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ABSTRACT

The checkpoint kinase 1 (CHK1) is an established effector molecule of ATR-/ATM-
dependent signaling pathway, activated in response to DNA damage. However, CHK1
now appears to play also important roles during unperturbed cell cycle. In interphase,
CHK1 localizes to centrosomes and negatively regulates entry into mitosis by preventing
premature activation of CDK1/cyclin B complex. During S phase, CHK1 is responsible for
maintaining the physiological turnover of CDC25A and also functions to coordinate
mitotic events through regulation of CDC25B. Moreover CHK1 is required for the spindle
checkpoint which protects against spontaneous chromosome mis-segregation. Chk -/- mice
are embryonic lethal and therefore a role for CHK1 in meiosis is unknown. This work for
the first time reports that CHK1 is involved in meiotic maturation of mouse oocytes. The
amount of CHK1 protein increases from GV to MII phase but it's phosphorylation on
Ser317 occures mainly between phases MI and MILI. Inhibition of CHK1 kinase activity by
SB218078 inhibitor results in delay of GVBD and compromises CDK1 activity. The
spindle migration and cortical membrane differentiation is disrupted due to CHKI
inhibition and cytokinesis emerges defectively. In addition spindle assembly checkpoint
induced by taxol was partially overcome in SB218078-treated oocytes. CHK1 depletion by
RNA interference leads to disturbances in chromosome congression, alignment and
segregation. Finally, over-expression of GFP-CHK1 blocks meiotic maturation in GV-
stage, CHK1 is localized to the nucleus. These findings indicates that CHK1 has a crutial

function in mammalian oocytes and will be the subject of future investigations.
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UVOD

Checkpoint kinaza 1 (CHK1) byla dlouho povazovana pouze za soucast signalni drahy
aktivované pti odpoveédi buriky na poskozeni DNA. V soucasné dobé vSak byla popséna
také jeji fyziologicka role v neovlivnéném bunééném cyklu somatickych bunék. Na
zaklad¢ téchto zjisténi vznikla otazka, zda je CHKI1 aktivni také v meiotickém zréani
mysich oocyti.

Tato diplomova prace si klade za kol charakterizovat pfipadnou funkci CHK1 kinazy

v mySich oocytech. Za timto ucelem byly stanoveny nésledujici cile:

. stanovit expresi a fosforylaci CHK1 v pribéhu meiotického zrani

. zjistit, zda se CHK1 ucastni znovuzahajeni zrani

. pomoci CHK1 inhibitoru SB218078 popsat funkci CHK1 v dal$ich fazich zrani
. ovéfit moznou tlohu CHK1 v spindle assembly checkpoint (SAC)

e pomoci funkénich studii RNA interference a over-exprese CHK1 mRNA

popsat ucinek deplece CHK1 na meiotické zrani a lokalizaci CHK1 v oocytu

Vysvétleni téchto doposud neobjasnénych otazek pomuze 1épe pochopit funkci CHK1
v regulaci buné¢ného cyklu a piiblizi mechanizmy fizeni meiotického zrani u savcl na

molekularni Grovni.



LITERARNI PREHLED

Kontrolni body bunééného cyklu

Prubéh bunééného cyklu eukaryotické buiiky zavisi na integrit€¢ genomu, to znamena,
Ze burika zastavi rast i déleni pokud dojde k poskozeni DNA nebo dokud neni kompletné
dokonéena replikace celé DNA molekuly. Na preciznim zkopirovani genetické informace
stejn€ jako na presné segregaci chromozomi do dcefinych bunék totiZ zavisi preZiti celého
organizmu. Za ucelem dosazeni takovéto presnosti vyvinuly buriky regula¢ni mechanizmy
monitorujici pfechody mezi jednotlivymi fazemi bunééného cyklu, schopné docasného
zastaveni cyklu v ptipadé, Ze je potfeba dat burice ¢as na opravu DNA ¢i jinych defekti.
Tyto mechanizmy byly nazvany kontrolnimi body (checkpoints). Jedna se o fylogeneticky
velmi zachované signdlni drahy, jejichz pivodné definovanou funkci bylo pouze
pozastaveni buné¢ného cyklu v piipad¢ poskozeni DNA. Ukazalo se v$ak, Ze tyto signalni
drahy hraji mnohem komplexnéj$i roli — ucastni se také aktivace DNA opravnych
mechanizmi, udrzovani délky telomér, aktivace transkripénich programt a pravdépodobné
mohou indukovat i apoptdézu (Zhou & Elledge 2000).

V bunééném cyklu rozliujeme né€kolik kontrolnich bodi (Obr.1). G, — kontrolni bod se
nachézi na konci G, — faze. V tomto misté¢ se buiika rozhoduje, zda ma dostatecnou

velikost, mnoZstvi Zivin a rustovych faktort, aby mohla vstoupit do cyklu.
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Obrizek 1: Schéma kontrolnich bodi v buné&ném cyklu. Prevzato z [1].



Pokud tyto podminky nejsou splnény, burika vystupuje z cyklu do Gy — faze. V této fazi
setrvavaji také nedélici se diferencované buiiky. O G; — kontrolnim bodé se mluvi také
jako o tzv. restrikénim misté. Kdyz burika projde timto mistem, je pfedur¢ena k dokonc¢eni
celého cyklu, i kdyby v jeho pribéhu nastal nedostatek ristovych faktort.

G, /M — kontrolni bod se nachazi na piechodu mezi G, — fazi a mitézou (M — faze). Pro
vstup do mitdzy a déleni buriky je kritické, aby byla kompletné dokoncena replikace DNA,
a aby byla DNA neporusena.

Spindle Assembly Checkpoint (SAC) je kontrolni bod, ktery brani vstupu do anaféze,
dokud nedojde k ptipojeni vSech kinetochor jednotlivych chromozomi na kinetochorové
mikrotubuly déliciho vieténka. Timto zpiisobem se burika chrani pfed vznikem mozZnych
aneuploidii. SAC funguje v meidze stejné jako v mitdze, pouze s tim rozdilem, Ze béhem
prvniho meiotického déleni tvofi kinetochory sesterskych chromatid v kazdém
homolognim chromozomu monopolarni strukturu orientovanou k jednomu p6lu déliciho
vieténka. Pnuti zptisobené tahem mikrotubuld tak vznikéa nikoliv mezi chromatidami, ale
mezi homolognimi chromozomy, které jsou navzajem propojeny chiasmaty ve struktuie
nazyvané bivalent.

Dalsi kontrolni body se nachazi vS — fazi (nezobrazeno), ktera je pro buiku asi
nejzranitelnéjSim obdobim, protoze replikace DNA je velmi naro¢ny proces, pii némz
miZe spontanné dojit k mnoha druhtim chyb a poskozeni DNA. Pro udrZeni stability
genomu maji tyto kontrolni body patrné jesté¢ vétsiho vyznamu neZ tfi pfedchozi.
RozliSujeme replikaéni kontrolni bod (replication checkpoint) aktivovany v ptipadé
zastaveni replika¢ni vidlice, at’ uZz z divodu kolize s poSkozenou DNA nebo nedostatku
deoxyribonukleotidi, S-M kontrolni bod branici zahajeni mitdzy v piipadé nedokoncené
replikace a intra-S- fazni kontrolni bod (intra-S- phase checkpoint) aktivovany pii detekci
dvojtetézcovych zlomu kdekoliv na DNA (Bartek et al 2004).

Kontrolni body buné¢ného cyklu je tieba chapat jako dynamické procesy. Nejspise
nejde o statické faze, kterymi buiika v uréité chvili prochazi, ale o signalni kaskady citlivé
k riznym druhtim poskozeni genetické informace, které jsou piipraveny zabrzdit buriku

kdykoliv je ohroZena integrita genomu.



Charakteristika checkpoint kindzy 1

Signalni drahy jednotlivych kontrolnich bodi jsou citlivé k poskozeni DNA a zéroven
jsou schopné pienosu signalu o poskozeni dale do buriky k efektorovym proteinim. Mezi
kliCové prenaseCe signalu patii checkpoint kinase 1 (CHK1) a checkpoint kinase 2
(CHK?2). Tyto kinazy jsou nezbytnou souéasti drah vedoucich k aktivaci kontrolnich bodu
(Bartek & Lukas 2003).

Checkpoint kinaza 1 byla poprvé identifikovana u kvasinky Schizosaccharomyces
pombe kritce po objevu existence kontrolnich bodi. Ruzné kvasinkové mutanty byly
selektovany na zakladé jejich senzitivity k poskozeni DNA zpusobené radiaci. Tyto burky
nebyly schopné zastavit bunéfny cyklus vodpovéd na poruchy v DNA nebo
nedokonéenou replikaci. Z téchto bunék byly izolovany komponenty schopné interakce
s p34cdc2 (kvasinkovou CDKI1), znichZ byl identifikovan novy homolog kvasinkové
protein kinazy — ten byl nazvan checkpoint kinaza 1 (Walworth et al 1993). Pomoci CHK1
bylo mozno ¢asteéné dosahnout rescue efektu, tzn. mutanty senzitivni k radiaci byly opét
schopny zastavit bunény cyklus v kontrolnim bodé€. V lidskych fibroblastech bylo
ukazano, ze CHK1 lokalizuje v jadfe a jeji exprese na urovni proteinu i mRNA je zéavisla
na fazi bunééného cyklu, konkrétn€ na S a G, — fazi (Kaneko et al 1999) .

Kromé odpovédi buiiky na poskozeni DNA a aktivace kontrolnich boda (probirano ve
tieti kapitole), se CHK1 ucastni také dal$ich bunéénych déjt (Enders 2008). Knock-out
modely ukazaly, Ze je nezbytna pro sav¢i embryonalni vyvoj a Zivotaschopnost, nebot
Chk1-/- mysi vykazuji ¢asnou embryonalni letalitu (Liu et al 2000, Takai et al 2000), coz
kontrastuje jak s zivotaschopnosti Chk1-mutant u kvasinek (Walworth & Bernards 1996),
tak s bezproblémovym délenim Chkl-deficientnich ptacich DT40 bun€k (Zachos et al
2003b). Spoleénym znakem obou zminénych Chkl1- deficientnich Zivotaschopnych
bunéénych typt je vSak naruseni G, /M — kontrolniho bodu pii poskozeni DNA a problémy
s procesivitou replika¢ni vidlice, svéd¢ici o u€asti CHK1 na replikaci DNA (Zachos et al
2003a).

Chk2-/- mysi jsou Zivotaschopné a plodné (Takai et al 2002). Dominantnim fenotypem
je zvysena rezistence vU¢i ionizujicimu zafeni, defekty ve funkci p53 a indukci apoptozy.
Zda se tedy, Ze ackoliv CHK2 hraje urcitou roli v téchto dé&jich, neni pro buiiku zcela

nezbytna anebo je ¢astecné nahraditelna (Antoni et al 2007).



CHKI1 1 CHK2 patti mezi Ser/Thr kinazy, obé¢ se ucastni odpovédi buriky na poSkozeni
DNA (Zhou & Bartek 2004) a nékteré substraty maji spolecné. PrestoZe se jejich funkce
z¢asti piekryvaji, jsou strukturné odli§né (Obr.2).

Checkpoint kinaza 1 obsahuje na N — konci kindzovou doménu, ktera je silné
zachovana u mnoha druhii Zivo€ichi, a regulaéni doménu na C- konci, jeZ ma zasadni
vyznam v regulaci kindzové aktivity CHK1 (Palermo et al 2008). Vyznamna fosforyla¢ni
mista v regulacni doméné se nachazeji v blizkosti SQ/TQ konsensus sekvence (bohata na
aminokyseliny Ser, Gln a Thr). Jsou znazornény také dilezité molekuly odpovédné za
fosforylaci jednotlivych mist (Chen & Poon 2008). Krystalova struktura ukazala, Ze
protein se v nemodifikované (nefosforylované) formé nachazi v oteviené konformaci, tedy
katalyticky aktivni, avSak C — terminalni doména negativné reguluje kinazovou aktivitu,

do doby, nez je tato doména fosforylovana (Chen et al 2000).

476

ATM/ATR PLK1 CHK2 C

Obrazek 2: Schematické znazornéni sekven¢ni homologie mezi CHK1 a CHK2. Ptevzato z (Chen & Poon
2008)

Na rozdil od CHK1 jsou funkéni domény CHK2 uspofadany odlisn€. Kinazova
doména je lokalizovana na C — konci proteinu a SQ/TQ motiv zase na N — konci. Navic
obsahuje checkpoint kinaza 2 doménu FHA (forkhead-associated ), ktera hraje dulezitou

roli pfi dimerizaci a nasledné aktivaci CHK2 molekul (Antoni et al 2007).
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PoSkozeni DNA a aktivace checkpoint kinaz

Ionizujici nebo UV zéfeni jsou znamé faktory zpisobujici jednofetézcové nebo
dvojtetézcové (DSB) zlomy v DNA. Odpovéd buriky na poSkozeni DNA je mozné
charakterizovat jako soubor signalnich drah (DNA damage pathways), které mohou vést
k zastaveni bunéného cyklu, aktivaci kontrolnich bodui, opravé DNA, modifikaci
transkripce a nebo i kindukci apoptdzy. Tyto drahy sestavaji z mnoha proteinovych
komplexi a molekul. V sav¢ich modelech miiZzeme molekuly téchto signalnich drah rozlisit
na senzory DNA poskozeni, mediatory (zprosttedkovatele), pienaseCe signalu a efektory
(cilové proteiny) (Zhou & Elledge 2000). Uvedena klasifikace neni definitivni, spise
orientacni, protoZe fada proteindi ma $irsi spektrum aktivity.

Ackoliv ptimé senzory DNA poskozeni dosud nebyly identifikovany, Rad9, Radl a
Husl jsou moznymi kandidaty této role. V lidskych buiikdch i u kvasinek tvoii tyto
molekuly heterotrimericky komplex (9-1-1 komplex), ktery se vaZze na DNA v misté
poskozeni. Vazba je pravdépodobné regulovana jesté¢ pomoci Rad17 komplexu (Niida &
Nakanishi 2006).

Mezi mediatory 1ze zahrnout Mrel1, Rad50, Nbsl proteiny tvofici dohromady MRN
nukleazovy komplex, MDCI1 (mediator of DNA damage checkpoint 1) protein a také
BRCALI (breast cancer susceptibility gene 1). MRN komplex je schopen lokalizace do mist
DSB podobné jako senzory DNA poskozeni. MDC1 je rekrutovan do blizkosti DSB, kde
se vaze na fosforylované C — terminalni konce modifikované formy histonu H2AX, ktery
znaci okoli dvojietézcového zlomu na DNA. (Lukas et al 2004a).

