatickych bunék
a navic se uvnitt folikulu vytvareni dutinka zvanad antrum vyplnéna folikularni tekutinou,
vznikd tak tzv. antrdlni, neboli tercidrni folikul. Buiiky v terciarnim folikulu se daji rozlisit na
dva typy: buriky bezprostifedné obklopujici oocyt jsou buriky kumularni (po ovulaci tvoti okolo
oocytu tzv. kumulus) a buriky lemuyjici sténu folikulu se pak nazyvaji muralni granularni
buriky. Zralému folikulu pfipravenému k prasknuti a vypusténi oocytu z vaje¢niku do

vejcovodu se tika Graaftv folikul. (review [18-20]).

Samotny oocyt pak az do vytvoreni antralniho folikulu ztistava zastaven v diktyotennim stadiu
a neni schopen dokonc¢it profazi prvniho meiotického déleni. Teprve oocyt z antrdlniho
folikulu ma kompetenci znovuzahajit meiozu. Signidlem pro znovuzahdjeni meidzy je uvolnéni
luteiniza¢niho hormonu z hypofyzy. Prvnim viditelnym znakem tohoto procesu je rozpad

jaderné membrany, tzv. GVBD, po ném nasleduje vydéleni prvniho pdlového téliska. Déle



oocyt vstupuje do druhého meiotického déleni a je znovu zastaven v metafazi II, kdy dochazi
k ovulaci. Dalsi vyvoj oocytu je pak zahdjen aZ prinikem spermie, ktery indukuje prudké
zvyS$eni intracelularni koncentrace Ca** a stimuluje tak procesy vedouci k findlnimu dokonceni
meiozy - vydéleni druhého polového téliska a vzniku zygoty se sam¢im a sami¢im prvojadrem

(review [19]).

Antralni folikul

Rany antraini
folikul

Muraini granulérni —Lee s KFsH
buriky T

Corpus e o

. T POonY
Iuteum Pﬂmordiélnl" \ &
folikul 0

Obrazek 3 Vyvoj folikulu (upraveno z [21])



Molekularni mechanismy regulujici meiotické zrani — od prvniho k druhému
bloku

PROFAZE MEIOZA, | MEIOZA Il

Obrazek 4 Schéma udalosti probihajicich v meiéze: rozpad jaderné membrany a formovani déliciho
vieténka, jeho migrace ke kortexu oocytu, vydéleni prvniho pélového téliska a vytvoieni MII-spindlu pod
plasmatickou membrdnou (upraveno z [6])

Profaze | a meioticky blok
Zasadnim okamzikem v Zivoté kazdého oocytu je zastaveni jeho vyvoje v profazi I, ve stadiu

primarniho oocytu obaleného jednou vrstvou somatickych bunék. Od okamziku, kdy oocyt
zacne byt meioticky kompetentni’, je za toto pferuseni vyvoje piimo odpovédné zvyseni
hladiny cyklického AMP ([22], [[23]). cCAMP je v oocytu produkovano adenylat-cyklazou [24-25]
na zakladé stimulace zprostfedkované stimula¢ni podjednotkou trimerniho G-proteinu
(Gs)[26]. Uvolnéni Gg zavisi na aktivité GPCR [27]. Dominantnimi hradi v této signalni draze
jsou u mysich i lidskych oocytit GPCR3, Gos @ ADCY3[26]. In vitro uvolnéni oocytu z Graafova
folikulu vede ke znovuzahdjeni meiozy[28], proto je ziejmé, Ze pravé buriky folikulu se podili
na udrZeni meiotického bloku. Murdlni granuldrni buriky exprimuji natriureticky peptidovy
prekurzor typu C, ktery se vaze na svijj receptor (NPR2) v membrané kumuldrnich bunék,
NPR2 reaguje na vazbu NPPC tvorbou cyklického GMP [29], ktery pfes gap-junctions pronika
do oocytu a zde funguje jako inhibitor fosfodiesterazy $tépici cyklické AMP[30].

Tyto inhibi¢ni mechanismy maji tedy za cil zvysit v oocytu hladinu cyklického AMP, které je
schopno aktivovat protein-kinazu A a udrzet jeji vysokou aktivitu béhem celého meiotického
bloku[31-33]. PKA pak muze fosforylovat pfislusné substraty a upravovat tim jejich aktivitu
pravé tak, aby zabranila znovuzahdjeni meidzy, ¢ili vlastné aktivaci Cdki/cyklinuB. Inhibice
Cdk1 dosahuje PKA neptimo aktivaci kinazy WeeiB[34], jejiz RNAI vede k pred¢asnému
ukonceni prvniho meiotického bloku u ¢asti oocyt[35]. PKA navic fosforyluje i CDC25B
fosfatazu, na kterou se nasledné vaze 14-3-3 protein udrzujici Cdc25B v cytoplazmé[31, 36].
Dalsi vyznamnou kindzou podilejici se na udrzeni meiotického bloku je Myt1 kindza, jejiz

inhibice pomoci morfolino-oligonukleotidti ma podobny efekt na oocyty zastavené v profazi I

' Meioticka kompetence je schopnost oocytu znovu zahdjit a dokon¢it prvni meiotické déleni a opét se
zastavit v druhé meiotické metafazi

10



jako inhibice Wee1B, inhibice obou kindz ma pak za ndsledek pfedc¢asné znovuzahdjeni

meiodzy, tentokrat uz u vétsiny bunék[3s]. Na inhibici Cdki v GV-oocytech se také podili E3

Cthl

ubiquitin ligdza APC/C aktivovana kofaktorem Cdh1 (APC/ ), ktera smétuje k degradaci

dh . y
CCdh proti ¢emuz

mimo jiné cyklin B[37]. Aktivni cyklinB/Cdki je ale schopna inaktivovat APC/
zase pusobi Cdci4B fosfatdza, ta z cyklosomu odstranuje inhibi¢ni fosfat a prispiva tak

k udrzeni prvniho meiotického bloku[38].

— Znovuzahajeni meidzy
) Z bloku profaze I vysvobodi sav¢i

v oocyt az nahly nérist hladiny
\IET‘: | GPCR luteiniza¢niho hormonu[39],

AC ktery v kone¢ném dusledku vede

| k ke znovuzahdjeni meiozy a
. / PI3KIPKB _,L‘PDE—I cAMP ) y

3

GMP \ 7 i i
I ¢ |" T \I potazmo i ovulaci
\ |I Wee Tyt cdezs | prostiednictvim sniZeni hladiny
Y \ \, /' cAMP[40] i cGMP [30]. LH
\ MPF o 1y v
\ neptisobi ovem piimo na

, oocyty, jelikoz ty nedisponuji

Obrazek 5 Zakladni schéma meiotického bloku (¢erné) a prislusnymi receptory, ale vaze se
znovuzahdjené meiézy (modte) na LH-receptory na murdlnich
granuldrnich burikach[41], kde zptisobuje expresi EGF-like faktortt amphiregulinu (AREG),
epiregulinu (EREG) a betacellulinu (BTC) [42]. Tyto EGF-like faktory se vazi na EGF receptory
(EGFR) a stimuluji expanzi kumulu a maturaci oocytu. Roli ve znovuzahdjeni meidzy pak hraje
také PI3K/PKB draha, prostfednictvim PI3K je aktivovana PKB a ta nasledné fosforyluje a tak
aktivuje fosfodiesterazuzA zodpovédnou za degradaci cAMP[32, 43]. Tato aktivace PKB
pfedchazi aktivaci MPF, resp. GVBD a je tedy nezavisld na aktivité Cdk: a potencidlné zapojena
i do jeji aktivace. [32, 43] Cela kaskdda obnoveni meiotického cyklu tedy vede az k aktivaci
PDE3A, coz zpisobi prudky pokles hladiny cAMP, tim i inhibici PKA a s ni i pfislusnych down-
stream signdlnich drah - Wee1B jiz neni stimulovana k dalsi aktivité a CDC25 naopak nejsou
nadale inhibovany. Otevie se tak cesta ke znovuzahdjeni meidzy prostiednictvim aktivace
Cdki. Cdki je pozitivné ovliviiovana vazbou cyklinuB, ktery je tésné pted GVBD translokovan
do jadra, stejné tak se do jadra dostava i CDC25B,[44] obé tyto molekuly se pak podili na
aktivaci Cdki. Na somatickych burikach bylo ale zjisténo, Ze k pocate¢ni aktivaci Cdki

nedochdzi v jadfe, nybrZ v cytoplazmé - na centrozomech[45], CDC25B tady po aktivaci
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pomoci Aurory A odstrani inhibi¢ni fosfat z Cdki[46] a pomuze tak burice prejit z interfaze do
mitdzy. Je mozné, Ze inicidlni aktivace Cdki probihd podobné i v oocytech, oocyty mysich
samicek neexprimujicich Cdc25B nedokazi ptekonat prvni meioticky blok a takové samicky
jsou tedy neplodné[47]. Dalsi z fady CDC25 fosfataz je CDC25A, jejiZ vyznam pro
znovuzahdjeni meidzy taktéz neni zanedbatelny. Overexprese této fosfatdzy je totiz schopna
piekonat meioticky blok oocytu navozeny cAMP, jehoZ vysoka hladina je udrzovana pomoci

IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthine - inhibitoru PDE) [44]. Navic inhibice CDC25A dlouhou

Cdc25a dsRNA vede k poklesu poctu oocytt schopnych znovuzahdjit meiozu[44].