Proximalni kindzy ATM (ataxia-telangiectasia mutated) a ATR (ataxia-telangiectasia
and Rad3 related), patfici do rodiny fosfatidylinozitol 3-kinaz (PI3K), plni funkci
prenasecl signalu. Diive se predpokladalo, Ze obé tyto kinazy jsou aktivovany odlisnym
typem posSkozeni DNA. Recentni prace (Jazayeri et al 2006) vSak ukazuje, Ze aktivace
ATR je zavisla na ATM. Lokélni zména topologie chromatinu vyvolana v disledku
dvojtetézcového zlomu indukuje autofosforylaci ATM dimerd (Ser 1981) pfimo v misté
DSB, coz vede kdisociaci na aktivni monomery. Bylo ukdzano, Ze aktivni ATM
fosforyluje Nbsl a to usnadiiuje vazbu MRN komplexu na poskozenou DNA. Nukleazova
aktivita Mrell proteinu poté umozni zpracovani dsDNA (double stranded DNA) v misté
zlomu na ssDNA (single stranded DNA), ktera je vzapéti pokryta RPA (replication protein
A) proteinem. Na n¢€j se pomoci ATRIP (ATR-interacting protein) vaze ATR (Bartek et al
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2004). Na rozdil od ATR nezistava ATM vazana v DSB — mist¢ aktivace, ale disociuje a
muze tak aktivovat i vzdalené substraty, mezi které patii napiiklad vySe zminény Nbsl
protein, dale H2AX, SMC1 a CHK2. Histon H2AX je fosforylovan ATM kinazou, coz
umozni vazbu MDC1 a MRN komplexu, které opét vazaji ATM, a ta fosforyluje dalsi
H2AX. Takto dochazi k Sifeni signalu na obé strany od mista poSkozeni DNA (Lukas et al
2004a). SMCI1 (structural maintenance of chromosomes 1) je kohezinovy protein, jehoz
fosforylace ATM kindzou je umoznéna ptitomnosti MDC1 a MRN komplexu a zptsobi
docasné zastaveni replika¢ni vidlice. CHK?2, efektorova kinaza, je pravdépodobné hlavnim
substratem ATM, ktera fosforyluyje CHK2 na Thr68. Tato fosforylace je nezbytna pro
inicialni aktivaci, ale neni nutna pro jeji kinazovou aktivitu. Po inicialni aktivaci dochazi
k dimerizaci a trans-autofosforylaci na Thr383, Thr387. Aktivace CHK2 se nejspiSe d¢je
pravé v DSB, v misté, kde je aktivovana ATM, poté také disociuje a funguje jako Sifitel
signalu po celém jadie (Lukas et al 2003). Mezi substraty checkpoint kindzy 2 patii
napiiklad BRCAI1, E2F, CDC25 fosfatazy a p53. Regulaci p5S3 se CHK2 podili na inhibici
cyklin dependentnich kinaz (CDK) a na indukci apoptdzy.

Aktivovand ATR zlstdva vazana v misté aktivace. Piekvapive bylo zjisténo, Ze ATM-
dependentni ATR aktivace je zavisla na fazi bunééného cyklu — probihd pouze vSa G; -
fazi (Jazayeri et al 2006). Pouzitim roscovitinu, inhibitoru CDK, bylo zabranéno vytvoteni
ssDNA a aktivaci ATR. Podobné bylo zabranéno také opravé DNA cestou homologii
rekombinace vyZadujici ssDNA jako substrat. Z toho plyne, Ze k aktivaci ATR je nutna
cyklin dependentni kinaza 2 (CDK2), ktera je aktivni v S a G, — fazi.

Majoritnim substratem ATR je dalsi efektorova kinaza, checkpoint kinaza 1 (Syljuasen
et al 2005). V ptipadé poskozeni DNA je aktivovana v jadie, pravdépodobné v misté DSB,
kde byla aktivovana ATR. Byla vSak popsana také centrosomalni lokalizace CHKI
v disledku poskozeni DNA (Niida et al 2007). CHK1 je fosforylovana ATR kindzou na
Ser317 a Ser345 (Capasso et al 2002, Zhao & Piwnica-Worms 2001). Kromé ATR jsou
k aktivaci CHK1 vyzadovany také adaptorové proteiny, jejichz funkci je usnadnéni
aktivace (Chen & Sanchez 2004). Pat¥i mezi né naptiklad Claspin nebo TopBP1 (DNA
topoisomerase Il-beta binding protein 1). TopBP1 kolokalizuje s ATR v misté poSkozeni a
ptestoze jeho deplece pomoci RNAi zabranila fosforylaci ATR substratd, neznemoznila
lokalizaci ATR v misté¢ poskozeni. TopBP1 hraje navic dulezitou roli v interakci mezi
proteinem Claspin a CHK1 (Liu et al 2006). Claspin zilstavéa pied i po poSkozeni DNA
distribuovan v celém jadie, jeho deplece zabrani fosforylaci CHK1, ale ne dal$ich substrati

ATR. Zda se také, Ze se podili na monitorovani DNA replikace v pribéhu S — faze (Lee et
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al 2003, Yang et al 2008). Tuto hypotézu podporuje také nové popsana interakce CHK1
s PCNA (proliferating cell nuclear antigen), ktery je nezbytnou komponentou replikacni
masinérie (Brondello et al 2007, Scorah et al 2008). Na druhou stranu deplece CDC6
proteinu, ktery je nezbytny pro utvoieni replika¢nich pocatkli vrané S — fazi, nevedla
k aktivaci CHK1 i pfes vyrazné abnormality pfi replikaci (Lau et al 2006). Mezi hlavni
substraty CHK1 patii CDC25 fosfatazy, dale vsak i protein p53, WEE1, Aurora-B nebo
TLK- kinazy.

Ze spektra znamych substrati CHK1 a CHK?2 vidime, Ze mnohé jsou obéma kindzam
spole¢né. Regulaci téchto efektorovych proteinti se podili na fizeni dilezitych bunéénych
déji, jakymi jsou replikace DNA, piechody mezi fazemi bunééného cyklu, remodelace
chromatinu a apopto6za. Jako typicky ptiklad spoluprace checkpoint kindz 1 a 2 l1ze uvést
ubiquitin-dependentni proteolytickou degradaci CDC25A fosfatazy, kliCového regulatoru
cyklin dependentni kinazy 2 (CDK?2) (Sorensen et al 2003). Proteolyza CDC25A probiha
neustale, jeho aktivita je ovliviiovana mirou degradace. V normalnim bunééném cyklu,
nenaruSeném poruchami DNA nebo replika¢niho aparatu, dochazi k bazalnimu
metabolickému obratu CDC25A (polocas rozpadu zhruba 20-30 minut), ktery umoziiuje

pfiméfenou aktivaci CDK2, zajist'ujici obvykly prubéh S — fazi (Obr.3a).

s et . .
_cogaaa ] [ cogma |
4 ~ e .
Basal turnover Accelerated proteolysis
(T1/2 ~20-30 min) (T1/2 ~10 min)
1l i
£
CDKe2 CDK2l
S-phace progression S-phase delay

Obrazek 3: Degradace CDC2S5 fosfatazy indukovana CHK1 a CHK2 kinazami. Pfevzato z (Bartek et al
2004)
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Za degradaci CDC25A je odpovédna CHKI, ktera fosforyluje tuto fosfatazu na ¢etnych
serinovych reziduich, v disledku ¢ehoZz dochézi k vazbé SCF (E3 — ubiquitin ligaza),
ubiquitinaci a odbourdani CDC25A v proteasomu. Tato aktivita CHKI1 svéd¢i o jeji
fyziologické roli v bunééném cyklu. Situace se méni, pokud dojde k poskozeni DNA
(Obr.3b), kdy je aktivovana také CHK2. Ta také fosforyluje CDC25A hlavné na Ser123,
ale 1 dal$ich serinovych reziduich a tim pfispiva k aktivit¢ CHK1. Timto zptsobem dojde
k vyrazné akceleraci proteolyzy CDC25A (polo¢as rozpadu mensi nez 10 minut) a
k zastaveni buné¢ného cyklu (Bartek et al 2004).

Vzajemna spoluprace CHK1 a CHK2 naznacuje jisty vztah mezi témito kinazami, kde
CHK1 hraje roli netinavného dfice, zatimco CHK2 funguje pouze jako jakysi zesilova¢
ucinku v ptipad¢ poskozeni DNA. Tato uloha CHK1 b&éhem neovlivnéného bunééného
cyklu mize byt ptikladem toho, pro¢ je tento gen nezbytny pro sav¢i vyvoj, jak o tom
vypovida jeho knock-out. Podobné role CHK?2, aktivni az v pfipadé poskozeni DNA, miize
vysvétlit, pro¢ je tato kinaza postradatelna pro sav¢i vyvoj a Zivotaschopnost (Bartek &
Lukas 2003).

Na zakladé€ dosavadnich poznatki o signalnich drahach byla navrZena hypotéza o dvoji
cest¢ k zastaveni bunééného cyklu (Lukas et al 2004b). Takzvana akutni odpovéd’ na
poskozeni DNA probiha pouze v S a G, — fazi a zahrnuje aktivaci ATM i ATR a jejich
substrath CHK1 a CHK2, které umozni rychlou aktivaci kontrolniho bodu, k ¢emuz dojde
jak degradaci CDC25A, tak fosforylaci SMC1. Tato odpovéd’ je nezavisla na p53 a je
docasna. Takzvana zpozdéna odpovéd’ na poSkozeni DNA je trvalejsi a probiha hlavné v
G, — fazi, kdy je nizka aktivita CDK kindz, a proto dochazi pouze k aktivaci ATM, ktera
aktivuje CHK2 a ta zase p53. Zastaveni bunécného cyklu je v tomto piipadé dosaZeno

expresi p21 (ptirozeného inhibitoru CDK)(Bartek & Lukas 2001).
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Fyziologické role CHK1

CDC 25 (cell division cycle 25) fosfatazy se vyrazné podili na regulaci bunééného
cyklu. Diky své dualné-specifické aktivité jsou schopné defosforylovat CDK kindzy na
Thr14 a Tyrl5, a tim je aktivovat. CHK1 muze vazat a foforylovat v§echny tii ¢leny sav¢i
rodiny CDC25 fosfataz: CDC25A, CDC25B a CDC25C (Sanchez et al 1997). Tim je
dosazeno pfimého spojeni mezi CDK kindzami a signalnimi drahami aktivovanymi
v dusledku poskozeni DNA (Donzelli & Draetta 2003).

CDC25C je v pribéhu cyklu na trovni proteinu stabilni, na rozdil od ostatnich dvou
izoforem. Bylo ukazano, ze CHKI, aktivovana zastavenim replikace nebo poskozenim
z ozareni, je schopné fosforylovat CDC25C na Ser216 (Peng et al 1997), coZ umoziiuje
vazbu 14-3-3 proteinu, ktery negativné reguluje aktivitu fosfatazy, pravdépodobné zménou
lokalizace proteinu do cytoplasmy. Fosforylace na Ser216 se ale objevuje i v prub&éhu
normalni S a G, — faze a to nasvédcuje tomu, ze CHK1 je aktivni i bez pfitomnosti DNA
poskozeni a reguluje aktivitu CDC25C az do mitdzy, kdy dochazi k jeji hyperfosforylaci a
aktivaci CDK1/cyklin B komplexem (Kaneko et al 1999). Podle nejnovéjsich vysledki
také vime, Ze aktivace CDC25C v normalnim bunééném cyklu probihda na centrosomu,
podobné jako CDC25B, ptestoze byla povazovana za vyhradné jaderny protein (Bonnet et
al 2008).

Exprese CDC25A zacina v G, — fazi a je zavisla na transkripénich faktorech E2F a c-
Myec. Jeji aktivita je nezbytna pro aktivaci CDK2/cyklin E komplexu, hlavniho regulatoru
replikace DNA. Jak jiz bylo uvedeno ve tieti kapitole, CHK1 fosforyluje CDC25A i
v prubéhu bézné replikace DNA, ¢imz udrZuje jeji metabolicky obrat (Sorensen et al
2003). Degradace CDC25A je v ptipadé genotoxického stresu velmi urychlena (Mailand et
al 2000). CDC25A fosfataza je kritickou také pro regulaci G,/M piechodu. S ohledem na
jeji funkci pii zahdjeni syntézy DNA bylo zji§téno, Ze na rozdil od asynchronich bungk, je
CDC25A vyrazné stabilizovana v mitotickych buiikkach. Tato stabilizace je
zprostiedkovana CDK1/cyklin B komplexem a byla ovéfena inhibici CDK1 pomoci
roscovitinu, kdy pokles CDKI1 aktivity koreloval s poklesem CDC25A proteinu.
CDK1/cyklin B in vitro fosforyluje CDC25A na Serl7 a Serl15, ¢imz odpiahuje CDC25A
od ubiquitin-dependentni degradace (Mailand et al 2002). Negativnim regulatorem
CDC25A pted zahajeni mitozy je CHK1, ktera fosforylaci na Ser178 a Thr507 usnadriuje
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vazbu 14-3-3 proteinu. Tim je zabranéno interakci s CDK1/cyklin B komplexem (Chen et
al 2003).

Nutnost spravné regulace CDC25A vyplyva z mnozZstvi zhoubnych nadort, kde je tato
fosfataza silné overexprimovana, ¢ehoZz muze byt dosazeno i umélou depleci jejiho
pfirozeného regulatoru — CHK1 (Lam et al 2004, Ray et al 2007a).

CDC25B fosfataza je syntetizovana jiz od S- faze a hraje dulezitou roli pfi vstupu do
mitézy. Na rozdil od obou svych ptibuznych fosfataz, dominantné jadernych proteinu, je
lokalizovana ptedev$im v cytoplasmé. Béhem G, — faze dochazi k jeji akumulaci na
centrosomu, kde také probihd inicidlni aktivace CDKl1/cyklin B komplexu v profazi
mitotického cyklu (Jackman et al 2003, Lindqvist et al 2005). Centrosomalni CDC25B je
fosforylovana, a tim aktivovana, na Ser353 mitotickou kindazou Aurorou-A, ktera také
lokalizuje na centrosom (Dutertre et al 2004). Ukazalo se, Ze i v tomto piipadé hraje CHK1
dualezitou regulaéni roli — k fosforylaci CDC25B nedoslo pii uméle navozeném G, /M —
kontrolnim bodg, ale byla obnovena po aplikaci UCN-1, inhibitoru CHK1 (Cazales et al
2005). Toto zjisténi bylo ptekvapivé pravé z toho divodu, Ze checkpoint kinaza 1 byla
povaZzovana za vyhradné jaderny protein, ktery se Gcastni signalizace v dusledku poskozeni
DNA (kap.3). Imunofluorescen¢ni analyzou vSak byla prokdzana kolokalizace
monoklonélni protilatky proti CHK1 s C-Napl proteinem a y-tubulinem, potvrzujici jeji
lokalizaci na centrosom. Naproti tomu délici vieténka mitotickych bunék nebyla
protilatkou proti CHK1 znacena vibec. Signal na centrosomu mizi pravé pied vstupem do
mitozy, coz svéd¢i o vyhradné interfazni lokalizaci CHK1 na centrosom (Kramer et al
2004b).

Pokud se CDC25B na centrosomu setkava s CHK1 kindzou — svym negativnim
regulatorem, a kinicidlni aktivaci cyklin dependentni kindzy 1- hlavniho reguléatoru
mitdzy, dochéazi na tomtéz misté, je ziejmé, ze CHK1 ma neptimo vliv na zahdjeni mitdzy.
Prace Kramera et al (2004b) to potvrzuje dimyslnym experimentem, kdy byly pfipraveny
wild-type a kinase-inactive verze GFP-CHKI1 fizované s PACT (pericentrin - AKAP 450
centrosomal targeting) doménou AKAP450 proteinu pericentriolarni matrix, ktera
fungovala jako centrosomalni lokaliza¢ni signal (CLS). Diky této doméné byly obé dvé
verze GFP-CHKI1 cilen¢ lokalizovany na centrosom i v Go/M piechodu. Zatimco wild-type
GFP-CHK1-PACT(wtChk1) si zachovala CHK1 kindzovou aktivitu a zabranila pted¢asné
aktivaci CDKI, kinase-inactive GFP-CHKI1-PACT(kiChkl) nebyla schopna CDKI1

inhibice a doslo k pfedéasnému vstupu do mitozy (Obr.4b).
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Obrazek 4: Model regulace cyklin dependentni kinazy 1 (CDK1) na centrosomu. Pfevzato z (Doxsey et al
2005b)

CHK1 tedy reguluje aktivitu CDK1 prostfednictvim CDC25B fosfatazy. V interfazi je
CHKI1 lokalizovana na centrosomu a inhibuje CDC25B, ¢imzZ je zabranéno predéasnému
spusténi mitézy. V Go/M prechodu naopak CHKI1 disociuje z centrosomu a mitotické
kindza Aurora-A fosforyluje CDC25B, ktera pak muze defosforylovat CDK1 a tim zahajit
mitoticky cyklus (Obr.4a)(Doxsey et al 2005b).

Nasledné vyslo najevo, Ze CHK1 fosforyluje CDC25B na ¢etnych serinovych reziduich
(napt. Ser230 a Ser563) v disledku poskozeni DNA (Bansal & Lazo 2007), ale i bez
pfitomnosti poskozeni DNA, a to jak in vitro, tak in vivo, pii¢emz Ser230-fosforylovana
forma CDC25B je lokalizovana na centrosom od ¢asné S — faze aZ do mitdzy (Schmitt et al

2006).
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Pozoruhodné je, Ze chemicka inhibice CHK1 pomoci inhibitoru CEP3891 vede
k normélni vystavbé déliciho vieténka, avSak i1 k vyrazné mislokalizaci chromatinu (Loffler
et al 2006b). Tento efekt byl nazvan “paraspindle fenotype* . Na zékladé znamych
vysledkd o vlivu CHK1 na CDC25 fosfatazy se ptedpokladalo, Ze inhibici CHK1 doslo
k upregulaci téchto fosfataz, coz zptsobilo dany fenotyp. A skute¢né bylo pomoci siRNA
proti CDC25B dosaZeno navraceni normalniho fenotypu. Nicméné siRNA proti CDC25A
vyvolala pouze ¢aste¢nou tendenci k navratu do normalu. Stejné tak overexprese CDC25B
efektivné vyvolala “paraspindle fenotype “, zatimco CDC25A nikoliv.

Formace mitotického vieténka a kondenzace chromatinu jsou tedy pravdépodobné dva
na sobé nezavislé d&je, které vyzaduji uréitou synchronizaci. Inhibice CHK1 vede
k asynchronizaci téchto dé€ji v dasledku deregulace CDC25B, ktera predCasné aktivuje
CDK1 a ta zase vystavbu déliciho vieténka, ovSem bez dokoncené kondenzace
chromatinu. Ze studie Lofflera et al (2006b) vyplyva nova mozna fyziologicka funkce
CHKI1 jako koordinator d&€jii vedoucich ke vstupu do mitoézy, kdy spravné nalasované
uvolnéni CDC25B umozni inicialni aktivaci CDK1/cyklin B komplexu na centrosomu, a
jeho naslednou translokaci do jadra, kde aktivuje CDC25A a kondenzaci chromatinu

(Obr.5).
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Obrazek 5: Schéma mozné regulace vystavby déliciho vieténka a kondenzace chromatinu. Pfevzato z
(Loftler et al 2006b)

18



Jak vidime, centrosom je mistem setkani riznych regulanich proteint, jejichz
vzajemna interakce je lokalizaci na centrosom vyrazn¢ usnadnéna (Doxsey et al 2005a).
Piedpoklada se, Ze centrosom slouzi jako podpturna konstrukce (scaffold) k ukotveni
¢etnych signalnich drah, jako pevny bod umoziiujici integraci komplexnich regula¢nich
siti. Tyto pifedstavy jsou zaloZeny na rostoucim poctu s centrosomem spojenych
regulacnich proteind. Objevuje se novy pohled na centrosom jako jedno z fidicich center,
integrujici pozitivni i negativni signalni drahy, které ovliviiuji progresi buné¢ného cyklu
(Kramer et al 2004a).

Mezi proteiny asociujici s centrosomem patii CHK1, CDC25B, Aurora-A, CDK1 a
cyklinB, déale také CHK2, p53, BRCAI1, TopBP1, Plkl, MAPs a tada dalSich. Mnohé
z téchto molekul jsou kromé své regulaéni funkce nezbytné i pro funkci centrosomu
samotného. CDC25B se podle velmi recentni prace ucastni duplikace centriol — kli¢ovych
struktur uvnitt centrosomu (Boutros & Ducommun 2008). Inhibice CDC25B pomoci
siRNA zpisobila akumulaci bunék v G, — fazi se separovanymi centrosomy obsahujici
pouze jednu centriolu. CDK1, jejiz malé mnozstvi aktivované na centrosomu iniciuje v
G,/M — ptechodu separaci centrosomt, je dale v jadie aktivovana i po zahajeni mitozy a
tento narust aktivity CDK1 je nezbytny pro vstup do anafaze (Lindqvist et al 2007). CHK1
pfed mitézou disociuje z centrosomu, nicméné i v prubéhu mitotického déleni dochazi
k jeji fosforylaci a to ptimo CDKI1 kinazou na Ser286 a Ser301 (Obr.2), zatim
z neznamych divodt (Shiromizu et al 2006). Stejné tak zlstava nejasna pravé objevena
schopnost CHK1 véazat se na chromatin a fosforylovat histon H3 na Thrll, ¢imz
hypoteticky miiZze byt aktivovana transkripce (Shimada & Nakanishi 2008).

Bé&hem mitdzy byly piekvapivé na centrosomu nalezeny i ATM a ATR kinazy . Ma se
za to, Ze by mohly regulovat formaci y- tubulinu a kinetiku mikrotubuld, a tim by tyto déje
mohly byt pfimo ovliviiovany piipadnym DNA poskozenim, které zpusobuje disociaci
ATM 1 ATR zcentrosomu (Zhang et al 2007). Oproti tomu v normalnich lidskych
fibroblastech vyvola poskozeni DNA akumulaci CHK1 na centrosomu, ktera pietrvava i
pfi inhibici ATM/ATR dréahy a je nutna k navozeni G,/M — kontrolniho bodu (Loffler et al
2007). Zlomy v DNA mohou také vést k amplifikaci centrosomtl, jeZ je ovSem zavisla na
CHKI1, protoze k amplifikaci po inhibici CHK1 nedojde (Bourke et al 2007). Tento jev
nejspiSe predstavuje jakysi zalozni mechanismus pro eliminaci poSkozenych bunék

neschopnych aktivace kontrolniho bodu (Loffler et al 2006a).
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Dalsim dikazem o tom, Ze CHK1 je aktivni v neovlivnéném bunééném cyklu, je velmi
recentni prace (Zachos et al 2007) indikujici fyziologickou roli CHK1 v spindle assembly
checkpoint (SAC).

Tento kontrolni bod zajiStuje piesnost segregace chromozomu pozastavenim mitdzy
pred vstupem do anafidze, dokud nejsou vSechny chromatidy spravné ptipojeny ke
kinetochorovym mikrotubulim déliciho vieténka. SAC je aktivovan samovolné — spousti
jej signal kinetochor sesterskych chromatid, které nejsou pfipojeny k mikrotubulu a/nebo
postradaji pnuti vyvolané délicim vieténkem. Takova situace nastava béhem kazdé
prometafize, kdy dojde krozpadu jaderné membrany a chromozomy volné plavou
v cytoplasmé (Zachos & Gillespie 2007). Aktivace SAC zahrnuje vazbu proteini rodiny
MAD a BUB na kinetochory nepfipojenych chromatid. Tyto proteiny jsou nezbytné k
inhibici APC/C (anaphase-promoting complex/cyclosome) ubiquitin ligdzy odpovédné za
degradaci securinu a cyklinu B (Peters 2006). Odbouranim téchto molekul je aktivovana
separdza a stépen kohezin, coZ jsou procesy zahajujici anafazi. Pfed¢asnou aktivaci APC/C
by doslo k nerovnomémému rozdéleni chromozomti do dcefinych bunék a vzniku
aneuploidii.

Zachos et al (2007) identifikovali novou mitotickou tlohu CHK1 v regulaci SAC.
Ukaézali, Ze Chk1-deficientni ptaci DT40 buiiky vykazuji chyby v segregaci chromozomu a
abnormalni karyotypy. Tyto buriky po oSetieni taxolem (mitoticka droga narusujici délici
vieténko stabilizaci mikrotubul), nejsou schopny aktivovat spindle assembly checkpoint a
zastavit prub&h mitézy. OSetfeni Chkl-/- DT40 bunék nocodazolem (mitotickd droga
naruSujici delici vieténko uplnou depolymeraci mikrotubul) vSak kontrolni bod a
zastaveni mitozy zpulsobilo. Exprese wild-type CHK1, avSak ne kinase-inactive CHKI,
umoznila aktivaci SAC i v pfitomnosti taxolu. Tyto vysledky svéd¢i o nutnosti CHK1
kindzové aktivity pro funkci tohoto kontrolniho bodu (Zachos et al 2007). Pomoci GFP-
CHKI1 fiizniho proteinu byla u DT40 bunék zjisténa lokalizace CHK1 na kinetochorech
v prometafazi. Zde se také lokalizuje Aurora-B kinaza, ktera aktivuje proteiny MAD?2,
BUBI1 a BUBRI. Stimulaci aktivity Aurory-B zajistuje INCENP (inner centromere
protein). Zachos et al zjistili, Ze CHK1 je schopna fosforylovat a aktivovat Auroru-B
nezavisle na INCENP. To znamend, Zze CHKI1 je pravdépodobné odpovédna za regulaci
Aurory-B a tim i za optimalni funkci MAD a BUB proteint, zaji$t'ujici spravné nacasovani

anafaze (Obr.6).
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Obrazek 6: Zjednodus$ené schéma funkce CHK 1 v spindle checkpoint signalizaci. Pfevzato z (Yu 2007).

Nezbytnost checkpoint kinazy 1 pro spravnou funkci SAC podporuji také dalsi prace,
kde inhibice nebo neptitomnost CHK1 znemoznila aktivaci SAC a vedla k abnormalnimu
pribéhu mitdzy ¢i aktivaci p53 a bunééné smrti (Carrassa et al 2008, Vitale et al 2007).
Velmi neddvno se objevila také prace, ktera piekvapivé ukazuje, Ze seskupeni SAC
proteint (pifedev§im MAD a BUB proteini) nemusi probihat vyhradné na kinetochorech
nepfipojenych chromatid, a Ze spindle checkpoint je uzce spjat s kontrolnim bodem
detekujicim poskozeni DNA (Kim & Burke 2008).

Tyto recentni poznatky o nové funkci CHK1 v mitéze dale odhaluji, jak komplexni roli
tato kinaza hraje v regulaci buné¢ného cyklu. Pro Gplné pochopeni vsech funkci CHKI1
v bunéénych procesech je tfeba vé€novat jesté znacné usili a studium, jehoz vysledky nam
snad poté umozni 1épe pochopit rozdily mezi normalnimi a nadorovymi buiikami. Z toho
divodu je CHKI1 piipisovana role nadorového supresoru a potencidlniho cilu

protirakovinné terapie.
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Navrat z kontrolniho bodu

Mnoho praci se zabyvé aktivaci kontrolnich bodu v disledku poskozeni DNA nebo
jinych defekti, kvili kterym je nutné pozastaveni bunééného cyklu, av§ak velmi malo je
znamo o vypnuti kontrolniho bodu a navratu do bunééného cyklu po dokonceni opravy
DNA. V piipadé G, — kontrolniho bodu se ptedpokladaji nejméné tfi mozné mechanizmy
terminace, které se navic navzajem nevylucuji.

Prvnim mechanizmem je defosforylace proteint, které byly fosforylovany prave kvili
aktivaci kontrolniho bodu. U kvasinky Schizosaccharomyces pombe byla popséana
izoforma protein fosfatazy typu 1 oznacena jako Dis2, kterd in vitro zpulsobila
defosforylaci fosfoSer345-CHKI1 peptidu a zabranila aktivaci CHK1 in vivo (den Elzen &
O'Connell 2004). Aktivita Dis2 byla nezbytna k inaktivaci CHK1 a spravné nacasovanému
navratu do cyklu, overexprese této fosfatazy vedla k pred€asnému opusténi G, -
kontrolniho bodu a abnormalnimu prib&éhu mitozy. Stale v§ak neni jasné, jakym zptisobem
je Dis2-dependentni CHK 1 inaktivace regulovana. Jednou z moznosti se zda byt vazba 14-
3-3 a/nebo Crb2 proteini na fosfoSer345-CHKI1, jeZ by branila defosforylaci CHK1 (den
Elzen et al 2004).

Druhym mechanizmem vypnuti G, — kontrolniho bodu je ubiquitin-dependentni
proteolyticka degradace adaptorového proteinu Claspin a CDK-inhibujici kinazy WEEI.
Fosforylace téchto dvou molekul PLK1 kinazou funguje jako signal k ubiquitinaci, ktery je
rozpoznan B-TrcP F-box proteinem, uréujicim substratovou specifitu SCF ubiquitin ligazy.
Timto zpisobem dojde k degradaci nezbytného koaktivatoru CHK1 — Claspinu, coZ
umozni akumulaci CDC25A, adegradaci ptimého inhibitoru CDK1 kindzy - WEEI
(Bartek & Lukas 2007). Oba tyto procesy probihaji pravé opaénym smérem neZ pfi
aktivaci kontrolniho bodu a vedou k opétovné aktivaci cyklin dependentnich kinaz a k
zahajeni mitozy (Obr.7).

Za tieti moznost se povazuje skute¢nost, ze né€které signalni drahy puisobi protichiidné
nez CHK1 a mohou zvratit jeji vliv na dané substraty. Napiiklad vySe zminé€na protein
fosfataza typu 1 je kromé defosforylace CHK1 schopna defosforylovat také CDC25C, a to
pravé v misté, které je fosforylovano CHKI1 kindzou (Ser287). Stejné tak pozitivni vliv
CHK1 na WEEI kinazu muzZe byt zvracen negativnim pisobenim Cdrl a Cdr2 kinaz

(Calonge & O'Connell 2008).
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Obrazek 7: SCF-dependentni aktivace a inaktivace G, — kontrolniho bodu. Ptevzato z (Bartek & Lukas
2007).

Recentni data také naznaluji existenci mechanizmu, ktery stoji na hrané mezi
rozhodnutim buriky inaktivovat kontrolni bod nebo podstoupit apoptdzu. V ptipadé silného
genotoxického stresu, kdyz burika neni schopna opravit poSkozenou DNA, jsou aktivovany
CHKI1. Je stépena kaspazami pouze pii podani nadprahové davky etoposidu nebo
cisplatiny (latky poskozujici DNA), nikoliv pfi davce nizsi (Okita et al 2007). CHK1 tak

muZe hrat roli urcujiciho faktoru pro smrt nebo pieziti burky.
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CHK1 v meidze

Meiotické zrani je proces maturace oocytu, jehoZz prvotnim znakem je znovuzahdjeni
meidzy. Oocyty jsou béhem svého ristu zastaveny v profazi prvniho meiotického déleni,
v GV-stadiu. In vivo vyZaduje znovuzahajeni meidzy hormonalni stimul. U savci je jim
LH hormon, u Xenopus leavis progesteron nebo insulin. Zrani oocytu ptedstavuje prechod
z profaze 1. do metafaze II., kde se oocyt opét zastavuje a ¢eka na oplozeni. Uvolnéni
z profaze 1. je vzdy provazeno aktivaci MPF (M - phase promoting factor) oznacujici
komplex CDK1/cyklin B. Nejen z tohoto diivodu lze znovuzahajeni meidzy piirovnat ke
G2/M — piechodu somatickych bunék. V obou piipadech jde o procesy zéavislé na CDKI,
buriky maji replikovanou DNA a ta po aktivaci CDK1 kondenzuje.