GVBD a formovani déliciho vieténka

GVBD neboli ,,germinal-vesicle breakdown“ (popi. NEBD -
nuclear-envelope breakdown) je charakterizovan rozpadem
jaderné membrdany oocytu. Jaderna membrdna predstavuje
komplikovanou strukturu skladajici se ze dvou vrstev spojenych
v mistech jadernych pora. Vnéjsi jaderna membrdna kontinualné
piechazi v endoplasmatické retikulum, zatimco vnitini
membrana je podepiena hustou siti jadernych lamina typu A a B
a dalsich rozli¢nych proteinti. Rozpad jaderné membrany
probiha, stejné jako u somatickych bunék, ve dvou krocich a je

v ném zapojena celd fada proteind véetné komplexu
Cdki/cyklinB. Nejdtive se za¢nou uvolilovat periferni
nukleoporiny z jadernych port, ¢imz se zvySuje jejich
permeabilita, nasleduje fosforylace a rozpad laminti a tim i

definitivni rozpad jaderné membrany. (shrnuto v[48])

Tésné po GVBD se zacina formovat délici vieténko okolo

Obrazek 6 Formovani zkondenzovanych chromosomii[49]. Mysi oocyty postradaji
déliciho vieténka
Chromosomy (modfe) spolu
s MTOC (zelené) fidi tvorbu
bipolarniho déliciho
vieténka, na konci MI jsou Absence centrozomt v samici meidze byla zjisténa u fady druhi
aktivovany kinetochory
(zluté) [7], dalsi popis v textu

centrioly a tim padem tedy i centrosomy[50] a v oocytech tak roli

centrozomt obvykle nahrazuji mikrotubuly-organizujici centra.

véetné mysi[50] nebo ¢lovéka[51]. V mysim oocytu se dokonce
pfed NEBD nachdzi vice nez osmdesat MTOCs rtiznych velikosti,
jejichZ prevazna vétsina je formovana de novo[52]. MTOCs jsou rozptylena v cytoplazmé[s2] a
po GVBD jsou reorganizovana tak, aby bylo vytvoreno bipolarni délici vieténko. Za tuto
reorganizaci jsou zodpovédné samotné chromosomy, jelikoz i pfesto, Ze i v oocytech

zbavenych chromosomi (tzv. cytoplastech) se bipolarni délici vieténka tvofi, mivaji riizné

12



velikosti a byva jich obvykle vice na jednu buiiku. Cili MTOC a mikrotubuly maji potencial
vytvorit délici vieténka, ale chromosomy hraji zasadni tlohu pfi fizeni a potazmo omezovani
této schopnosti[53]. Pti mitdze je ptipojeni chromosomi k mikrotubulim pod kontrolou
kinetochord. K nim se pfipoji mikrotubuly (K-mikrotubuly), které se spoji s opa¢nymi poly
déliciho vieténka, a kdyZ je toho dosazeno, chromosom se ustdli v ekvatoridlni roviné[s4].

V mysich oocytech ale pfichazi ke slovu ponékud odlisny mechanismus. Jelikoz kinetochory tu
nejsou po vétsinu MI aktivni, ujimaji se ukolu dopravit chromosomalni bivalenty do stiedu
déliciho vieténka mikrotubuly vieténka, které interaguji pfimo s raménky chromosomi a
pomoci MT-asociovanych motort je stabilizuji v ekvatoridlni roviné[49]. Ke kontaktu
kinetochor@ a mikrotubult dochdzi az na konci prvni meiotické metafaze, coz umozni

kone¢né ustaleni chromosomil ve stfedu ekvatoridlni roviny a prechod do anafdze[49)].

SAC a APC
Béhem GV stadia oocytu, tedy béhem prvniho meiotického bloku, udrzuje nizkou hladinu

cyklinu B a potazmo tak nizkou aktivitu Cdki APC/C s pomoci Cdhi[37], po GVBD tento
komplex svou afinitu k cyklinu B ztraci. Po rozpadu jaderné membrany se APC/C“™™ zaméiuje
na degradaci Cdc20([55] a tak vlastné naopak pfispiva ke zvy$ovani hladiny cyklinu B. Nejprve
degradace Cdc2o ziejmé poskytuje dostatek casu ke spravnému uspofadani chromosom

v metafdzni roviné, zdroven ale fakt, Ze se prestal degradovat cyklin B zvy$uje aktivitu MPF a
umoznuje tak Cdc2o dostat se opét ke kormidlu APC/C - degradovat Cdhi, cyklin B a
securin.[55] V oocytech, stejné jako v somatickych burikach, funguje tzv. Spindle Assembly
Checkpoint, ktery ve své funkéni podobé brani vstupu buriky do anafaze az do chvile, kdy jsou
vSechny chromosomy bezpec¢né sefazeny v ekvatoridlni roviné.[56] Komponenty SAC (proteiny
kédované MAD a BUB geny) se béhem mit6zy vazi na kinetochory neptipojené nebo $patné

piipojené k mikrotubultim déliciho vieténka a zaroveti brani APC/C“*°

v degradaci securinu
a cyklinu B vazbou a inhibici APC aktivatoru Cdc2o(shrnuto v reviews [57-58]). Ackoli je SAC
dobte zmapovany v somatickych burikach, jeho role v meiéze byla az donedavna nejasna.

V oocytech ovSem zpisobuje vyfazeni nékterych hlavnich komponent figurujicich

v mitotickém SAC akceleraci meidzy I, coz nenechava dostatek ¢asu ke spravnému sefazeni
chromosomi v ekvatoridlni roviné a potazmo vede k missegregacim a aneuploidiim[59-60].
Tyto i dalsi studie pfinasi dikazy o nepostradatelnosti SAC pro vyvoj oocytt (dal$i shrnuti

v review [61]) Poté, co je uspokojen SAC a oocyt je vpustén do anafdze, chrani centromery a
spojeni sesterskych chromatid protein shugoshin[62] a dochdzi tak pouze k rozchodu

homologt. Potize ovSem nastavaji po knockdown Cdhi, nedegraduje se tak Cdc2o a v ooctu je

rychleji degradovan cyklin B a securin a tim padem dochazi k pfedc¢asné segregaci a
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nondisjunkci chromosomii[s5]. Nizka aktivita Cdczo je ale nevhodna podobné jako jeho
vysoka aktivita, v mysich samicich produkujicich jen malé mnozstvi Cdc2o nejsou zase naopak
cyklinB a securin efektivné degradovany a pocatek anafaze I jejich oocytt: je tak zna¢né
opozdén, v kone¢ném disledku produkuji tyto samice oocyty s missegragovanymi
chromosomy a jejich plodnost je tim padem citelné snizena.[63] Vedle aktivatort je destrukéni
¢innost APC/C komplexu fizena i pomoci inhibitort, jednim z nich je Emii, ktery ov§em tésné
po GVBD sam podstupuje destrukci az je téméi nedekovatelny na pomezi MI/MII, deplece
Emi1 pomoci Emii-MO vede ke zpozdéni GVBD, naopak exogenni Emi1 injikovany do oocyt
nastup rozpadu jaderné membrany uspisi [64]. Dal$im inhibitorem APC/C je Emiz, ktery hraje

vyznamnou roli béhem druhého meiotického bloku.