O funkci CHKI1 v meidze toho oproti somatickym builkkdm vime velmi maélo. U
modelu Xenopus je znamo, Zze CHKI1 je v oocytech pfitomna, na urovni proteinu je
exprimovana konstantné v pribéhu zrani a podili se na udrZeni oocytu v profazi I (Nakajo
et al 1999). Na savéim modelu nebyla o CHK1 v meidze zatim publikovana zadna data. O
jeji piitomnosti a potencidlni funkci miiZeme usuzovat pouze na zakladé znalosti o jejich
substratech.

CDC25 fosfataza u Xenopus oocyti je homologni lidské CDC25C a je zde skutecné
také regulovana cytoplasmatickou CHK1 kinazou, ktera ji fosforyluje na Ser287, ¢imz ji
inhibuje (Oe et al 2001). Tyto vysledky podporuji vySe uvedené tvrzeni, Ze CHKI1 hraje
roli v udrZeni profaze I. skrze inhibici CDC25C. Kromé¢ CHKI1 vsak oocyty v profazi .
udrzuje také MYTI kinaza inhibujici pfimo CDKI1 a protein kindza A (PKA), kterd ma
také inhibi¢ni vliv na CDC25C (Kishimoto 2003). Na my$im modelu bylo pomoci knock-
outu prokazano, ze CDC25C je pro meioticky cyklus postradatelnd, oocyty normalné zraji
a jsou oplozeni schopné (Chen et al 2001).

Naproti tomu CDC25A-/- mysi vykazuji ¢asnou embryonalni letalitu (Ray et al 2007b).
Protoze se tato fosfatdza vyrazné podili na vstupu do mitdzy (kap.4), da se predpokladat i
jeji funkce pii znovuzahéjeni meidzy. Velmi recentné byla publikovana préace, prokazujici
ptitomnost jaderného CDC25A proteinu jiz v GV-stadiu mySich oocytl, pii¢emz
v prubéhu zrani hladina proteinu klesa v zavislosti na CDK1 (Solc et al 2008). Tento
pokles je nezbytny k ptechodu z MI do MII stadia a k formaci funkéniho dé€liciho vieténka,
protoze overexprese CDC25A vede k defektim ve vystavbé vieténka a kongresi

chromozomi. Navic exprese exogenni CDC25A ptekond cAMP-dependentni GV-blok,
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coz zna¢i Ulohu CDC25A v samotném znovuzahdjeni meidzy. Z téchto vysledkl lze
usoudit, Ze CHK1 i zde nejspiSe zastava dulezitou regulacni roli, nebot’ CDC25A je jejim
dilezitym substratem, nicméné data prozatim chybi.

CDC25B-/- mysi jsou Zzivotaschopné avSak samice jsou sterilni, protoZe oocyty
zustavaji v GV-stadiu s nizkou MPF aktivitou (Lincoln et al 2002). Mikroinjekci CDC25B
mRNA bylo dosazeno aktivace MPF a znovuzahdjeni meidzy, indikujici nutnost této
fosfatazy pro meiotické zrani. Bylo také zjisténo, ze CDC25B je cytoplasmaticky protein
(Solc et al 2008), coz se shoduje se situaci u somatickych bunék, kde se CDC25B podili na
regulaci cytoplasmatickych udalosti (hlavné na centrosomu), zatimco CDC25A na regulaci
jadernych udaélosti (kap.4). Ob¢ fosfatazy jsou piitom regulovany checkpoint kindzou 1, a
proto se tato jeji funkce da o¢ekavat i v meidze.

Aurora-A kinaza v mitéze lokalizuje na centrosom, kde fosforyluje CDC25B poté, co
CHK1 disociuje z centrosomu. V mysich oocytech je pfitomna jiz v GV-stadiu a hraje roli
pfi znovuzahajeni meidzy a vystavbé déliciho vieténka, nebot’ mikroinjekce protilatky
proti Aurora-A vede ke sniZeni schopnosti dosahnout GVBD (germinal vesicle breakdown)
a k deformaci vieténka (Yao et al 2004). Dalsi prace, publikovana v poslednim ¢isle Cell
cycle, ukazuje, Ze aktivni Aurora-A lokalizuje té¢sn¢ pred GVBD na MTOCs (microtubule
organizing centers), piiCemz jeji aktivace neni zavisld na CDKI, ani na PI3K-PKB
signalizaci (Saskova et al 2008). Mikroinjekce exogenni Aurora-A mRNA a jeji nasledna
translace zpusobuje amplifikaci MTOCs a vystavbu abnormélniho MI vieténka. Tato
pozorovani jednozna¢né¢ potvrzuji funkci Aurory-A v meiotickém zrani.

Neni dosud objasnéno, zda Aurora-A v mysich oocytech fosforyluje CDC25B, ktera by
mohla byt spolenym substratem i pro CHKI1. Pojitkem mezi Aurorou-A a CHKI1 by
mohla byt protein kinaza B (PKB). V mitotickych buiikich PKB fosforyluje CHK1 na
Ser280 a brani tak jeji aktivité (King et al 2004). Zaroven je schopna inaktivovat GSK-3
(glycogen synthase kinase-3), ktera inhibuje Auroru-A (Wakefield et al 2003). Navic také
piimo fosforyluje CDC25B na Ser353, stejné jako Aurora-A (Baldin et al 2003). Tyto
vlastnosti PKB nebyly v meiéze dosud prokazany, nicméné vysledky recentnich praci
indikuji, Ze PKB je zahrnuta v aktivaci CDK1 a znovuzahajeni meiézy (Andersen et al
2003, Kalous et al 2006).

V mysich oocytech je PKB aktivovana fosforylaci na Ser473 a Thr308 jesté pied
GVBD a to nezavisle na CDK1. Aktivni PKB je lokalizovdna na jaderné membrané a
centrosomu (Kalous et al 2006). Zde se pravdépodobné setkava s CDC25B, jejiz
fosforylace je, jak znamo, nezbytna k aktivaci centrosomalni CDKI1. CDC25B
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fosforylovana na S353 se totiz v mySich oocytech nachazi na centrosomu tésné pred
GVBD (Solc P., osobni sdéleni). Je mozné, e PKB pusobi aktivaci CDC25B také
prostfednictvim inhibice CHK1. To by mohl byt signal pro CHK1 k opusténi centrosomu
pred aktivaci CDK1.

Jak jiZ bylo popséano ve ¢tvrté kapitole, CHK1 kinaza reguluje také SAC, kontrolni bod
zajistovany aktivitou MAD a BUB proteini. Wassmann et al (2003) ukazali, Ze mitoticky
protein MAD2 je ptfitomen také v prubéhu zrani mysich oocyti a je rekrutovan na
kinetochory nepiipojenych chromozomi. Navic bylo zji$téno, Ze oocyty mad2+/- mysi
maji problémy se segregaci chromozomu a stejné jako vlivem overexprese MAD2 proteinu
dochéazi k zastaveni zrani v MI fazi nebo vzniku aneupploidii (Niault et al 2007).
Ptitomnost MAD2 proteinu na kinetochorech udrzuje spindle checkpoint inhibici APC/C
ubiquitin ligazy (Reis et al 2007), ktera je v mySich oocytech pfitomna jiz v GV-stadiu
(Reis et al 2006), kde se podili na udrZeni oocytt v profazi L.

Pokud je CHK1 kinaza aktivni v prubéhu zrani oocytl, je pravdépodobné, Ze zastava
jistou ulohu i v regulaci SAC. Zatim neni ziejmé, zda také prostfednictvim Aurory-B nebo
ptimou interakci s MAD a BUB proteiny. MozZnou cestou by mohl byt také protein CDC6,
ktery je dalezitym regulatorem replikace DNA a jeho deregulace vede k aktivaci CHKI1.
V mysich oocytech je totiZ nezbytny k formaci déliciho vieténka (Anger et al 2005).

Ackoliv zatim nebyla potvrzena aktivita CHK1 v meiotickém zrani sav¢ich oocytu, jeji

funkce zde je vice neZ pravdépodobna.
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MATERIAL A METODY

Izolace, kultivace a mikroinjekce oocyti

Mysi ovaria byla ziskéna z 3-4 tydennich samic (C57BL/6J X BALB/c) stimulovanymi
PMSG (pregnant mare serum gonadotropin). Ovaria byla prenesna do média (Earle salt
bicarbonate-free; E7510, Sigma) doplnéného 3mg/ml PVA (polyvinylalcohol), 0.23mM
pyruvatem a 25mM Hepesem (pH 7.3) a zahtatého na 37°C. ProtoZe u savct dochazi po
vyjmuti oocytu z folikulu ke spontannimu znovuzahajeni meidzy, bylo médium obohaceno
0o 0.ImM inhibitor fosfodiesteraizy PDE-3A IBMX (3-isobutyl-1-methyl-xanthine).
Znovuzahajeni meidzy a zrani oocyti bylo iniciovano odmytim IBMX a kultivaci v
¢istém M-16 médiu (M7292, Sigma Aldrich) pti 37.5°C ve vzduchu s piimési 5% CO,.

Pro inhibitorové studie byl pouzit SB218078 (559402, Calbiochem) inhibitor CHK 1 pfi
pracovni koncentraci 7.5uM. Oocyty byly nejprve preinkubovany v M-16 médiu
obsahujici inhibitor a 0.1mM IBMX po dobu jedné hodiny. Poté byly pteneseny do média
s inhibitorem bez IBMX, kde byly dale kultivovany. Pro studium SAC byly pouzity
cytostatika/mitotické drogy Paclitaxel neboli taxol (T1912, Sigma Aldrich) a Nocodazol
(M1404, Sigma Aldrich), ktera narusuji funkci mikrotubuld.

Oocyty byly mikroinjekovany 2-5pL roztoku RNA pomoci mikromanipulatoru MIS-
5000 (Burleigh, Exfo Life Sciences) a mikroinjektoru PM 2000B4 (MicroData
Instrument). Manipula¢ni Whitten's médium bylo obohaceno 15mM Hepesem (pH 7.3) a
0.1mM IBMX. Pipety pro mikroinjekci byly vyrobeny pomoci p97 Pipette Puller (Sutter

Instrument Company).

In vitro vyroba mRNA a dsRNA

Vektor pCMV-SPORT6 obsahujici mySi Chkl cDNA vplné délce (GenBank
¢.BC100386.1, MGC:117928, IMAGE:30481390) byl zakoupen od firmy imaGenes. Chk1
mRNA pro mikroinjekci byla vyrobena pomoci kitu mMESSAGE mMACHINE® T3 Kit
(#1348, Ambion) pro in vitro transkripci. Za Gcelem ziskani templatu pro transkripci byla
Chk1 cDNA zaklonovana do Spel mista pBluescript-GFP vektoru obsahujici T3-promotor
a Xenopus globin 5'UTR, 3'UTR a Kozakovu sekvenci pro zaji$téni vysoké stability

mRNA a u¢inné iniciace translace. Pro in vitro transkripci byl vektor linearizovan pomoci
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Ascl. Thned po in vitro transkripci byla mRNA polyadenylovana pomoci kitu Poly(A)
Tailing Kit (#AM1350, Ambion). Purifikace mRNA byla provedena pomoci RNeasy Mini
Kit (#74104, Qiagen). Kontrolni Gfp mRNA byla transkribovana z prazdného pBluescript-
GFP vektoru.

dsRNA pro downregulaci Chkl mRNA v mysich oocytech byla vyrobena pomoci kitu
MEGAscript® RNAI Kit (#AM1626, Ambion). Templat pro in vitro transkripci byl ziskan
pti PCR reakci. K tomu bylo nutné piipojit na oba konce templatu sekvenci T7 promotoru,
ze kterého se in vitro zahajuje transkripce RNA. Pro tento ucel byly pouzity Chkl
specifické primery, které na 5'konci obsahovali sekvenci T7 promotoru:
AGGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAGATTTGGGAGAAGGTGCCTATG a
AGGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAGATGACAGCTATCACTGGGCTG. Pro
kontrolni Gfp byly pouzity primery: AGGATCCTAATACGACTAACTATAGGGAGAA
TGGTGAGCAAGGGCGAGGA a ACTCGAGTAATACGACTCACTATAGGGAGAGC
GGCCGCTTTACTTGTACA. Primery byly navrzeny tak, aby specificky zasahovali pouze
jednu mRNA a zaroven byly minimalizovany off-target efekty. Délka pouzitych dsRNA
fragmentt byla 606 bp pro Chkl1 a 712 bp pro Gfp.

dsRNA i mRNA byly alikvotovany po SuL pti koncentraci 500ng RNA/uL RNase-free
vody (AM9939, Ambion) a zamraZeny v — 80°C.

Western bloting

Oocyty ur¢ené pro western bloting byly po kultivaci na sucho zamrazeny v — 80°C.
Pted pouzitim pro SDS/PAGE elektroforézu byly vzorky ooccyti lyzovany v 20uL
SDS/PAGE vzorkovém pufru (62.5mM Tris/HCI, pH 6.8 pti 25°C; 2% SDS; 10%
glycerol; 0.01% bromfenolova modi a 5% 2-merkaptoetanol) povaienim (100°C) po dobu
5 minut. Po frakcionaci SDS/PAGE elektroforézou byly proteiny pfeneseny pomoci fast-
blotu na PVDF membranu (Immobilon-P; Millipore). Membrana byla poté blokovana po
dobu 1 hodiny v T-TBS (Tris/HCl-buffered saline (pH 7.6) s 0.05% Tween 20) s 5%
mlékem (Sigma). T-TBS bylo pouzito pro vSechny dalsi inkubace a oplachovani.

Blokovana membrana byla néasledné inkubovana ptes noc pti 4°C s CHK1-specifickou
primarni protilatkou (G-4, SC8408, Cell Signaling Technology, Inc.) v poméru 1:500 k T-
TBS s 5% mlékem, resp. s (anti-phosphoChk1(S317), AF 2054, R&D Systems) v poméru

1:500 k T-TBS s 5% mlékem. Naznacena membrana byla poté oplachovana (3 x 5 minut) a
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dale inkubovéna pfi pokojové teploté (18-25°C) se sekundarni protilatkou HRP-goat anti-
mouse IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.) v poméru 1:7500 k T-TBS s 5%
mlékem; resp. s HRP-goat anti-rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.)
v poméru 1:7500. Nasledné¢ byla membréana intenzivné oplachovana (3-5 x 5 minut) a

signal byl detekovan pomoci ECL® (enhanced chemiluminiscence; Amersham).

Imunocytochemie

Oocyty se zonou pellucidou nebo zbavené zony pellucidy pomoci Tyrode pufru
(137mM NacCl, 2.7mM KClI, 1.8mM CaCl2, 0.5mM MgCl2 - 6H20, 5SmM D-glukdza a 4%
polyvinylpyrrolidin, pH 2.5) nebo pronazy (0.002g/400uL PBS; Sigma) byly fixovany
v 3.7% paraformaldehydu v PBS po 60 minut pii pokojové teploté. Poté byly promyty
v PBS (4 x 15 minut) a vloZeny do 50mM NH,Cl v PBS s obsahem 0.3% BSA (PBS/BSA)
kvili blokovani volnych aldehydovych skupin. Po oplachu v PBS/BSA (3 x 10 minut) byly
oocyty 10 minut permeabilizovany v 0.5% Tritonu X-100 pti pokojové teploté. Nasledné
byly jednu hodinu preinkubovany v 2% NGS (normal goat serum) v PBS/BSA. Po
opétovném promyti (3 x 5 minut) se oocyty po uréenou dobu inkubovaly s primarni
protilatkou nafedénou v PBS/BSA pii 4°C.

Poté vzdy nasledoval dikladny oplach (6-8 x 10 minut) v PBS/BSA a inkubace se
sekundarni protilatkou konjugovanou s fluorescenéni barvickou FITC (fluorescein
isothiocyanate) nebo TexasRed minimélné¢ po dobu 60 minut pii pokojové teploté (v
pfipadé experimentl s dvojim primarnim znacenim byly protilatky aplikovany soucasné,
avsak oddélené byla provedena inkubace se sekundarni protilatkou). Nasledné byly oocyty
opét dikladné promyty (6-8 x 10 minut). Ke zna¢eni DNA byl pouzit Hoechst 33258
(Img/mL) nebo DAPI (4 6-diamidino-2-phenylindole). Uchyceni vzorku oocyti na
podloZnim skle bylo provedeno pomoci roztoku Mowiol (475904, Calbiochem).

Pro vizualizaci mikrotubuli byla pouZita mySi monoklondlni protilatka proti
acetylovanému a-tubulinu (T7451, Sigma Aldrich). Diferenciace kortikadlni membrany
byla pozorovana pomoci concanavalinu A (C11252, Invitrogen). MTOC centra a byly

znaceny pomoci protilatky proti y-tubulinu (NB120-11320, Novus Biologicals, Inc.).
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Histon H1/CDK1 kinazova assay

Aktivita CDK1 kinazy v extraktech oocyti byla méfena jeji schopnosti fosforylovat
externi substrat histon H1. 10 oocytd z riznych stadii zrani ¢i z kultivace s inhibitory byly
lyzovany v 5ul lyzaéniho pufru (2x konc.ExA). Pro dokonalou lyzu bylo vzorky nutno 3x
zmrazit (-80) a na ledu rozmrazit. Kindzovd reakce byla spusténa pfidanim 5 pl
kindzového mixu s histonem H1 a radioaktivnim [y-32P] ATP k lyzovanym oocytu.
Reakce probihala piesné 30 min v 37 °C. Poté byla zastavena piidanim 10 pl 2x
konc.vzorkového SDS Laemmli pufru a vzorky byly 3 min povaieny a aplikovany na 15 %
SDS/PAGE gel. Po rozdéleni byl gel obarven Coomassie Blue R250, odbarven a usuSen na
suSi¢ce. Autoradiografie byla provedena ve specialni kazeté s intenzifika¢ni podlozkou, na
obarveny gel byl umistén radiosenzitivni film (Kodak, X-Omat AR), ktery byl exponovan
v =80 °C 2-5 dni, a poté byl vyvolan. Autaradiogramy byly analyzovany pomoci programu

Scion Image Software.

Analyza a zpracovani dat

Snimky preparati byly potfizeny na konfokalnim skenovacim mikroskopu Leica TCS
SP (Leica Microsystems AG). Zivé oocyty byly pozorovany a snimany na invertovaném
mikroskopu Olympus IX70 vybavenym CCD kamerou. Editace snimkt byla provedena
pomoci softwaru Adobe Photoshop a Leica Confocal Software, LCS lite 2.61 (Leica
Microsystems). Statisticka analyza dat byla provedena v programu NCSS 2001.
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VYSLEDKY

Exprese a fosforylace CHK 1

U somatickych bun¢k je CHK1 béhem neovlivnéného bunééného cyklu exprimovana
stabilné béhem S a G, — faze a jeji aktivita pravdépodobné neni zavisla na fosforylaci, ke
které dochazi az vlivem piipadného poskozeni DNA a aktivace kontrolniho bodu (Bartek
& Lukas 2003).V oocytech byla piitomnost CHK1 popsana jen u modelu Xenopus, kde je
exprimovana konstatné v pribéhu zrani (Nakajo et al 1999). U savcu nebyla doposud
oocytarni CHK1 popsana.

Prvni vysledek této prace ukazuje, Ze v mySich oocytech je checkpoint kinaza 1
pfitomna a jeji exprese na Urovni proteinu stoupa v prub&hu meiotického zrani (Obr.8a).
Jiz v GV-stadiu je detekovatelnd nizkd hladina CHK1 proteinu, kterd dosahuje maxima
v MII fazi. Fosforylace CHK1 na Ser317 neroste umémné s mnoZstvim proteinu, ale
k masivni fosforylaci dochazi v MI a MII fazi (Obr.8b). To znamena, Ze aktivita CHKI1
v oocytech neni zavisld pouze na expresi proteinu, ale je regulovana také nékterou
komponentou CHK1-aktivujici signalni drahy (pravdépodobné ATM). Narust fosforylace
CHKI nezavisle na expresi proteinu v pribéhu meiotického zrani je znazornén na obrazku

9 (Obr.9).
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Obrazek 8: Exprese CHK1 proteinu a jeho fosforylace béhem meiotického zrani. a) Detekce celkového
CHKI proteinu a b) detekce fosfo-Ser317 formy CHKI1 proteinu v riiznych fazich zrani metodou Western
bloting s naslednou kvantifikaci signalu. GV-intaktni oocyty, GVBD(germinal vesicle break-down)- 60 min.,
MI-7 hod. a MII-18 hod. Vzorky jednotlivych fazi obsahovaly po 400 oocytech. Specifita protilatek byla
ovéfena na vzorcich HelLa a NIH3T3 bunék (data nezobrazena).
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Obrazek 9: Narist fosforylace CHK1 nezavisle na expresi proteinu. Hodnoty vyjadfeny jako podil
absolutnich hodnot pro fosfo-Ser317 a celkovy CHK 1 protein.

Urc¢ita hladina fosfo-Ser317 CHKI1 proteinu je pfitomna v oocytech jiz v GV-stadiu a
mohla by piedstavovat miru bazalni aktivity CHK1. To by znamenalo, Ze CHK1 kinaza
muze byt, podobné jako v mitdze, zahrnuta v signalnich drahach regulujicich aktivaci

CDK1/cyklin B komplexu a znovuzahajeni meidzy.

Chemicka inhibice CHK 1

Pro studium funkce CHKI1 v meiotickém zrani mysich oocyti byl nejprve zvolen
farmakologicky pfistup s pouzitim CHKI1 inhibitoru SB218078 od firmy Calbiochem.
Tento analog staurosporinu je béZné uzivan k umélému naruseni G,/M — kontrolniho bodu
(jehoz je CHKI1 kli¢ovou molekulou) u nadorovych bunéénych linii, casto také
v kombinaci s inhibitory topoizomerazy I (Deckbar et al 2007, Jackson et al 2000).
SB218078 sam o sobé& nezptisobuje zlomy v DNA. Jde o ATP-kompetitivni inhibitor, ktery
se vaze do ATP-vazebného mista CHK1, pfiemZ tato vazba nezpisobuje vétsi zmény
v konformaci CHK1 proteinu (Zhao et al 2002).

Pii kultivaci oocytl v pfitomnosti inhibitoru SB218078 (pracovni koncentrace 7.5 pM)
vyslo najevo, Ze u téchto oocyti dochazi ke zpozdéni GVBD (Obr.10a). V ¢ase 60 minut
po znovuzahajeni meiozy, kdy zhruba 50% kontrolnich/neosettenych oocyti jiz proslo
GVBD, je pouze 0.7% CHKI1-inhibovanych oocytti po GVBD. Po 90 minutdch primérné
79% kontrolnich oocyti proslo GVBD, zatimco pouze 6.5% z CHKI-inhibovanych.
V ¢ase 120 minut po zahdjeni zrani jizZ prumémé 57.5% oocytd oSetfenych inhibitorem
proslo GVBD, naproti tomu v kontrole 86%.

Protoze se zdalo, ze zpozdéni GVBD je dusledek interakce inhibitoru a CDK1 (tedy

nespecifity inhibitoru) byly nasbirany vzorky oocyti v jednotlivych intervalech a
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provedena CDK1 kinazova assay (Obr.10b). Ukazalo se, ze aktivita CDKI1 kinazy je
v oocytech oSetfenych CHK1 inhibitorem skute¢né niZsi, neZ u kontrolnich oocyti. Tento
pokles je pozorovatelny v rozmezi 60—120 minut po znovuzahéjeni meiézy. U kontrolnich
oocytd v ¢ase 60 minut po odmyti IBMX jiz CDK1 aktivita dosdhla prahové Grovné a u
téchto oocytti doslo k GVBD (v grafu jako “GVBD 60). AvSsak u CHK1-inhibovanych
oocytd, podobné jako u zbylych 50% kontrolnich, CDK1 aktivita této urovné¢ nedosahla a
k GVBD u 99% z nich nedo$lo (v grafu jako “GV 60“). Po 90 minutach jiZ u vétSiny
(79%) kontrolnich oocyti dosahla aktivita CDK1 urovné GVBD (v grafu jako “90%),
zatimco u CHK 1-inhibovanych oocytu (v grafu jako “GVBD 90“) k tomu doslo teprve u
6.5% a jejich CDKI1 aktivita je srovnatelna s kontrolnimi oocyty po GVBD v ¢ase 60
minut. U zbylych 93.5% CHK1-inhibovanych oocytli je CDK1 aktivita stale pod prahovou
urovni (v grafu jako “GV 90%).

a) m KONTROLA B NHIBITOR

60 min. 90 min. 120 min.

b)

Obrazek 10: Zpozdéni GVBD po inhibici CHK1. a) Procentualni zastoupeni kontrolnich a inhibitorem
SB218078 osetfenych oocyti po GVBD v ¢ase 60, 90 a 120 minut po zahdjeni zrani. Mira variability ve
skupinach je znazorména pomoci intervalt spolehlivosti (p<0.05). b) CDK1 kinazova aktivita kontrolnich a
inhibitorem SB218078 osetfenych oocytid. GV 0-intaktni oocyty, GV 60 resp. GV 90-oocyty v GV-stadiu 60
resp. 90min.po zahajeni zrani, GVBD 60 resp. GVBD 90-oocyty po GVBD v ¢ase 60 resp. 90min. po
zahajeni zrani, 120-oocyty po GVBD v ¢ase 120min., 6.5hod.-oocyty po GVBD v &ase 6.5hod. po zahéjeni
Zrani.
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Zpozdéni GVBD u CHKI- inhibovanych oocyti tedy ¢inni asi 60 minut oproti
kontrolnim, nebot’ teprve po 120 minutach zrani dosadhne primémé 57.5% GVBD, coz u
kontrolnich oocytii odpovida situaci v ¢ase 60 minut. Masivni narist CDK1 kindzové
aktivity po 120 minutach zrani neni zpusoben zvySenou fosforylaci CDKI1, ale expresi
novych CDK1/cyklin B molekul vlivem zahéjeni proteosyntézy v oocytu.

U oocytu kultivovanych v pfitomnosti CHK1 inhibitoru byly v pozdéjsich fazich zrani
identifikovany mnohé abnormality a defekty v morfologii, svéd¢ici o negativnim vlivu
inhibice CHK1 na meiotické zrani. CHK1-inhibované oocyty vydéluji abnormalné velka
polova téliska (PB, z angl.polar body) a u né€kterych oocyti je dokonce patrné, Ze vydéleni
PB neprobéhlo asymetricky, jak ktomu dochdzi u kontrolnich oocytd, ale téméf
symetricky, takze to vypada, jakoby se oocyt “Stipnul* napil (Obr.11). Tento fenotyp
vypada velmi podobné jako aktivace oocytu, ke které dochazi po oplozeni, kdy je zahajeno
ryhovani vajicka. Z toho divodu bylo také ovéfeno, zda inhibitor SB21078 nema vliv na
CSF (cytostaticky faktor), ktery reguluje aktivaci vajicka. Tato hypotéza se vSak
nepotvrdila, nebot’ oocyty se dale neryhovaly, naopak takto symetricky rozdélené oocyty

v kultivaci umiraly (data neukazana).

Obrazek 11: Defekty v morfologii oocytli osetfenych inhibitorem SB218078. a) Reprezentativni vzorky
kontrolnich oocytd s normalni morfologii. b) Reprezentativni vzorky inhibovanych oocyti s defektnim
vydélenim PB. Snimky v prvnim a druhém sloupci foceny ve viditelném svétle, snimky ve tfetim sloupci
zobrazuji oocyty po imunocytochemickém znadeni acetylovaného a-tubulinu (Eervené), zviditeliiujici délici
vieténko, a DNA (modfe).
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Podrobnym sledovanim prib&éhu meotického zrani vyslo najevo, Ze kontrolni i CHK1-
inhibované oocyty maji podobnou dynamiku vydé€lovani poélovych télisek (ob€ skupiny
vydéluji srovnatelné poéty PB v Case), avSak témét kazdy CHK1-inhibovany oocyt, ktery
vydélil PB, byl defektni (tzn. vydélilo se bud’ abnormélné velké PB nebo se oocyt rozdélil
symetricky)(Obr.12). Navic po osmnacti hodinach kultivace vyd¢li polové télisko (defektni
nebo normalni) asi 82% CHKI1-inhibovanych oocytd, coZ je o 20% vice neZ se prumérné
objevi v kontrolni skupin€ oocyti. Tento jev je zpusoben pravdépodobné naruSenim
nékterych kontrolnich bodl oocytu, ktery pak dojde az do MII faze, ackoliv za normalnich

okolnosti by byl ve svém zrani zastaven.
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Obrazek 12: Dynamika vydélovani polového téliska (PB). Procentualni zastoupeni oocytli s normalnim PB
(normalni MII) nebo se zvétsenym PB ¢i symetricky vydélenym PB (defektni MII) v kontrolni skuping (K) a
ve skupin€ oocyti osetfenych CHK1 inhibitorem (IN) stanoveny na zakladé pozorovani v intervalech 9, 11,
12, 15 a 18 hodin po zahajeni zrani. Mira variability ve skupinach je znazorména pomoci intervall
spolehlivosti (p<0.05).

Tato vné&jsi pozorovani samoziejmé odrazi déje, ke kterym dochazi, v dusledku
inhibice CHK1, uvnitt buriky. Z toho divodu bylo dalsi usili vénovano pozorovani stavu
cytoskeltu, predev§im v Case mezi metafazi I a metafazi II.

Struktura déliciho vieténka neni inhibici CHK1 vyrazné narusena, avsak rozdil mezi
kontrolnimi a CHK 1-inhibovanymi oocyty je v poloze dé€liciho vieténka (Obr.13).Ptiblizné
v MI-fazi (6.5 hod.), kdyZ jsou jiz vSechny chromozomy sefazeny v metafizni roviné
uprostied oocytu, zacina délici vieténko migrovat smérem ke kortexu (sit’" aktinovych
filament pod plasmatickou membranou oocytu). Tak tomu také je u kontrolnich oocyti,

které po sedmi hodinéach zrani maji jiz ze 70% namigrované délici vieténko u kortexu.
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Obrazek 13: Poloha déliciho vieténka a) v kontrolnich oocytech b) v oocytech osetfenych CHKI1
inhibitorem v &ase 10.5 hodiny po zahdjeni zrani. Cervend acetylovany o-tubulin znaéici mikrotubuly
déliciho vieténka, zelen& y-tubulin zna¢ici MTOC centra, modife DAPI znacici DNA. Plasmatickd membrana
oocytu zvyraznéna Zlutou linkou.