Tabulka 1 Afinita APC/C ke svym hlavnim substratim vzhledem k navazanému aktivatoru a fazi

meio6zy[37, 55]

GV Tésné po GVBD Pozdéji po GVBD
APC/C™  CyklinB  Cdc20
APC/CC 420 Cdha, cyklin B, securin

Vydéleni prvniho pdlového téliska a pfechod do Ml

Pro vznik plnohodnotnych oocytd je dilezité, aby oproti polové burice obsahovaly co nejvétsi
podil cytoplasmy a byly tak schopny poskytnout dostatek zZivin i mRNA piipadnému
vyvijejicimu se embryu. Béhem MI se proto délici vieténko, které se zformovalo vice méné
uprostied buriky, posouva k jejimu okraji[65]. U mysich oocyti tuto cestu zajistuji aktinova
mikrofilamenta, jejichz nukleace je zavisla na molekule FORMIN-2[66]. V procesu migrace
déliciho vieténka ma také dalezitou roli molekularni motor myosin-2 - inhibice myosinové
aktivity vede k zastaveni pohybu vieténka smérem k periferii [52] - a také tfeba MAPK[67].
MAPK je aktivovana pomoci Mos kindzy[67-68] a to az po aktivaci MPF a na rozdil od MPF jeji
aktivita neklesd ani mezi metafazemi prvniho a druhého meiotického déleni, které jsou pomoci
MAPK tizeny piedeviim[69]. MAPK neni aktivovana v mos” mysich, chromatin v oocytech
takovychto mysi je ¢aste¢né dekondenzovany[68] a jejich délici vieténko nemigruje, ale
prodluzuje se, aby posunulo jeden pol blize ke kortexu[65], toto posunuti ale nekompenzuje
zcela neschopnost migrace vieténka a oocyt tak vydéluje vétsi pdlové télisko nez je bézné[65,
67] Po vydéleni prvniho polového téliska se v oocytu rychle vytvoii novy spindle slozeny

z kratkych mikrotubult tésné nahlouc¢enych okolo zkondensovanych chromosom?.[70]
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- Oplozeni Obrazek 7
Prometafaze a metafaze | Blok v metafazi Il Zmény
v koncentraci

% ﬂ MPF a MAPK
7 " (upraveno z[7])

MPFE

MAPK

Blok v Mil

Tak jako béhem prvniho meiotického déleni, je i v meidze Il oocyt zastaven ve svém vyvoji.
Tento blok v8ak probihd odlisné nez blok v profazi I - ma podstatné kratsi trvani a je také fizen
odlisnymi faktory. Oocyt je béhem meidzy Il zastaven az v metafazi s chromosomy
vyrovnanymi v metafazni roviné[49] a délicim vieténkem, jehoZ mikrotubuly podstupuji
rychlou degradaci a opétovnou vystavbu [71], umisténym pod plasmatickou membranou[49].
Stejné tak aktivita MPF zGstava béhem celého druhého meiotického bloku vysoka.[72] VSechny
procesy druhého meiotického bloku jsou v mysich oocytech fizeny aktivitou tzv.
cytostatickych faktord, které dokazi oocyt v tomto zvlastnim stavu udrzet po hodiny az celé
dny i béhem ovulace a dél az do oplozeni[72], které nastartuje jeho dalsi vyvoj. Molekularni
povaha CSF nebyla dlouho znama4, pfedevsim na oocytech Xenopa pak bylo zjisténo, ze
zahrnuje MAP kindzovou drahu vedouci od aktivace Mos pies MEK, MAPK az k Rsk. V mysich
oocytech je ale situace ponékud odlis$nd, Rsk se tady drahy CSF netcastni[73]. Kazdopadné
nasledné bud Rsk nebo jina kindza fosforyluje a tim stabilizuje inhibitor APC/C Emiz, APC/C
tak nemiize degradovat cyklin B a tim je udrZzovana vysoka aktivita MPF a potazmo i druhy
meioticky blok (shrnuto v reviews [74-75]). Kalciova vlna vyvolana oplozenim pak aktivuje
Ca**-dependentni kindzu CaMKII, ktera fosforyluje Emiz, za asistence Plx1 (studie byla
provedena na oocytech Xenopa) je pak Emi2 destruovan a oplozeny oocyt tak mtize pokrocit

k dalsimu vyvoji[76].
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Aurora kinazy

Aurora kindzy tvofi rodinu serin/treonin kindz uplatnujicich se v kontrole bunééného cyklu.

Poprvé byly identifikovany v roce 1995 na Drosophile [77] a nasledné na dal$ich druzich

bezobratlych Zivocicht i obratlovct véetné ¢lovéka. [78-80] Jiz prvni experimenty ukazaly, Ze

Aurora kindzy hraji nezastupitelnou roli v separaci replikovanych centrozomi a tvorbé

bipolarniho déliciho vieténka. [77]

Nomenklatura Aurora kindz je ponékud neptehledna a jednotlivé typy téchto kinaz lze nalézt

pod riznymi jmény u riznych skupin Zivocichti. Piehled je uveden v nasleduyjici tabulce.

iaur- « | Nomenclature and properties of aurora family kinases

Nomenclature guide*
Mammals Other names

Aurora-A Aurora-2, HSAIRK1, ARK1, Ak,
BTAK, STK-15 (human);
ARK1, Ayk1, IAK1 (mouse)

Aurora-B Aurora-1, HSAIRK2, ARK?2, Aik2,
AIM-1, STK-12 (human);
ARK2, STK-1 (mouse);
AIM-1 (rat)

Aurora-C Aurora-3, HSAIRK3, AIE2, AIk3,
STK-13 (human); AIET (mouse)
[11]

Struktura

activation

loop

~

)

Obrazek 8 Struktura Aurory A [8]

Xenopus C. elegans Drosophila S. cerevisiae
EQ2 AlR-1 aurora Iplp?

AIRK2 AlR-2 IAL

Aurora kindzy, jak se na kinazy slusi a patii,
obsahuji dvé dtlezité domény. Jsou jimi
regula¢ni doména na N-konci a katalyticka
doména na C-konci. Regula¢ni doména se mezi
jednotlivymi typy kindz rtizni, ale struktura
domény katalytické ztistava v podstaté
zachovana - tfi sav¢i Aurora kindzy sdili az 70%
homologie [81], (Cheetham uvadi 82%)([8],
pficemz ATP-vazajici misto se mezi jednotlivymi
kindzami prakticky neli$i. [8] Aurora kindzy také
obsahuji tzv. D a A boxy sméfujici je k degradaci
ptes APC. [81] Za pov§imnuti ov§em stoji fakt, ze
bez ohledu na celkovy procentudlni rozdil mezi

primdrnimi sekvencemi Aurory A a Aurory B, je
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mozné zaménou pouhé jediné aminokyseliny ve struktute Aurory A (glycin 198 za asparagin)

zmeénit jeji lokalizaci a funkci a plné tak nahradit Auroru B[81-82].

Aurora A v mitdze

Aurora A se podili pfedev§im na funkci centrozomu a tvorbé déliciho vieténka. Mira jeji
exprese je tésné svazana s postupem buné¢ného cyklu, vrcholu dosahuje v G2/M a s koncem
mitozy zase prudce klesa, v zdsadé tak kopiruje expresi cyklinu B [79, 83]. Od profaze do

anafaze je lokalizovana na centrozomech a pélech déliciho vieténka [79] [84-85].

PROFAZE METAFAZE CYTOKINEZE

/ délici vieténko

centrosom

centrosom ¢

centrosom ...,

Aurora A

Aurora A Aurora A Aurora A

Obrazek 9 lokalizace Aurory A béhem mitozy (ptevzato a upraveno z [86])

Aktivace

Aurora A je béhem buné¢ného cyklu prvné aktivovana na centrozomech [87-88] na prelomu
G2/M [83, 88] pravdépodobné soubézné, nebo tésné po aktivaci Cdki[83]. Na aktivaci Aurory A
se podili fada molekul, mezi nimi je napiiklad LIM protein Ajuba[87] nebo PAKi kinaza, ktera
v sav¢ich burikach fosforyluje Auroru A na S342 a T288[89]. Mezi dal$i centrosomalni proteiny
dulezitymi pro aktivaci Aurory A je tfeba Arpcib [9o] nebo Bora, jeji deplece vede ke stejnym
efektim na déleni buriky jako deplece samotné Aurory A[91]. Vyznamnym aktivatorem Aurory
A je pak také TPX2 [92-93], ktery ji umoznuje autofosforylaci a zaroven zpasobuje
konformacni zménu vedouci k ukryti kritického fosfotreoninu, jehoz defosforylace vede

k inhibici funkce kindzy[93]. Zajimavé je zjisténi z bunék Xenopa, kde k autofosforylaci
dochdzi na sedmi aminokyselinovych zbytcich, ale pouze jeden z nich (Thr 295) je opravdu

nutny pro aktivaci Aurory A, mutace v ostatnich aminokyselinach k inhibici kinazy nevede[94].