U 60% CHK1-inhibovanych oocytti v§ak délici vieténko zistava uprostted oocytu a
nemigruje ke kortexu jesté¢ v ¢ase 10.5 hodiny po zahajeni zrani. Az kolem 11.5 hodin
délici vreténko migrovalo i u vétSiny CHK1-inhibovanych oocytu, ty se jiz signifikantné
nelisi od kontroly (Obr.14).

Podle téchto vysledkli zpisobuje inhibice CHK1 zpomaleni nebo docasné zpozdéni
migrace vieténka, kterd by mohla byt diivodem symetrického déleni CHK1-inhibovanych
oocytl zobrazenych na obrazku 11. Pozice déliciho vieténka totiz uruje, kde se membrana
oocytu za¢ne zaskrcovat a vydélovat PB, neboli kde probéhne cytokineze. Jestlize vieténko
vlivem inhibice CHK1 zlstava nékde uprostied oocytu, ten se zaéne zaskrcovat nikoliv na
periferii, ale v polovin€. Vydéleni PB poté neni asymetrické ale symetrické. Jedna se tedy
o defektni cytokinezi.

Z téchto pozorovani vyplyva, ze CHK1 kinaza ma vliv na migraci déliciho vieténka a

pravdépodobné hraje roli v uréeni jeho spravné pozice v mysich oocytech.
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Obrazek 14: Migrace déliciho vieténka v €ase. Procentualni zastoupeni kontrolnich (K) a CHKI-
inhibovanych (IN) oocytli s migrovanym nebo nemigrovanym d&licim vieténkem v intervalech 7, 8.5, 10.5 a
11.5 hodin. Mira variability ve skupinach je znazorn&na pomoci intervall spolehlivosti. Jejich velky rozptyl
je dan malymi po¢ty oocytl v experimentu (p-hodnota v &ase 7 hod. byla v&tsi nez 0.05).

Za fyziologickych podminek dochazi v mysich oocytech vlivem migrace déliciho
vieténka k diferenciaci kortikdlni membrany (zmény kortexu a plasmatické membrany).
V misté, kde se chromozomy ptibliZi ke kortexu, se zvysi mnoZstvi aktinovych filament a
z povrchu plasmatické membrany vymizi mikroklky, které jinak pokryvaji téméf cely
povrch oocytu. Pokud inhibice CHK1 negativné pisobi na migraci déliciho vieténka, je
pravdépodobné, Ze ovlivni také diferenciaci kortikalni membrany.

Distribuce mikroklkli byla proto sledovana pomoci concanavalinu A. Tento peptid
ptibuzny lektinu se specificky vaze na zbytky glykoproteinli na povrchu mikroklku. Je tedy
navazan pouze tam, kde jsou mikroklky ptitomné. V kontrolnich oocytech po deviti
hodinach zrani se délici vieténko nachazi u kortexu a v blizkosti chromozomu je jasné
vidét diferenciace kortikalni membrany (Obr.15a). Mikroklky vymizi ptiblizné na ¢tvrting
povrchu oocytu, kde se nasledné bude vydélovat polové télisko. Ve stejném Case u vétsiny
oocyti oSetienych CHK1 inhibitorem stale nedoslo k migraci dé€liciho vieténka ke kortexu,
nachazi se zhruba uprostied oocytu. Kvuli tomu nejspiSe také nedoSlo k diferenciaci
kortikdlni membrany. Nicméné ¢ast CHKI-inhibovanych oocyti ma vieténko
namigrované, ale zde piekvapivé k diferenciaci také nedoslo (Obr.15b). Na celém povrchu
téchto oocytu zustavaji ptitomné mikroklky, nevymizi ani z blizkosti chromozomu.

Diferenciace kortikalni membrany pozorovana praimémé u 75% kontrolnich oocytu, ale
pouze u 7.5% CHKI1-inhibovanych oocytti. Zatim neni ziejmé, zda absence diferenciace je
zplisobena v dusledku zpozdéné migrace déliciho vieténka nebo v disledku inhibice

CHK(1 podilejici se na signalizaci indukujici diferenciaci kortikalni membrany oocytu.
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Obrazek 15: Diferenciace kortikalni membrany. a) Kontrolni a b) CHK 1-inhibované oocyty fixované po 9
hodinach zrani byly znaeny concanavalinem A (zeleng), protilatkou proti a-tubulinu (Cerveng) a DAPI
(modfe). V levém sloupci zobrazeny vybrané fezy oocytd, v pravém 3D-rekonstrukce oocytl ze vSech fezi.
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Mezi dal$i abnormality oocytli osetfenych inhibitorem CHK1 kinazy lze zatadit také
mislokalizace chromatinu, ke kterym dochazelo zejména mezi MI a MII fazi (data
nezobrazena). CHK1-inhibované oocyty vstupuji do anafaze, i kdyzZ jesté nejsou vSechny
chromozomy sefazené v metafazni rovin€. Nicméné i pies takto vzniklé chyby v segregaci
chromozom jsou tyto oocyty schopné dojit do MII faze. Z téchto pozorovani bylo
usouzeno, Ze oocyty kultivované v CHKI1 inhibitoru jsou nejspiSe schopné &aste¢né
prekonat spindle assembly checkpoint. Také u somatickych bunék je CHK1 nezbytna pro
korektni funkci SAC (Zachos et al 2007).

Pro ovéfeni této hypotézy byl u oocyti uméle aktivovan SAC piidanim nocodazolu
nebo taxolu do kultivaéniho média po péti hodinach zrani. Tyto latky naruSuji strukturu
déliciho vieténka, bez kterého nemuze dojit ke korektni segregaci chromozom, takze
normalni oocyty aktivuji SAC a zastavi meiotické zrani. Tak se také zachovaly oocyty
kultivované pouze v ptitomnosti nocodazolu i vétSina oocytu kultivovanych v pfitomnosti
taxolu, ackoliv zde se jiz objevilo par oocyti (4.5%), které dosly do MII faze. Tento jev
muize byt vysvétlen odlisnym u¢inkem nocodazolu a taxolu. Nocodazol plsobi uplnou
depolymeraci mikrotubull déliciho vieténka, zatimco taxol stabilizuje mikrotubuly, ¢imz
brani jejich pfirozenému dynamickému pohybu. Takovy dopad na cytoskelt oocytu je
pravdépodobné jemné;si nez ucinek nocodazolu.

Podle predpokladu hypotézy ptekonalo (doslo do MII faze) vyznamné procento (42%)
oocytl, kultivovanych v ptitomnosti CHK1 inhibitoru, SAC kontrolni bod aktivovany
taxolem (Obr.16).
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Obrazek 16: Inhibice CHK1 pifekona aktivovany SAC. Procentualni zastoupeni oocytl, kultivovanych
v riznych podminkach, které dosly do MII faze. Cytostatika nocodazol (NOC) a taxol (TAX) pouzity v
7.5uM koncentraci. Mira variability ve skupinach je znazornéna pomoci intervalt spolehlivosti (p<0.05).
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Zadny oocyt viak nepiekonal SAC aktivovany nocodazolem, coz podporuje tvrzeni o
odliSném uc¢inku obou drog. Nocodazol u¢inné zabrani dal$imu zrani u 100% oocytu,
ttebaze maji inhibovanou CHKI1 kinazu. Toto razantni zastaveni zrani vlivem nocodazolu
je v oocytu zjevné zajisténo signalnimi drahami, které efektivné funguji i bez ucasti CHK1.
Utinek taxolu viak o¢ividng neni tak akutni, aby aktivoval tyto signalni drahy. Jakoby
burika odpovidala na poskozeni do urcité miry jednim zpisobem (vliv taxolu — signalizace
zahrnujici CHK1) a na poskozeni nad tuto miru druhym zptisobem (vliv nocodazolu —
signalizace bez ucasti CHK1). Inhibice CHK1 pak v pfitomnosti taxolu umozni témeért
poloviné oocyti vstoupit do anafaze i s neptipojenymi chromozomy v disledku narusené
struktury déliciho vieténka.

CHKI tedy v mysich oocytech hraje roli také v SAC. Zatim vSak neni znamo, zda se
podobné jako u somatickych bunék také lokalizuje na kinetochory, a zda i v oocytech

ptimo fosforyluje Auroru-B.

Downregulace CHK1 pomoci RNAI

Pfi pouziti farmakologického inhibitoru vzdy vyvstava otazka o skutecné specifité
k inhibované latce. Je totiz mozné, Ze z n€kolika set riznych kinaz kédovanych savéim
genomem, inhibitor nezasahuje pouze jednu kindzu, ale i nékteré dalsi. Proto je vhodné
ovéfit inhibici CHKI1 a ji zplisobené fenotypy jesté jinou nezavislou metodou. Na zakladé
poznatku o naristu CHK1 proteinu, ktery je zavisly na pfitomnosti Chkl mRNA, se jevi
jako nejvhodné;jsi metoda RNA interference (RNAI). Specifickd dsRNA, mikroinjekovana
do oocytl, vyvola pokles hladiny Chkl mRNA a tim znemozni expresi dalSiho CHKI1
proteinu.

In vitro ptipravena dsRNA (606bp) byla mikroinjekovana v koncentraci 250ng/uL do
oocytli v GV-stadiu za pfitomnosti IBMX pro inhibici zrani. Kontrolni oocyty byly
mikroinjekovany GFP (green fluorescent protein). Poté byly oocyty ponechany 24 hodin
v kultivaci (stdle s IBMX), aby mohlo dojit k efektivni downregulaci Chkl mRNA.
Ucinnost fungovani RNAi (deplece Chkl mRNA) byla verifikovana pomoci real-time
gPCR kvantifikace Chkl mRNA (data neukazana). Po 24 hodinach bylo odmyto IBMX a
tim umoZnéno meiotické zrani. Prvnim fenotypem inhibice CHK1 bylo zpozdéni GVBD,
které v§ak v tomto experimentu nebylo mozno sledovat, protoze mikroinjekované oocyty

maji nesynchronizované zrani a kazdy z nich dosahne GVBD v rizném case.
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Dynamika vydé€lovani polového téliska byla pozorovéana jak u CHK1-depletovanych,
tak u GFP-mikroinjekovanych oocytd. Na rozdil od inhibice CHK1 ale nebyly pozorovany
odli$nosti v poétu vydélenych PB mezi témito oocyty. Symetricky rozdélené oocyty sice
byly ve skupin¢ CHK1-depletovanych oocytii zaznamenany, nicméné se objevily také u
GFP-mikroinjekovanych oocytii a dokonce i v kontrolni skupiné¢ nemikroinjekovanych
oocytl. Evidentné tedy nelze tento fenotyp pfipisovat vlivu deplece CHK1. Spise byl
zpusoben 24 hodinovym pobytem vIBMX, které ma po tak dlouhé kultivaci
pravdépodobné toxicky uc¢inek. Piispét k tomu mize také vliv mikroinjekce, ktera sama o
sobé€ neni pro oocyty “pfijemna“.

Pozoruhodné je, Ze ani na migraci déliciho vieténka a diferenciaci kortikalni membrany
nemeéla deplece CHK1 pomoci RNAi vyznamny vliv. Mezi CHK1-depletovanymi a GFP-
mikroinjekovanymi oocyty nebyly z hlediska téchto dvou dé€ju ztetelné rozdily, respektive
ani u GFP-mikronjekovanych oocyti nebyla vidét presvéd¢iva migrace a diferenciace.

Stejné tak spindle assembly checkpoint indukovany taxolem nebyl u CHKI-
depletovanych oocytii prekonan, Zadny z nich nedosahl MII faze.

Efekt downregulace CHK1 v oocytech se projevil hlavné na délicim vieténku (Obr.17).

') . .

b) . .
Obrazek 17: Efekt downregulace CHK 1v mysich oocytech. Délici vieténka a)GFP-mikroinjekovanych a b)
CHK 1-depletovanych oocytii po 7 hodinach zrani. Cerveng zna¢eny a-tubulin, modie DNA.
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Zatimco GFP-mikroinjekované oocyty mély délici vieténka normalni (Obr.17a),
struktura, a tim i funkce dé¢liciho vieténka u CHK1-depletovanych oocytii byla vyrazné
naruSena. Sefazeni chromozoml v metafazi rovin€ selhalo nebo prob&hlo jen castecné,
oc¢ividné byly problémy s napojenim mikrotubull na kinetochory chromozomt, v disledku
¢ehoz také doslo k chybné segregaci (Obr.17b). Tyto abnormality se objevily az u 50%
oocytll s downregulovanou CHK1. Nektera délici vieténka téchto oocytli navic méla
tendenci k multipolarité.

Tyto vysledky ukazuji, Ze fenotypy inhibice a deplece CHK1 v mysich oocytech jsou
velmi rozdilné. Pti¢inou je nejspise odlisny zplisob uc¢inku obou metod, ktery bude probran

v kapitole Diskuze.

Over-exprese CHK 1

CHKI je v oocytech piitomna jiZ v GV-stadiu a hraje urcitou roli pfi znovuzahajeni
meiozy. Proto je velmi pravdépodobné, Zze n€kolikanasobny nartist CHK 1 proteinu nad jeji
fyziologickou hladinu ovlivni zahajeni zrani. K tomuto ucelu byla zvolena metoda over-
exprese CHK1 mRNA.

Oocyty v GV-stadiu byly mikroinjekovany GFP-CHK1 mRNA (koncentrace 150ng/
pul) a nasledné 90 minut kultivovany v piitomnosti IBMX za ucelem poskytnuti ¢asu na
expresi CHK1 proteinu. Ve chvili, kdy byl GFP-signal jiz detekovatelny (doslo k expresi
CHK1 proteinu) byly oocyty pieneseny do média bez IBMX a déle kultivovany po dobu
18 hodin.

Pii pozorovani bylo zjisténo, Ze 100% oocyti, které byly efektivné mikroinjekovany
(vykazovaly pozitivni GFP-signal), zistalo i po osmnacti hodindch zrani v GV-stadiu.
Jadernd membrana zustala intaktni a CHK1 lokalizovala pfedev§im do jadra, nicméné
ur¢ité malé mnozstvi proteinu lokalizuje také v cytoplasmé (Obr.18).

Over-exprese CHK1 tedy v mysich oocytech zplsobuje GV-blok, ktery je, zda se,
permanentni. Tato zjisténi svéd¢i o tom, jak duilezité je udrZeni spravné hladiny CHKI1
kindzy pro meiotické zrani. Na molekularni urovni zatim neni jasné, jak CHK1 v oocytech
funguje, které molekuly reguluje, a kterymi je sama regulovana. Podle dosazenych
vysledkl a recentnich dat vSak lze usuzovat na vztah mezi CHK1 a CDC25A fosfatazou,

ktery bude diskutovan v nasledujici kapitole.
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Obrazek 18: Lokalizace CHK1 v Zivych oocytech po mikroinjekci GFP-Chkl mRNA. V prvni fad¢ snimky
oocytt ve viditelném svétle, ve druhé fadé fluorescenéni snimky GFP-CHK1 signalu.
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DISKUZE

Stale vice praci v soutasné dobé potvrzuje, Ze checkpoint kinaza 1 je velmi aktualni a
intenzivné studovanou komponentou bunééného cyklu. Mnoho usili bylo vénovano jeji
funkci v odpovédi buriky na genotoxicky stres, kde hraje kli¢ovou roli v aktivaci
kontrolniho bodu, nebot' se ptfedpoklada, Ze jeji inhibici mohou byt nadorové buiky
uéinény citlivéj§imi k terapii vyuzivajici DNA-poskozujici latky. Absence kontrolniho
bodu a DNA-opravnych mechanizml piedurCuje i nadorové burky k apoptéze nebo
senescenci.

Rostouci pocet praci vSak ukazuje také vyznamnou funkci CHKI1 v neovlivnéném
bunééném cyklu. Tato kindza je nezbytna jiz pro savéi embryonalni vyvoj (Liu et al 2000),
a tim padem pfedstavuje nenahraditelnou souéast mechanizmu fidiciho buné¢nou
proliferaci. V somatickych burikach je CHK1 exprimovana stabiln¢ v pribé¢hu S a G, —
faze (Kaneko et al 1999). Jeji fosforylace na Ser317 a Ser345 ATM/ATR kindzami byla
popsana piedevs§im v souvislosti s poSkozenim DNA (Capasso et al 2002, Zhao & Piwnica-
Worms 2001).

Tato prace piinasi prvni doklady o funkci CHK1 v meiotickém zrani u savci. V mySich
oocytech postupné vzrusta exprese CHK1 proteinu v pribéhu zrani, k masivni fosforylaci
v8ak dochazi az vMI a MII fazi. Toto chovani CHKI1 se zasadné li§i od situace
v mitotickych burikach, kde je jeji exprese stabilni a k fosforylaci nedochazi. Mitotické
funkce CHK1 nejsou asociovany s fosforylaéni aktivaci, kindzova aktivita je vSak
nezbytna. Muze byt zajisténa napiiklad lokalizaci. V praci Kramera et al (2004b) bylo
popséano, Ze CHK1 targetovana na centrosom je aktivni, mimo n¢j vSak nikoliv. Samotna
vazba CHK1 na centrosom tedy miiZe zptisobit zménu konformace nutnou k aktivaci, ktera
je jinak zprostiedkovana fosforylaci.

CHKI1 inhibitor SB218078 je na somatickych buitkach pouzZivan zejména ke studiu
G2/M — kontrolniho bodu zpiisobeného napiiklad ionizujicim zafenim nebo inhibitory
topoizomeraz (Jackson et al 2000). Buiiky po oSetieni timto inhibitorem neaktivuji Go/M —
kontrolni bod a vstupuji do mitdézy s poskozenou DNA. Pouzitim tohoto inhibitoru na
oocytech, kde znovuzahajeni meidzy piedstavuje obdobu G/M — prechodu somatickych
bun¢k, by se dalo o¢ekavat naptiklad ptekonani IBMX-bloku a spontani zahdjeni zrani.
Nicméné CHKI1 inhibitor v mysich oocytech fungoval pravé opa¢né — jeho uc¢inkem doslo

ke zpozdéni GVBD. Ukézalo se, Ze inhibitor ptisobi docasné snizeni CDK1 kinazové
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aktivity, ¢imz vzniklo podezieni o jeho mozném nespecifickém vlivu na CDK1. Nékteré
prace skutecné indikuji, Ze k interakci mezi CDK1 a CHKI1 kindzami mlzZe dochézet.
Lithiem-indukovand inhibi¢ni fosforylace CDKI1 na Tyrl5 spolu s aktivaci Go/M —
kontrolniho bodu byla v populaci nadorovych bunék narusena pravé inhibitorem
SB218078 (Wang et al 2008). V mitotickych burikdch je CHKI1 dokonce ptimo
fosforylovana CDK1 kinazou na Ser286 a Ser301, vyznam této interakce vSak neni
doposud vysvétlen. Je mozné, Ze CDKI1 timto zpusobem ovliviiuyje CHK1 kinazovou
aktivitu nebo jeji lokalizaci (Shiromizu et al 2006).

CDK1 aktivita v§ak v oocytech nartsta v prub&hu zrani dvakrat, na po¢atku prvniho i
druhého meiotického déleni. Vysledky této prace sice ukazuji, ze CHK1 inhibitor ma vliv
na CDKI1 aktivitu na poc¢atku prvniho meiotického déleni, avSak Zadné zpozdéni nebylo
pozorovano pii nastupu druhého meiotického déleni. Kdyby inhibitor inhiboval také
CDK1, oocyty by byly ovlivnény i v metafazi II.

Vztah mezi CHK1 a CDKI1 by ale mohl existovat i prostiednictvim cyklinu B.
V CHK1 -/- DT40 bunkach korelovala snizena CDKI1 aktivita se sniZenim hladiny
celkového i fosforylovaného cyklinu B (Zachos et al 2007). Nadorové buriky, exprimujici
vysokou hladinu cyklinu B, jsou senzitivni k inhibici CHK1 indukované inhibitorem,
pfiCemz mira senzitivity koreluje s mirou poklesu cyklinu B (Xiao et al 2008).

Z téchto poznatkl vyplyva, Ze checkpoint kinaza 1 se velmi pravdépodobné podili na
znovuzahdjeni zrani mysich oocytt, ackoliv k uplnému objasnéni této jeji funkce bude
zapotiebi jesteé dalsiho usili.

Vlivem inhibice CHK1 byla v pribéhu zrani pozorovana defektni cytokineze, kdy
misto asymetrického vydéleni polového téliska doslo k symetrickému rozdéleni oocytu
v disledku zablokované ¢i zpoZzdéné migraci déliciho vieténka. Piesné tento jev byl také
popsan jako efekt deplece forminu-2 (fmn2), proteinu odpovédného za nukleaci
aktinovych filament (Dumont et al 2007). Z vysledkt této prace vyplynulo, Ze migrace
déliciho vieténka v mysich oocytech je zavisla na aktinu, protoze u fmn2-/- oocytii vieténo
nemigruje, ale zlstava lokalizovano uprostied oocytu. Zapojeni aktinovych filament v
migraci déliciho vieténka miZe vysvétlovat absenci astralnich mikrotubulti v savéich
oocytech, pomoci nichZz je v somatickych burikach zajisténa interakce mezi bunéénym
kortexem a délicim vieténkem, ktera umoziiuje migraci vieténka.

JestliZe je inhibici CHK1 dosazZeno stejného fenotypu jako depleci forminu-2, je mozné
spekulovat 0 mozné roli CHKI1 v regulaci dynamiky cytoskeletu, pfedev§im aktinovych

filament.
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Zablokovana migrace déliciho vieténka byla pozorovana také jako dusledek knock-
outu genu mos v mysich oocytech (Verlhac et al 2000). Vieténko mos-/- oocytli viibec
nemigruje, zustava lokalizovano v centru oocytu, kde doslo k jeho formaci. K vydéleni
pdlového teliska vsak u n€kterych oocytd dojde, a to tak, ze jeden pdl déliciho vieténka
spolu s jednou sadou chromozom? se enormé prodlouzi, az se dostane do blizkosti kortexu,
kde je nasledné indukovana kortikalni diferenciace. Pélova téliska jsou vSak abnormalné
velka, protoze v dusledku setrvani jednoho poélu vieténka uprostied oocytu, dojde
k zaskrceni plasmatické membrany a zahajeni cytokineze blize stiedu oocytu.

Mos-MAPK signalni draha tedy také hraje nezanedbatelnou roli v uréeni pozice
déliciho vieténka v mySich oocytech. Je mozné, ze CHKI1 je v této signalizaci rovnéz
zapojena, nebot’ jeji inhibice vyvolava podobny fenotyp, nicméné piimé doklady o tom
prozatim chybi.

Spindle assembly checkpoint monitoruje béhem prometafize a metafize defekty
vzniklé nepfipojenim mikrotubull na kinetochory chromozomi. CHKI1 je v ptac¢ich DT40
buiikach nezbytna pro funkci SAC (Zachos et al 2007). V piitomnosti taxolu nebyly
CHK1-deficientni buriky schopné aktivovat spindle assembly checkpoint. Paradoxné
deplece CHK1 v lidskych HeLa bunkach vyvolala naopak aktivaci SAC, coz by
znamenalo, Zze CHK1 je spiSe negativnim regulatorem tohoto kontrolniho bodu (Tang et al
2006).

Tato prace ukazuje, Ze CHK1 je v mysich oocytech zapojena v aktivaci SAC, protoze
po inhibici CHK1 dojde v pfitomnosti taxolu k naruseni SAC u vice nez 40% oocyti.
Nékteré oocyty po oSetieni CHK1 inhibitorem vstupovaly do anafaze, i kdyZ chromozomy
jesté nebyly sefazeny v metafazni roviné. U mysi byl popsan zajimavy jev, kdy oocyty
obsahujici univalentni chromozomy vubec neaktivovaly SAC, piestoZze v mitéze staci
k aktivaci SAC jediny nepfipojeny chromozom. Ukazalo se, Ze univalentni chromozomy
jsou schopny vytvofit bipolarni spojeni s mikrotubuly a “uspokojit“ tak naroky SAC
kontrolniho bodu (Kouznetsova et al 2007).

Otazkou zustava zda chybné sefazeni chromozomi v metafazi 1 v disledku inhibice
CHKI1 vede k piekonaji SAC podobnym zpuisobem nebo zda je SAC prekonan na zakladé
nedostate¢né aktivace Aurory-B a MAD a BUB proteini. V kaZzdém piipadé je ucast
CHK1 vregulaci SAC kontrolniho bodu zcela novym poznatkem, ktery potvrzuje

vyznamnou roli CHK1 v neovlivnéném bunééném cyklu.
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Pro studium funkce CHK1 v mysich oocytech a pro ovéteni fenotypti pozorovanych po
farmakologické inhibici CHK1, byla pouzita také metoda RNA interference, ktera je velmi
¢asto pouzivanou metodou ke studiu funkce genti.

Deplece CHK1 v somatickych DT40 burnikach se projevuje vyraznymi defekty
v segregaci chromozomu (objevuji se “zatoulané“ chromozomy) zplisobené nepiipojenim
kinetochor na mikrotubuly (Zachos et al 2007). U téchto bun€k navic po vstupu do mitdzy
nasleduje defektni cytokineze. V HeLa burikach vede deplece CHK1 dokonce k zastaveni
bunééného cyklu (Tang et al 2006).

Podobné¢ CHK 1-depletované mysi oocyty maji také problémy s napojenim mikrotubuld
na kinetochory a pii sefazeni chromozomu v metafazi roviné. Navic je zfejmé narusena i
struktura déliciho vieténka, jak je vidét na obrazku 17. Defektni cytokineze byla u téchto
oocyti také pozorovana, nicméné objevila se také u nékterych kontrolnich, GFP-
mikroinjekovanych oocytd, a proto byl tento jev pfisuzovan spisSe dlouhodobému pobytu
v IBMX.

Nicméné ocekavalo se, ze pomoci RNAi bude mozné zopakovat fenotypy, které byly
pozorovany po inhibici CHKI1 inhibitorem SB218078. Tyto piedpoklady se vSak
nepotvrdily. Zablokovani migrace déliciho vieténka a diferenciace kortikalni membrany se
nepodafilo pomoci RNAi prokazat. K piekonani SAC kontrolniho bodu indukovaného
taxolem po depleci CHK1 rovnéz nedoslo. Divodem rozdilnosti fenotypld pozorovanych
po inhibici a depleci CHK1 mizZe byt odlisny zpisob ufinku obou metod. Inhibitor
SB218078 brani aktivit¢ CHK1 kinazy vazbou do ATP-vazebného mista, a tim pisobi
pokles aktivity. Navic je mozZné, Ze inhibitor neni stoprocentné specificky pouze pro CHK1
a inhibuje nebo jinak ovliviiuje jesté jiné proteiny, coz ma ve vysledku vétsi dopad na
pribéh zrani oocytu a zptisobuje viditelng€jsi defekty. Naproti tomu RNA interference
cilené zasahuje pouze dany protein, v tomto piipadé CHK1, protoze dsRNA pusobici jeji
degradaci byla navrZena piimo podle jeji sekvence a s vylouCenim off-target efekti. V
disledku vyhradné specifické absence CHK1 pak mize byt “jemnéj$i* dopad na zrani
oocytu a zpusobené defekty.

Je také nutno podotknout, Ze u¢inkem inhibitoru je sniZena aktivita CHKI1 kinazy,
nicméné protein fyzicky zistava “na misté ¢inu“, zatimco uéinkem RNAi dochazi k uplné
degradaci proteinu a tim také k eliminaci z mista jeho pisobeni. Tento fakt nemusi byt ve

skute¢nosti vyznamny, ale zatim jej nelze vyloucit.
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Jakym zpisobem funguje CHK1 na molekuldrni urovni muze byt objasnéno ve
spojitosti s funkci CDC25A v mysich oocytech, ktera byla velmi recentné popséana (Solc et
al 2008). Tato fosfatdza ma vyznamny podil v regulaci znovuzahajeni meiézy a v MI — MII
pfechodu. CDC25A je exprimovana nejvice v GV-stadiu, v prubéhu zrani jeji exprese,
respektive mnozstvi detekovaného proteinu, klesd. Toto chovani se shoduje s chovanim
CHK1 kinézy, uvédomime-li si, Ze CDC25A patii mezi jeji hlavni substraty. Nizkéa hladina
CHKI1 proteinu v GV-stadiu odpovidd vysoké hladiné CDC25A proteinu. Po
znovuzahajeni meidzy exprese CHK1 stoupa, coZ koreluje s poklesem CDC25A proteinu,
ktery je nejspiSe degradovan pravé CHK1 kinazou.

O blizkém vztahu téchto dvou molekul svéd¢i také fenotypy pozorované v disledku
deregulace CDC25A a CHKI1. Deplece CHK1 vede k naruseni struktury déliciho vieténka,
defektim pii sefazeni chromozoml v metafazi roviné a problémim pii napojeni
mikrotubul na kinetochory chromozomi, jak bylo popsano v této praci. Podobné over-
exprese CDC25A vede kdefektim pii formaci déliciho vieténka a pfi sefazeni
chromozomi, navic dochazi k zastaveni zrani v MI fazi. Je tedy ziejmé, ze pokud down-
regulace CHK1 pisobi stejny efekt jako up-regulace CDC25A, existuje mezi témito
molekulami pravdépodobné stejny vztah jako v mitotickych burikach, kde CHKI1 je
negativnim regulatorem CDC25A aktivity.

Dal§im dikazem o interakci CHKI1-CDC25A v mySsich oocytech je GV-blok
zplisobeny over-expresi CHK1. Jestlize CDC25A ma v oocytech stejny aktivacni vliv na
CDK1 jako v mitdze, jeji masivni degradace pfed znovuzahajenim meidzy zplisobena up-
regulaci CHK1 je redlnym diivodem, pro¢ u oocytii nedojde ani k GVBD. Navic lokalizace
CDC25A 1 CHKI1 v GV-stadiu je vyhradné jadernd. CHK1 by se tedy mohla podilet na
meiotickém zrani udrzovanim hladiny CDC25A, ktera musi byt na pocatku vysoka a poté
poklesnout v pribéhu zrani.