Délici vieténko
Aurora A je zodpovédna za spravny pribéh maturace centrosomt, kde jako soucast tzv. PCM
(,pericentriolar material“) zaji$tuje napf. lokalizaci y-tubulinu[85] nebo centrosominu[gs] a

zodpovida také za délku a ¢etnost astralnich mikrotubulii [84]. AURKA je téZ zndmd pro svou

17



roli v separaci centrozomu. [3, 77, 84-85, 88] Inhibice samotné Aurory A MLN 8054
inhibitorem zptsobuje tvorbou abnormalnich délicich vietének s nespravné piipojenymi
chromosomy. [1, 3] Stejné tak mutace v genu pro Auroru v burikdch Drosophily ma za nasledek
vznik defektnich délicich vietének, pfedevsim monopolarni povahy. [77] Zajimavé je, Ze i pies
defekty v separaci centrozomt, jsou nékteré buriky s Aurorou A inhibovanou MLN8o054
inhibitorem schopny vytvofit bipoldrni nebo i vicepoldrni spindle, pficemz pouze jeden pol
takového vieténka je pak tvofen centrozomem a dalsi poly se vytvori i bez asistence této

struktury. [3]

Ovsem pro to, aby mohla AURKA vykonat vSechny své zodpovédné funkce potiebuje byti
aktivni [88] a jak jsme si jiZ fekli vySe, jednim z jejich vyznamnych aktivatort je TPX2[92]. Ten

urcuje piitomnost a tim padem i aktivity kindzy na

monopolarmi spindle mikrotubulech spindlu [96], ktery byva v burikach
f s mutovanym TPX2 maly a s kratkou vzdalenosti mezi pdly
/ [92]. Vyznam TPX2 pro vystavbu spindlu tedy neni zrovna

, zanedbatelny a proto neni divu, Ze vznikla fada praci
- . zabyvajicich se roli tohoto aktivatoru ponékud podrobnéji.
bipolarni spindle s nespravné - ) ,
napojenymi chromosormy Naptiklad experimenty studujici strukturu TPX2 odhaluji

existenci jeho dvou hlavnich domén. N-doména se ptimo

vaze na mikrotubuly a obsahuje také Aurora A-vazajici

l peptid, piesto ale neni schopna zastoupit roli endogenniho
TPX2 v nukleaci mikrotubulti a v podpofe tvorby déliciho
Tulpolam! vieténka, naopak C-doména, ktera se nevdze pfimo na
spindle » naop ’ P
I mikrotubuly ani Auroru A, dokaze pfirozenou roli TPX2
zastat - Cili v jeji pfitomnosti dochazi k Ran-GTP
3‘ indukované nukleaci mikrotubult i k vystavbé spindlu.[97]

Témto vysledkiim ale protifeci jina prace, ktera sice

Obrazek 10 Dopad inhibice Aurory A potvrzuje schopnost ¢asti TPX2 bez sekvence vazajici

na morfologii spindlu, pfevzato a

upraveno z [3] Auroru A podpofit nukleaci mikrotubuld, nepotvrzuje ale

jeho schopnost dostate¢né zajistit tvorbu délicich vietének.[98] Ocividny rozpor vysvétluje
autor [98] neuplnou inhibici endogenniho TPX2 ve star$i Brunetové studii[g7]. Stejné tak je ke
spravnému sestaveni vieténka dalezity dalsi partner a aktivator Aurory A - kofaktor Bora [99]
jehoz deplece, piipadné overexprese vede ke vzniku raznym zptisobem deformovanych

vietének s narusenou lokalizaci Aurory A i TPX2[99].

18



Zavérem k mirné rozporuplnym dattim se da snad fici, Ze vyznam Aurory A ve vécech kolem
maturace a separace centrozomu ¢i vystavby spindlu se zd4 byt nepopiratelny, tuto roli ale
muize AURKA zastat pouze ve svém aktivnim stavu[88] a zminéné TPX2 ¢i Bora jeji aktivaci
zaji$tuji[g1-92], proto také naruseni jejich exprese/aktivity/hladiny vede k riznym defekttim

vyvolanym nedokonalou funkénosti Aurory A. [92, 97, 99]
Bunécny cyklus

vstup do mitézy

Vstup buriky do mitozy je ptimo zavisly na aktivité Cdki, potazmo komplexu Cdki/cyklinB,
ktery je na prelomu G2/M aktivovan na centrozomech[45]. A jelikoZ se aktivni Aurora A
nachazi tamtéz a navic jeji inhibice zptisobuje rizné defekty bunééného déleni (viz. vyse),
navrhl v roce 2003 Hirota[87] hypotézu o roli Aurory A v aktivaci Cdki. V této studii byly
pouzity synchronizované HelLa buriky, ve kterych byla Aurora A inhibovdna pomoci RNAi
metody. Nasledné byl sledovan dopad této inhibice na bunécny cyklus a aktivitu dalsich
klicovych molekul a byla zjisténa inhibice aktivace Cdki[87]. Z této prace by tedy vyplyvalo, Ze
pfi vstupu do mitdzy funguje Aurora A jako ,nadfazend” kindza Cdki, ze aktivuje MPF a je tak
kli¢ovou pro zahdjeni mitotického cyklu. Dopad deplece Aurory A na vstup buriky do mitozy
byl nasledné pozorovan i na cyklujicich extraktech oocytt Xenopa, kde ve vsech sledovanych
aspektech - aktivaci Cdki, kondenzaci chromatinu i aktivaci MAPK doslo k urc¢itému
zpozdéni[100], ptesto ale, na rozdil od prvniho ptipadu[87], butiky do mitézy nakonec
vstoupily. [100] Podobné i v dal$ich pracich byl pozorovan zpozdény vstup do mitézy po
inhibici Aurory A pomoci RNAI nebo specifickych inhibitort [1, 83, 101] a také prodlouZeni
doby trvani jednotlivych mitotickych fazi, pfredevsim profaze, prometafize a metafaze [102].
Vsechny tyto vysledky by tedy v zasadé ukazovaly na vliv Aurory A na pocatec¢ni aktivaci Cdki.
Odlisnych zavéra bylo ale dosazeno na embryich C. elegans, kde porovnani kondenzace
chromatinu v burikich s depletovanou Aurorou A se situaci v kontrolnich burikdch neukazalo
7adny rozdil v iniciaci, ani v trvani kondenzace, potazmo tedy zfejmé ani v aktivaci Cdki [103],
zaroven ale deplece Aurory A vedla k signifikantnimu zpozdéni a také prodlouzeni doby
rozpadu jaderné membrany[103]. Inhibice samotné Cdki pak méla za nasledek inhibici Aurory
A [83, 88] a na ni zavislych aktivit dal$ich molekul a zaroveri inhibice AURKA ke zpozdéni

v aktivaci Cdki nevedla. [88] Coz, na rozdil od ptedchozich praci, svéd¢i pro zavislost Aurory A
na piedchazejici aktivaci Cdki, nikoli naopak. Na druhou stranu ale musime vzit v potaz
dopady inhibice Aurory A, ktera vede mimo jiné ke vzniku monopolarnich délicich vietének,
jeZ jsou zfejmé vysledkem nezdaiené separace centrozomi. [88] Cili separace centrozomi

zavisi pfimo na aktivité Aurory A, pfekvapujici je proto zjisténi, ze v HeLa bunkach
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s inhibovanou Cdki k separaci centrozomt dochazi [88, 104]. Co z toho vyplyva? Nejspis to, Ze
vétsina aktivit Aurory A je skute¢né zavisla na Cdki, ale tkol separovat centrosomy

piedchazejici aktivaci MPF je z vlivu Cdki vynat[88] a to minimdalné pravé v HeLa burikach.

SAC, cytokineze

Inhibice Aurory A pomoci RNAi i anti-Aurora A protilatky vede k vy$simu vyskytu
vicejadernych bunék [102], stejné tak mikroinjekce protilatky proti AURKA do bunék

v metafazi zhati ve vétsiné pripadt dokonceni cytokineze[102]. Také overexprese Aurory A
zputsobila v MEFs neuspéch v dokonceni déleni buriky, v nékterych piipadech se vytvorila
samostatna jadra, k samotné cytokinezi uz ale nedoslo[105]. Tyto vysledky naznacuji, Ze
AURKA hraje jistou tlohu, at uz pfimou ¢i nepfimou, v fizeni cytokineze vzhledem k tomu, Ze
naruseni jeji fyziologické hladiny vede v kone¢ném dusledku ke vzniku polyploidnich ¢i
vicejadernych bunék. Zajimava je také moznost zapojeni Aurory A v SAC, v burikach

s overexprimovanou Aurorou A dochdzi totiz k ndstupu anafaze, i kdyz je SAC uméle udrzovan

pomoci taxolu a komponenty SAC (Madz) jsou tak stale pfitomny na kinetochorech[105].

p53, H3
Jak overexprese[105-106], tak inhibice Aurory A [1] mély zdroveri za nasledek zvy$ené procento

apoptozy v postizenych buné¢nych kulturdch a vedly ke zvyseni exprese p53, frekvence

apoptdzy takovych bunék pak byla redukovana deleci p53.[106-107]

Navic hraje Aurora A roli i v kondenzaci chromosomi, kdyz vystupuje jako jedna z kinaz
fosforylujicich histon H3 na Serio, [108] fosforyluje CENP-A (variantu histonu 3)a umoziuje

tak pozdéjsi fosforylaci Aurorou B a vazbu kinetochorovych proteint na centromeru.[109]

Aurora A a PIk1

Zajimava je role Aurory A ve vztahu k Plki a vlastné i naopak, vztah Plki k Aurofe A. Na
zacatku jejich interakce ale stoji ziejmé Cdki, ta fosforyluje malou molekulu s ndazvem
Bora[g9g], Bora piisobi jako koaktivator Polo-like kindzy 1, na kterou se vaze jednak ve své
nefosforylované formé [101], lépe tak ale ¢ini pravé po zdkroku Cdki. [99] Bora se tedy navaze
na Plki a odhali tak aktiva¢ni smyc¢ku kindzy [101], kterd mimo jiné obsahuje také Thrzio
urceny k fosforylaci Aurorou A[101]. Aurora A tedy s pomoci Bory aktivuje Plki a Plki se vzapéti
vlastné obrati sama proti sobé, fosforyluje totiz Boru a sméfuje ji tak k degradaci [99]. Co se
ovSem stane, kdyz tady Plki neni? V burikach s depletovanou Plki dochdzi pfirozené

k hromadéni Bory [99] a Aurora A se v odpovéd oddéli od pdla vieténka, dochdzi dokonce

k nespravné maturaci centrozomd. Vypada to tedy, Ze Bora soupeii s TPX2 o vazbu Aurory A a
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zvySené mnozstvi Bory tak vede k defektiim spojenym s funkci Aurory A zavislych na praveé

vazbé kindzy k TPX2.[99]

Inaktivace

Aurora A miize byt inaktivovana ptisobenim PP1,[110] kterd je ovSem inhibovana fosforylaci
katalyzovanou cyklin-dependentni kindzou 1. [83] Dal$im faktorem zptisobujicim inaktivaci,
resp. degradaci Aurory A je jeji ubiquitinylace v pozdni anafazi zprostiedkovana APC/C, ktera
Auroru A urcuje k degradaci.[111] Na aktivaci APC/C se v této fazi buné¢ného cyklu podili i
Plki[112]. Neméné dilezitym inhibitorem Aurory A, minimalné v pfipadé Xenopa, je p53, tumor
supresorovy protein ¢asto neaktivni v nadorovych burikach. p53 se vaze na katalytickou

podjednotku Aurory A a tak ji inhibuje, tuto interakci narusuje aktivator Aurory A - TPX2[94].

Rakovinné burnky
Jako pozitivni regulator buné¢ného

déleni byva AURKA casto

OH

overexprimovana v rakovinnych
bunkdch, jeji pfitomnost byla testovana
mimo jiné na bunkach Hela, které

vykazovaly nejvyssi expresi Aurory A ze

studovanych lidskych bunék.[79] A B T
Obrazek 12 Henrietta
pravé vyzkum rakoviny, jakoZto téma Lacks HeLa buiiky
Obrazek 1 MLN8054 [1] byly v roce 1951

stojici v popredi zajmu spole¢nosti . , :
) pop ] P ’ izolovany z nadoru

poskytl arodnou ptidu pro testovani fady latek s potencidlem délozniho hrdla
Henrietty Lacksové,
inhibovat vysokou aktivitu Aurory A v rakovinnych burikdch. Jednou  ktera bohuzel téhoz

roku své nemoci

z téchto latek, kterd uz v pomérné nizkych davkach dokaze Auroru A podlehla

inhibovat je molekula s ndzvem MLN8054, kterd ma tu vyhodu, zZe

nevykazuje inhibi¢ni vliv na pfibuzné kinazy a ovliviiuje pouze kindzovou aktivitu Aurory A[1].
Tato inhibice vede k zavaznému fenotypovému projevu. Burika osetiena MLN8o054 vykazuje
defekty v morfologii déliciho vi‘eténka az v 95% ptipadi, objevuji se monopolarni i polypolarni
vieténka. I takto postizené buriky jsou ale ¢asto schopny se délit, i kdyZz doba mitdzy je u nich
vici kontrole signifikantné prodlouzena a dochazi také k defektim v segregaci chromosom,
které vedou k aneuploidii a smrti bunék v ndsledujicich generacich. [3] Nejnovéjsi vyzkum
inhibice aktivity Aurory A se soustfedil na dal$i z fady MLN inhibitord, tentokrat MLN8237,
jehoz u¢inky byly testovany na burikach mnohocetného myelomu[113] a T-burikach

infikovanych HTLV-1 virem.[114] U bunék mnohocetného myelomu bylo po o$etfeni MLN8237
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inhibitorem zjisténo sniZeni aktiva¢ni fosforylace Aurory A na T288 a to bez efektu na ¢innost
Aurory B. MLN8237 inhiboval buné¢ny rist a proliferaci, butiky vykazovaly abnormality ve
stavbé déliciho vieténka a to vSe pak ve zvySené mife vedlo az k apoptoze a smrti bunék. Oba

Aurora A inhibitory se momentalné nachdzi v raznych fazich klinickych studii.[115-117]

AURKA v oocytech

Aurora A se zd4 byt dominantni isoformou Aurora kinaz v sav¢ich oocytech.[118-119] Jeji
lokalizace a kvantita se béhem meiotického déleni pfirozené méni v ndvaznosti na postup
procesu. Piehlednost situace kolem AURKA v oocytech je ale komplikovana pomérné malym

poctem praci na toto téma.

Exprese a lokalizace
Napftiklad ponékud nejasna je otazka miry exprese Aurory A béhem zrani oocytu. Jeji hladina

je jednak definovana jako nejvyssi béhem GV stadia a MII faze s nizsi, ale konstantni urovni
mezi témito dvéma krajnimi ¢asovymi body.[120] Zatimco jina studie udava odli$né vysledky
reprezentované naopak nejnizsi hladinou AURKA béhem GV a jejim navy$enim béhem GVBD
s naslednym udrzenim této koncentrace na pfiblizné stejné trovni az do MII [2]- vznikly
rozpor vysvétluji autofi pouzitim odlisnych protildtek.[2] Ménici se lokalizace AURKA béhem
zrani oocytu pfinasi taktéz urcité nesrovnalosti, opét miizeme porovnat vysledky jiz vyse
citovanych studii. V GV oocytu je shodné lokalizace Aurora A definovana jako difuzni po celé
burice ov8em s akumulaci bud v jadie [120], nebo na MTOC[z], coZ by snad lépe
korespondovalo s vysledky ze somatickych bunék. (napi.[88]) Po GVBD panuje uz co do
méniciho se umisténi kindzy ponékud vétsi shoda, AURKA, ziejmé uz ve své aktivni formé [2],
se nachdzi v okoli kondensovaného chromatinu [2, 120], navazana na MTOCs. [2] Pozdéji je

pak kindza k nalezeni na pélech déliciho vieténka a to az do ukonceni anafdze I. [2, 120]

Bunécny cyklus

Znovuzahdjeni meidzy

AURKA je aktivovana fosforylaci na T288 poprvé tésné pied GVBD na mikrotubuly-
organizujicich centrech[2]. V pfedchozich kapitolach jsme se zabyvali mimo jiné otdzkou, co se
stane, kdyz v mitotickych bunkach inhibujeme Auroru A, jaky bude tato inhibice mit vliv na
bunééné déleni, jak ovlivni rozpad jaderné membrany, kondenzaci chromosom1 a tak dale.
Stejné otazky si musime polozit i pro pfipad meidzy, nebo momentdalné pro piipad savcich,
resp. mysich, oocytt. TakzZe co se stane, kdyZ zainhibujeme Auroru A v mysich oocytech?
Odpovédi se nabizi opét nékolik. Jedna napitiklad prichazi s tvrzenim, Ze pouziti dlouhé Aurka

dsRNA ma za nasledek snizeni frekvence GVBD[2], podobné inhibice AURKA pomoci

22



protilatky vede v danych ¢asovych intervalech ke snizeni procenta bunék po GVBD oproti
kontrole[120]. TakZe odpovédi na poloZzené otdazky by mohlo byt, Ze na rozdil od situace

v somatickych burikdch, podili se Aurora A v oocytech na znovuzahdjeni meidzy do té miry, Ze
jeji inhibice vede u nékterych bunék k jejimu zablokovani. Jedna recentni prace na mysich
ooytech ale toto tvrzeni nepotvrzuje a fika, ze podil bunék, které podstoupily GVBD se ve
sledovaném case (po dvou hodinach od odmyti IBMX (udrzeni MI bloku)) oproti kontrole
prakticky nelisil[121]. Podobné jako na oocytech mysi byly i na dal$im oblibeném modelu
obratlov¢i meidzy, oocytech Xenopa, zkoumany vlivy RNA interference Aurory A na prabéh
déleni. Vliv inhibice Aurory A na GVBD byl v tomto pfipadé shledan v podstaté
zanedbatelnym, jelikoz jak kontrolni, tak oSetfené oocyty vykazovaly v zdsadé stejnou kinetiku
GVBD i aktivace Cdki/cyklinu B[122]. TakZe tu mame vysledky, které fikaji, Ze inhibice Aurory
A vede ke snizeni podilu oocytii schopnych podstoupit GVBD a na druhé strané vysledky, které
ukazuji pravy opak a odpiraji Aurote A jakykoli vliv na znovuzahdjeni meidzy oocytti. Autor
[121] tento ziejmy rozpor vysvétluje nedostate¢nou specifi¢nosti pouzité dsRNA[2] ¢i protilatky
[120], coz mohlo vést k fenoméntim, které se po inhibice samotné Aurory A neobjevuji[i21].
Pokud se tedy budeme ptat, kde je pravda, objektivniho vysledku se vzhledem k malému poctu
praci dopatrame jen stézi. Mizeme si ale vzit na pomoc vysledky ze somatickych bunék - ty
vesmés tvrdi, Ze Aurora A urcitou roli ve vstupu do mitozy hraje, jelikoZ inhibice AURKA vede
k jeho oddaleni[1, 83, 100-101, 103]. Pro vstup bunék do mitdzy je tedy Aurora A dulezitd, ziejmé
ale ne natolik, aby jeji inhibice tento vstup zablokovala. Pokud se znovu podivame pouze na
vysledky ze savéich oocytii a uzname argument o nedostate¢né specifité pouzitych technik ve
dvou starsich pracich, mtizeme podrobit kritickému zkoumani jesté praci posledni[121], oocyty
po inhibici Aurory A tu byly sledovany az po dvou hodinach od odmyti IBMX. Otdzkou je, zda
muze takovy postup odhalit pfipadné zpozdéni GVBD, které nemusi byt v ptipadé inhibice
Aurory A az tak velké. Zpozdéni rozpadu jaderné membrany v somatickych burkach se po
inhibici AURKA pohybovalo mezi cca sedmi minutami [103] pfes 20-30 minut [100] aZ po 1-2
hodiny [83]. Pokud by se tedy zpozdéni GVBD v mysich oocytech drzelo po AURKA inhibici na
niz$ich hodnotach srovnatelnych se zpozdénim zjiténym v somatickych buiikach (7-30 min),
kontrola oocytli po 120 min by je nejspis nezaznamenala a tak nejspi$ nezbyva nez pockat

s odpovédi na to, co napovi dalsi studie. O roli Aurory A ve znovuzahdjeni meidézy muze
vypovidat nejen inhibice kinazy, ale i jeji overexprese. Naptiklad mikroinjikace mRNA pro
Auroru A do oocytli Xenopa zpusobila urychleni nastupu GVBD, ov§em az po stimulaci oocytu
progesteronem, samotna zvySend exprese AURKA k aktivaci MPF nebo k rozpadu jaderné
membrany nevedla [123]. Toto pozorovani bylo potvrzeno i na mys$ich oocytech inhibovanych

(blokovanych v GV stadiu) vysokou hladinou cAMP (pomoci IBMX), kde overexprese AURKA
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(mikroinjekce Aurka mRNA) k ptekondni meiotického bloku rovnéz nestacila[2]. Odli$né
vysledky ale piedklada jind prace na oocytech Xenopa, ve které zavedeni Myr-Aurora A
(konstitutivné aktivni kindzy vdzané na cytoplasmatickou membranu) do oocytu, ktery nebyl
jinak nijak stimulovan, k GVBD vedlo[124]. Vysvétlenim by tomto pfipadé mohla byt

nefyziologicka lokalizace kinazy[2].

CPEB
Jiné studie Aurory A na oocytech Xenopa vedly k vysloveni hypotézy o dalsi roli Aurory A pfi

znovuzahdjeni meidzy.[123] Tato dfive obecné pfijimand teze stavi Auroru A do role kinazy,
ktera fosforylaci CPEB, ktery hraje zdsadni roli v kontrole polyadenylace mRNA a tim expresi
piislusnych proteint v oocytu, pfispiva k iniciaci translace MOS a MAPK a touto cestou

k aktivaci Cdki. (shrnuto v review [125-126]) Pozdéjsi prace ale prichazi s odlisnymi
vysvétlenimi zptsobt translace materndlnich mRNA v rané fazi zrani oocytu a roli Aurory A a
potazmo i samotného CPEB[127] v téchto procesech. Tuto roli Aurory A zpochybriuji jednak
tvrzenim, Ze se jim nepodafilo nalézt aktivni Auroru A v tak ¢asnych fazich meiozy, aby se
mohla podilet na aktivaci CPEB pited GVBD |2, 128] a navic inhibice Aurora kindz ZM

inhibitorem nema za nasledek snizeni fosforylace CPEB.[128]

Piechod do Ml
[ kdyz role Aurory A ve znovuzahdjeni meidzy neni zrovna jasna (neni totiz zcela jasné ani to,

co se vlastné stane po jeji inhibici), autofi se v zdsadé shodnou na dopadu inhibice AURKA na
nasledujici procesy. Naptiklad, jak uvidime dale, manipulace s pfirozenou hladinou Aurory A
vedou obvykle k nepfirozené zvy$ené miie defektti ve vystavbé déliciho vieténka. [2, 120-121] A
ziejmé pravé tyto defekty ¢asto znemoziiuji oocytu s ihibovanou Aurorou A vydélit prvni

polové télisko a pokrocit tak do MIL. [2, 120-122]

Délici vieténko

RNAi Aurory A v mysich oocytech vede
ve zvySeni mife k nespravné lokalizaci
MTOC a k tvorbé abnormalniho déliciho
vieténka s chromosomy $patné
srovnanymi v metafdzni roviné, to

vSechno dohromady na rozdil od

obc¢asnych jednotlivych defektt
Obrazek 13 Délici vieténko po RNAi Aurory A [2] v kontrolnich butikach. [121] Inhibice
AURKA pomoci protilatek ma podobny efekt, kdy vznikaji délici vieténka s rozmanitymi

abnormalitami od vietének bez pélid po spindly sice se dvéma, ale zato nepfirozené
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roz$ifenymi poly. [120] Jak inhibice, tak i pfili§ vysoka exprese AURKA vede k defektim ve
vystavbé déliciho vieténka. V oocytech s overexprimovanou Aurorou A se tvori nadbyte¢na
MTOC a to i ptes inhibici ,hlavni kindzy“ Cdki, 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.[2]
Ovsem i pokud Cdki inhibovana neni, zptsobuje overexprese AURKA tvorbu podivnych
délicich vietének, ktera se mohou tdhnout az od jednoho konce buiiky k druhému, coz zna¢né

komplikuje oocytu jeho dalsi vyvoj.[2]
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Polo-like kinazy
Polo-like kindzy patti do rodiny serin/treonin kindz regulujicich buné¢ny cyklus eukaryot.

Polo-mutace byla poprvé studovana na Drosophile v roce 1988 jako embryondlné letdlni, ptip.
¢aste¢né embryondlné letdlni. Mutanti v lokusu pro polo vykazuji problémy v bunééném déleni
a disponuji obvykle jen abnormalnimi délicimi vieténky[129]. U ¢lovéka byla Plk kinaza
piibuzna Polo Drosophily identifikovdna v roce 1993[130]. U savct bylo prozatim

identifikovano pét ¢lent Plk-rodiny, oznac¢enych jednoduse jako Plki - Plks.

Struktura
Polo-like kindzy se vyznacuji pfitomnosti katalytické domény na N-konci a tzv. PBD (Polo-box

domain) na C-konci molekuly. Polo-box doména urcuje lokalizaci kinazy a tim zajistuje i jeji
spravnou funkci [131] a zvy$uje G¢innost katalytické domény, zfejmé zménou konformace
molekuly a uvolnénim inhibi¢nich interakci[132]. Aby se PBD vazala na urc¢eny substrat,
vyzaduje tzv. ,priming fosforylaci“ (pThr/pSer) [132-133], ¢ili predchozi fosforylaci ptislusnych
aminokyselinovych zbytki na cilové molekule, kterou muaze zajistovat naptiklad Cdki[132], ale

i sama PIk [134].

Plk1 v mitéze
Polo-like kindza 1 je bezesporu nejprostudovanéjsi kinazou z Plk-rodiny. Je exprimovana

v proliferyjicich burikdch, v dospélém organismu napf. v burikdch placenty nebo tlustého
stfeva, stejné tak ovSem v burikdch nadorovych[135]. Hraje dileZitou roli pti regulaci pribéhu

mitdzy fosforylaci celé fady mitotickych proteinii[136].

Aktivace
Jak jiz bylo vySe zminéno, aktivace Plki je zavisla na aktivité Aurory A a vazbé kofaktoru Bora,

ktery se hromadi béhem G2 faze buné¢ného cyklu[101] Na pomezi G2/M [101] se pak Bora vaze
na neaktivni Plki a interaguje s Plki-kinazovou doménou i PBD, tato interakce zfejmé vede

k zptistupnéni klicového Thrz10o, ktery mtze byt nasledné fosforylovan Aurorou A[137]. Bora je
do ur¢ité miry schopna vazat se na Plki nefosforylovana[io1], ¢ini tak ale s vy$si i¢innosti po

fosforylaci Cdki kinazou[g9].

Lokalizace
Béhem mitdzy je Plki detekovatelnd na centrozomech a kinetochorech [137-138], jeji lokalizace

zde zavisi bezprostiedné na jeji aktivité, diitkazem budiz oddéleni Plki od zminénych struktur
po inhibici kindzy[139]. Pozdéji béhem anafaze se pak Plki koncentruje na pdlech déliciho

vieténka a midbody [137-138].
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Obrazek 14 lokalizace Plki béhem mit6zy (pfevzato a upraveno z [86])

Bunécny cyklus
Zasadni pro vstup buriky do mitdzy je transport aktivniho cyklinB/Cdki do jadra [140-141],

tento transport je ziejmé zajiStovan fosforylaci cyklinu B[142], v souvislosti s ¢imZ byla
vyslovena hypotéza, Ze onou zodpovédnou kindzu podbijeci se na tomto transportu by mohla
byt i Plki[143-144]. Pozdéjsi studie ale jakoukoli roli Plki v fizeni pfesunu cyklinu B do jadra
zpochybnily, jelikoZ ani overexprese Plki[45], ani inhibice kindzy BI2536 inhibitorem[139],
nemély na lokalizaci cyklinu B v burice Zadny vliv. Naopak mezi molekuly, jez inhibici Plki
postiZeny jsou, patfi napfiklad Weei kindza pfimo inhibujici Cdki. Wee1 je béhem mitézy
nejprve fosforylovana pravé svym substratem Cdki a az nasledné Plki, které tak vytvoii tzv.
phosphodegron, na ktery se vaze F-box protein B-TrCP - soucast SCF E3 ubiquitin ligazy a
nasméruje tim Wee1 k degradaci v proteasomu[145-146]. Jinym substratem Plki je dal$i
negativni regulator MPF, Myt1 kindza, jeji aktivita je téZ inhibovdna ptisobenim Plki[147], resp.
Plx1 v piipadé Xenopa[148]. Plki1 se na aktivaci Cdki podili ddle i ptisobenim na aktivatory MPF,
jako je titeba CDC25B fosfataza, jejiz piesun do jadra (po stopach Cdki) Plki indukuje.[149]
Inhibice Plki dokonce zmirniuje dopady overexprese CDC25B na buné¢né déleni, respektive
oddaluje ptili§ brzky nastup mitdzy v takovychto burikdch. [149] Béhem profaze se také Plki
stard o lokalizaci CDC25C fosfatazy, dalsi MPF-aktiva¢ni molekuly, kdyz fosforyluje a tak
blokuje jeji jadernou exportni sekvenci. [144] Dale na rozhrani G2/M Plki fosforyluje
transkripéni faktor FoxMi (Forkhead Box Mu), ktery ve své aktivni formé zajistuje expresi
dualezitych mitotickych proteind, véetné samotné Plki.[81] Jak vidno, podili se Plki na aktivaci
fady molekul se zasadnim vyznamem pro uspésny vstup buriky do mitdzy, i pfesto ale nevede
jeji inhibice k zablokovani G2/M prechodu.[88, 139] Je tu ovSem jisty efekt, ktery inhibice Plki
na zahdjeni mitdzy vykazuje a to je oddaleni rozpadu jaderné membrany neboli NEBD.

V bunkach s Plki inhibovanou pomoci BI2536 nasleduje rozpad jaderné membrany po
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kondenzaci chromosomi 0 mnoho pozdéji, nez je tomu u kontrolnich bunék. [139] Naopak na
aktivaci Cdki nemd inhibice Plki vliv.[88] Pfipomerime si, Ze ani inhibice Aurora A kindzy
nevedla k pozorovani zpozdéni v aktivaci Cdki[88], co uZ ale na nac¢asovani aktivace MPF vliv
mélo, byla inhibice obou kindz, tedy inhibice Aurory A a Plki zarover. [88] Tato zji$téni by
hovofila pro jistou, alespon ¢aste¢nou zastupitelnost Plki a Aurora A kindz pravé pii inicidlni
aktivaci Cdki a tim i vstupu do mitozy. [88] Ovsem zcela neopomenutelnym a pro dalsi
existenci bunky zasadnim dasledkem inhibice Plki je aktivace SAC a zastaveni buné¢ného

cyklu béhem mit6zy nasledované obvykle smrti buiiky apoptézou.[88, 150]

Checkpoint recovery
Ackoli pro normalni, nenaruseny vstup buriky do mit6zy neni Plki kli¢covym proteinem|[88,

139], restartovani buné¢ného cyklu po opravé poskozeni DNA na aktivité Plki kindzy
zavisi[137], jeji inhibice blokuje checkpoint recovery.[137] Tento efekt zfejmé souvisi

s pfitomnosti ¢i nepfitomnosti inhibi¢nich fosfat na Cdki, jelikoz bunky, které po poskozeni
DNA za inhibice Plki kindzy nebyly schopny obnovit bunéény cyklus, tuto schopnost opét
ziskavaji po inhibici Wee1 kindzy. Podobné Aurora A, kinaza aktivujici Plki, je pro
znovunastartovani buné¢ného cyklu po DNA poskozeni dilezitd, i kdyZ ma na checkpoint
recovery ponékud mensi vliv a jeji inhibice vede pouze ke sniZzeni po¢tu bunék schopnych opét

spustit buné¢ny cyklus.[137]

Degradace mitotickych proteind
Na pocatku anafaze ptispivaji Plki spole¢né s MPF k aktivaci APC/C[151]. Cdki fosforyluje

inhibitor cyklosomu Emii[152], ktery je posléze fosforylovan také Plki, aby se na Emi1 mohl
navazat betaTrCP a nasmérovat tak inhibitor k degradaci na poteasomu.[76] Plki také
fosforyluje Cdci4A, ktery zase defosforyluje Cdhi - aktivator APC/C[12], na rozdil od aktivace
Cdhu ale Plki ptispiva naopak k degradaci Cdc2o.[112] Dikaz o vyznamu Plki pro aktivaci
APC/C a pro degradaci nékterych mitotickych proteind pfindsi také mimo jiné zjisténi, zZe
deplece Plki pomoci RNAi vede ke zvysené aktivité Cdki, je totiz zpomalena degradace cyklinu
B, ¢imZ se brzdi i postup mitozou. [100] Navic v burikach s depletovanou Plki vazne i
degradace securinu a tim padem se vyskytuji potiZze v segragaci chromosomt.[150] Aktivace
APC/C s pomoci Plki béhem M-fdze neni ale dtlezita jen pro destrukci cyklinu B, ¢i securinu
[55], buriky s depletovanou Plki vykazovaly na konci mitézy napiiklad také zvySenou hladinu
Aurory A.[112] Plki také zodpovida za fosforylaci cohesinu jako prvniho kroku k separaci
sesterskych chromatid, konkrétné deplece Plx1 vedla k zna¢né redukci az aplnému zabranéni

disociace cohesinu z chromatinu. [153]
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Centrosomy
Plki se do zna¢né miry podili na maturaci centrozom a tvorbé déliciho vieténka. Vlivem jeji

inhibice dochazi ke zmenseni velikosti centrozomt zptisobené napiiklad nedostatkem
navazaného y-tubulinu. [150, 154] Délici vieténka v burikdch s depletovanou Plki pak nejsou
asociovana s centrozomy a nemaji ,zaostfené“ pdly, piipadné se v takovychto bunkach tvori
monopolarni spindly [139, 150], vieténka navic nedisponuji astralnimi mikrotubuly[139]. Stejné
tak pfidanim Bl2536 inhibitoru k burikdm, kde uz je normalni délici vieténko vytvotreno, vedlo
k jeho rozpadu[139]. Jednou z mozZnosti vysvétlujici takovyto dopad inhibice Plki na strukturu
déliciho vieténka je jeji vliv na Bora, kterd funguje mimo jiné jako aktivator Aurory A.

[91]V burikach bez aktivni Plki totiZ neni Bora spravné a dostate¢né degradovana a jeji vysoka
hladina pak vede k defekttim v aktivité a lokalizaci AURKA[99], kindzy majici nepopiratelny

vliv na vystavbu déliciho vieténka.

Plk1 v oocytech

Prvni a zdsadni informaci o Plki v oocytech je, Ze Plki je tu skute¢né pfitomna a to at uz se
bavime o mysich oocytech [155-157], 0 oocytech Xenopa[i58] nebo dokonce o oocytech motské

hvézdice Asterina pectinifera. [159]

Exprese a lokalizace

Studie zabyvajici se mirou exprese, aktivitou ¢i lokalizaci Polo-like kindzy 1 béhem meidzy
Dosly napriklad k zavéru, Ze exprese Plki se béhem meiotického zrani oocytu vyrazné nemeéni.
[156-157] Jeji aktivni fosforylovand[i160] forma se objevuje tésné pied GVBD a béhem GVBD
také dosahuje svého vrcholu, ani béhem MI/MII pfechodu pak v zasadé nekolisa[156] a svou
hladinu si udrzuje az do oplozeni, kdy exprese Plki prudce klesa a to jak v mysich
oocytech[157] tak i u hvézdice [159]. V GV oocytu je Plki difuzné rozprosttena v cytoplasmé i

v jadre, [155-157] po GVBD se pak sousttedi v okoli kondenzovanych chromosomii[157]. V
metafdzi se Plk1 kondenzuje na pdlech déliciho vieténka[155-157] a od anafaze az do telofaze je

lokalizovana v roviné budouciho déleni buriky.[155-157]

Aktivace
Zda se, ze aktivace Plki v oocytech zavisi na aktivité Cdki, jelikoz v burikdch s inhibovanym

MPF se Plki neaktivuje, coz bylo pozorovano jak na mysich oocytech[156], tak na oocytech

hvézdice. [159]
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Bunécny cyklus a délici vieténko
Pouziti Plki protilatek zptasobilo v mysich oocytech snizeni poc¢tu bunék podstoupivsich

GVBD, buriky navic vykazovaly abnormality ve vystavbé déliciho vieténka, vznikaly
monopolarni spindly i oocyty bez vietének [157]. Podobny fenotyp byl pak pozorovéan i u
hvézdice, i kdyz v tomto piipadé méla inhibice Plki jen nepatrny vliv na GVBD spocivajici

v malém zpozdéni rozpadu jaderné membrany.[159] V oocytech Xenopa pak byla méfena
aktivita Cdki/cyklinu B a CDC25C fosfatazy po inhibici Plx1 specifickou protilatkou, takto
osetfené oocyty vykazovaly signifikantni zpozdéni v aktivaci obou sledovanych molekul. [160]
Dopad inhibice Plx1 na aktivaci MPF v téchto oocytech byl zvracen overexpresi CDC25C, navic
overexprese Plx1 urychlila jak aktivaci CDC25C tak MPF. [160] Inhibice Plki méla zasadni
dopad na priibéh druhého meiotického cyklu oocytt moiské hvézdice, béhem kterého se
nereaktivoval MPF, zfejmé vlivem pifitomnosti inhibi¢niho fosfatu na Cdki dosazenym Myt1
kindzou, kterd neni v oocytech s depletovanou Plki inhibovana. [159] Dal$im postiehem k roli
Plki ve vystavbé spindlt v oocytu Plki byla studie ukazujici na kolokalizaci Plk1 s MEK1/2[161],
reguldtory organizace mikrotubulit do délicich vietének [162] pficemz byla autory predestiena
moznost, ze pravé Plki MEK1/2 svou aktivitou ovliviiuje.[161] Plki se také ziejmé podili na
vystupu oocytu z meidzy. V dalsi praci na oocytech Xenopa bylo poukazano na roli Plx1 ve
vztahu k Emiz, ten je po oplozeni oocytu vyvoldvajicim kalciovou vinu fosoforylovan Ca*-
dependentni kinazou CaMKII a navazany fosfat pak umoziiuje fosforylaci Emiz Plx1 kinazou,

kterd vede k navazani betaTrCP, tim k degradaci Emiz a oocyt zdhy opousti meiézu. [163]

Na tomto misté neni snad na skodu poznamenat, zZe vysledkt naznacujicich zasadni roli Plki
ve vstupu do M-faze, a jeji nepostradatelnost v tomto bodé buné¢ného cyklu, bylo dosazeno i
na mitotickych burikach([45, 143-144], jiné studie ale zase tato zji$téni nepotvrdily. Role Plki

v zahdjeni mitozy tak byla ¢asem odsunuta do pozadi a byl ji pfisouzen jen jisty vliv na
nacasovani NEBD.[88, 139] Tyto vysledky samoziejmé neni mozné vztahovat beze zbytku i na
meiotické bunky, tloha Plki v meidze se od jeji ilohy v mitotickém cyklu maze zna¢né lisit,
pfesto, zvlasté vzhledem k mirné nekonzistenci citovanych praci a faktu, Ze si v nékterych

aspektech odporuji, je s vyhodou otdzku role Plki v meidze predcasné neuzavirat.
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Zaver
Poznéni a pochopeni principtt bunééného cyklu je dalezitym nastrojem v boji s
mnoha lidskymi chorobami. Kromé ur¢eni mechanismu vzniku zhoubného rakovinného

I3 v MV

bujeni, pomdha napiiklad pravé vyzkum zrani oocyt k popsani pfi¢in neplodnosti. A

ve

rozpoznani pfi¢in jde ruku v ruce a je jen piedzvésti k urceni spravné 1écby.

Aurora A a Plki hraji nepochybné své role v regulaci mitotického i meiotického déleni. Tyto
dvé kinazy funguji pravdépodobné na bazi blizké spoluprace, vzajemné se mohou aktivovat i
inhibovat, ¢astecné se doplilovat a zastupovat. A snad uz jen z lidské pfirozenosti,

z vrozeného zdjmu ¢lovéka, jako vysoce socidlné zaloZené bytosti, o vztahy véeho druhu,

dockame se jednou i hlubsiho pochopeni vztahii uvniti regula¢ni sité bunééného cyklu.
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