Moznou ulohu CHKI1 kindzy v meiotickém zrani mysich oocytd lze na zdkladé
vysledkd této prace shrnout v nasledujicim schématu (Obr.19). V GV-stddiu malé
mnozstvi pfitomné CHK1 kindzy udrzuje aktivitu CDC25A fosfatazy, ktera je nezbytna
pro aktivaci CDK1 a znovuzahdjeni meidzy. Pravdépodobné CHK1 také reguluje CDC25B
fosfatazu, ktera je nejspise odpovédna za inicialni aktivaci CDK1 a je aktivovana Aurorou-
A, také pritomnou v GV-stadiu mysich oocytd. V MI fazi CHKI1 =zajiStuje spravné
naCasovani vstupu do anafaze fosforylaci Aurory-B az ve chvili, kdy jsou vSechny
chromozomy piipojeny na kinetochory d¢€liciho vieténka. Aktivni Aurora-B poté

fosforyluje Mad2 a BubR1 proteiny, ¢imzZ je umozZnén vstup do anafaze.
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Obrazek 19: Schéma mozné signalizace CHK 1 v priib&hu meiotického zrani mysich oocytu.

Interakce uvedené v tomto modelu vsak z velké Casti nebyly dosud experimentalné
prokdzany, nicmén€ jsou zaloZeny na piedbéZnych vysledcich, které tomuto stavu
napovidaji. Presnéjsi pohled na funkci CHK1 zajisté pfinese nezbytny knock-out tohoto
genu v mysich oocytech, ktery definitivné potvrdi nebo vyvrati vysledky prezentované

v této diplomové praci.
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ZAVER

Tato diplomové prace pfindsi prvni poznatky o funkci checkpoint kindzy 1 (CHKI1)
v meiotickém zrani mySich oocyti. Dosazené vysledky mohou byt shrnuty v téchto

nasledujicich bodech:

. exprese CHK1 na urovni proteinu v prub&hu zrani nartsta, k jeho fosforylaci

dochézi predev§im v MI a MII fazi

. chemicka inhibice CHK1 pomoci inhibitoru SB218078 zpusobuje zpozdéni
GVBD a docasné¢ snizuje aktivitu CDK1 kinazy

. migrace déliciho vieténka a diferenciace kortikalni membrany je inhibici CHK1

naru$ena, v duisledku toho dochazi k defektni cytokinezi

. spindle assembly checkpoint indukovany taxolem je po inhibici CHKI
prekonan
. deplece CHK1 pomoci RNA interference nepisobi stejné jako chemicka

inhibice, ale vede k chybam v sefazeni chromozom a jejich segregaci

. over-exprese CHK1 zplsobuje zablokovani zrani v GV-stadiu, CHKI1 se

lokalizuje piedevsim v jadie

Uloha CHK1 b&hem zrani mysich oocytd je tedy pomém& komplexni. Vytyéeny cil
prace charakterizovat funkci CHK1 v meiotickém zrani byl uspésné splnén. Data ziskana

v této pilotni studii budou pouzita pro publikaci v Developmental biology.
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3°-UTR
5-UTR
AKAP450
APC/C

ATM

ATR

ATRIP
BRCAI

BUB
BUBRI1
BSA
B-TrcP
c-AMP
c-MYC
c-NAPI
CDC6
CDC25

CDK
CDRI1
CDR2
CEP3891
CHK1

CHK2

SEZNAM ZKRATEK

protein, vazajici se na konsensus sekvenci RSXSXP, kde S znadi
fosforylovany serin a X libovolnou aminokyselinu

heterotrimericky komplex sestavajici z proteini RAD1, RAD9, HUS1; vaze
se na DNA v misté poskozeni

3" untranslated region, neptekladany konec mRNA
5" untranslated region, neptekladany konec mRNA
A-kinase anchore protein 450

anaphase-promoting comlex/cyclosome, E3-ubiquitinligdza katalyzujici
polyubiquitinaci proteinti ur¢enych k degradaci

ataxia-telangiectasia mutated, proximalni kinaza aktivovana poskozenim
DNA (vznikem DNA dvojietézcovych zlomt (DSB))

ataxia-telangiectasia and RAD3 related, proximalni kindza aktivovana
poskozenim DNA za ptispéni ATM

ATR-interacting protein, protein, ktery se podili na aktivaci ATR

breast cancer susceptibility gene , mediator signalu pfi aktivaci kontrolniho
bodu po poskozeni DNA

budding uninhibited by benzimidazoles, kinaza ucastnici se SAC

protein U¢astnici se SAC

bovine serum albumine

F-box protein, nutny k degradaci CDC25A, sou¢ast SCF-ubiquitin ligazy
cyklicky adenosin monofosfat tvofeny adenylat cyklazou

transkrip¢ni faktor exprimovany na konci G| — faze

nucleosome assembly protein

cell division cycle 6, protein nezbytny pro utvoteni replika¢nich pocatkt

cell division cycle 25, rodina dualné specifickych fosfatdaz schopnych
defosforylovat T14 a Y15 na CDK1/2

cyclin dependent kinase, cyklin dependentni kindza
kvasinkova kinéza inaktivujici WEEI

kvasinkova kinéza inaktivujici WEEI
farmakologicky inhibitor CHK1

checkpoint kinase 1, efektorova knaza ATM/ATM signalni drahy, krome
funkce v odpovédi buriky na poskozeni DNA hraje roli také v neovlivnéném
bunécném cyklu

checkpoint kinase 2, efektorova kinaza ATM/ATR signalni drahy, podili se
na zastaveni buné¢ného cyklu a apoptozy
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CLS

CRB2
CSF

DAPI
DIS2
dsRNA
E2F
F-box
FITC
GFP
GSK-3

GVBD

H2AX
HRP
HUS1
IBMX
INCENP
LH
MAD
MAD?2
MAPK
MAPs
MDC1

MOS
MPF
MREI11
MRN
MTOC
MYTI1
NBS1
NGS

cytoplasmic localisation signal, sekvence v proteinu odpovédna za export
proteinu z jadra

protein s podobnou funkci jako 14-3-3 protein

cytostatic factor, cytostaticky faktor udrzujici oocyty v metafazi I do
oplozeni, udrZuje vysokou aktivitu CDK1

4',6-diamidino-2-phenylindole

kvasinkova protein fosfataza typu 1 defosforylujici CHK1

double stranded RNA

transkripéni faktor exprimovany na konci G| — faze,aktivuje geny pro S-fazi
F-box proteiny uréuji substratovou specifitu SCF1 komplexu

Sfluorescein isothiocyanate

green fluorescent protein

glycogen synthase kinase 3, kinaza glykogen syntazy, ktera kromé
metabolické funkce plni také dulezZitou roli v regulaci cyklinu D a Aurory-A

germinal vesical breakdown, rozpad zarodeéného vacku (jaderné
membrany) indikujici znovuzahajeni meidzy

varianta histonu H2A fosforylovana pti poskozeni DNA

horseradish peroxidase, enzym pouzivany pii detekci proteint
homolog kvasinkového Husl genu, soucast 9-1-1 komplexu
3-isobutyl-1-methyl-xanthine, inhibitor PDE-3A

inner centromere protein, protein stimulujici aktivitu Aurory-B
luteiniza¢ni hormon, iniciuje znovuzahajeni meidzy a expanzi kumulu
mitotic arrest deficient, kinetochorovy protein

mitotic arrest deficient 2, kinetochorovy protein aktivovany Aurorou-B
mitogen-activated protein kinase, mitogeny aktivovana protein kinaza
microtubule associated proteins, proteiny interagujici s mikrotubuly

mediator of DNA damage checkpoint 1, protein Gastnici se $ifeni signalu
po poskozeni DNA

kindza aktivujici MAP-signalni drahu v oocytech

M-phase promoting factor, historické oznaceni pro CDK 1/cyklinB komplex
meiotic-recombination protein-11, sou¢ast MRN nukledzového komplexu
komplex proteini MRE11, RADS50, NBS1 rozpoznavajici poSkozeni DNA
microtubule organizing centre, organiza¢ni centrum mikrotubulil

kinéza, ktera inhibi¢n¢ fosforyluje CDK1 na Thr14 a Tyrl5
Nijmegen-breakage-syndrome-1, sou¢ast MRN nukleazového komplexu

normal goat serum
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NLS

p21
pS3
PACT

PAGE
PBS
PCNA
PDE-3A

PI3K
PKA
PKB
PLK1
PMSG

PVA
PVDF
gPCR
RADS50
RADI
RAD9
RPA
SAC
SB218078
SCF
SDS
siRNA
SMC1

TLK
T-TBS
TOPBP1

UCN-1
WEEI

nuclear localisation signal, sekvence v proteinu odpovédna za import
proteinu do jadra

ptirozeny inhibitor CDK
ptirozeny inhibitor CDK

pericentrin - AKAP 450 centrosomal targeting, doména AKAP450 proteinu
pericentriolarni matrix

polyacrylamide gel electrophoresis
phosphate buffer solution
proliferating cell nuclear antigen, protein Ucastnici se replikace DNA

fosfodiesteraza, Stepici cAMP na AMP, specificka pro oocyty, nezbytna pro
znovuzahdjeni meidzy u mysi

phosphatidylinositide-3-kinase, kinaza nutna pro aktivaci PKB
protein kinaza A, kinaza aktivovana vysokou hladinou cAMP
protein kinaza B, aktivovana PI3K kinazou a dal§imi molekulami
polo-like kinase 1, mitoticka kinéza

pregnant mare serum gonadotropin, sérovy gonadotropin z btezich klisen
pouzivany pro stimulaci ristu folikula

polyvinylalcohol

polyvinylidene difluoride, membrana optimalizovana pro western bloting
quantitative real time polymerase chain reaction

homolog kvasinkového Rad50 genu, sou¢ast MRN nukledzového komplexu
homolog kvasinkového Radl genu, soucast 9-1-1 komplexu

homolog kvasinkového Rad9 genu, soucast 9-1-1 komplexu

replication protein A, protein vazici se na ssDNA

spindle assembly checkpoint, kontrolni bod na pomezi metafaze a anafaze
farmakologicky inhibitor CHK1

E3-ubiquitin ligaza aktivni v G1 — fazi

sodium dodecyl sulphate

small interfering RNA

structural maintenance of chromosome, kohezinovy protein, jehoz
fosforylace zastavuje replikacni vidlici

tousled-like kinase, kindza zapojena v remodelaci chromatinu
tween/ tris-buffered salt solution

DNA topoisomerase Il-beta binding protein 1, adaptorovy protein ucastnici
se aktivace CHK 1

farmakologicky inhibitor CHK 1
kinaza, ktera inhibi¢né fosforyluje CDK1 na Thr14 a Tyr15

53



SEZNAM LITERATURY

Andersen CB, Sakaue H, Nedachi T, Kovacina KS, Clayberger C, et al. 2003. Protein kinase B/Akt
is essential for the insulin- but not progesterone-stimulated resumption of meiosis in
Xenopus oocytes. Biochem J 369: 227-38

Anger M, Stein P, Schultz RM. 2005. CDC6 requirement for spindle formation during maturation
of mouse oocytes. Biol Reprod 72: 188-94

Antoni L, Sodha N, Collins I, Garrett MD. 2007. CHK2 kinase: cancer susceptibility and cancer
therapy - two sides of the same coin? Nat Rev Cancer 7: 925-36

Baldin V, Theis-Febvre N, Benne C, Froment C, Cazales M, et al. 2003. PKB/Akt phosphorylates
the CDC25B phosphatase and regulates its intracellular localisation. Biol Cell 95: 547-54

Bansal P, Lazo JS. 2007. Induction of Cdc25B regulates cell cycle resumption after genotoxic
stress. Cancer Res 67: 3356-63

Bartek J, Lukas C, Lukas J. 2004. Checking on DNA damage in S phase. Nat Rev Mol Cell Biol 5:
792-804

Bartek J, Lukas J. 2001. Mammalian G1- and S-phase checkpoints in response to DNA damage.
Curr Opin Cell Biol 13: 738-47

Bartek J, Lukas J. 2003. Chk1 and Chk2 kinases in checkpoint control and cancer. Cancer Cell 3:
421-9

Bartek J, Lukas J. 2007. DNA damage checkpoints: from initiation to recovery or adaptation. Curr
Opin Cell Biol 19: 238-45

Bonnet J, Coopman P, Morris MC. 2008. Characterization of centrosomal localization and
dynamics of Cdc25C phosphatase in mitosis. Cell Cycle 7: 1991-8

Bourke E, Dodson H, Merdes A, Cuffe L, Zachos G, et al. 2007. DNA damage induces Chk1-
dependent centrosome amplification. EMBO Rep 8: 603-9

Boutros R, Ducommun B. 2008. Asymmetric localization of the CDC25B phosphatase to the
mother centrosome during interphase. Cell Cycle 7: 401-6

Brondello JM, Ducommun B, Fernandez A, Lamb NJ. 2007. Linking PCNA-dependent replication
and ATR by human Claspin. Biochem Biophys Res Commun 354: 1028-33

Calonge TM, O'Connell MJ. 2008. Turning off the G2 DNA damage checkpoint. DNA Repair
(Amst) 7: 136-40

Capasso H, Palermo C, Wan S, Rao H, John UP, et al. 2002. Phosphorylation activates Chk1 and is
required for checkpoint-mediated cell cycle arrest. J Cell Sci 115: 4555-64

Carrassa L, Sanchez Y, Erba E, Damia G. 2008. U2os Cells Lacking Chkl Undergo Aberrant
Mitosis and Fail to Activate the Spindle Checkpoint. J Cell Mol Med

Cazales M, Schmitt E, Montembault E, Dozier C, Prigent C, Ducommun B. 2005. CDC25B

phosphorylation by Aurora-A occurs at the G2/M transition and is inhibited by DNA
damage. Cell Cycle 4: 1233-8

54



Deckbar D, Birraux J, Krempler A, Tchouandong L, Beucher A, et al. 2007. Chromosome
breakage after G2 checkpoint release. J Cell Biol 176: 749-55

den Elzen N, Kosoy A, Christopoulos H, O'Connell MJ. 2004. Resisting arrest: recovery from
checkpoint arrest through dephosphorylation of Chk1 by PP1. Cell Cycle 3: 529-33

den Elzen NR, O'Connell MJ. 2004. Recovery from DNA damage checkpoint arrest by PP1-
mediated inhibition of Chkl. EMBO J 23: 908-18

Donzelli M, Draetta GF. 2003. Regulating mammalian checkpoints through Cdc25 inactivation.
EMBO Rep 4: 671-7

Doxsey S, McCollum D, Theurkauf W. 2005a. Centrosomes in cellular regulation. Annu Rev Cell
Dev Biol 21: 411-34

Doxsey S, Zimmerman W, Mikule K. 2005b. Centrosome control of the cell cycle. Trends Cell
Biol 15: 303-11

Dumont J, Million K, Sunderland K, Rassinier P, Lim H, et al. 2007. Formin-2 is required for
spindle migration and for the late steps of cytokinesis in mouse oocytes. Dev Biol 301:
254-65

Dutertre S, Cazales M, Quaranta M, Froment C, Trabut V, et al. 2004. Phosphorylation of CDC25B
by Aurora-A at the centrosome contributes to the G2-M transition. J Cell Sci 117: 2523-31

Enders GH. 2008. Expanded roles for chkl in genome maintenance. J Biol Chem 283: 17749-52

Chen MS, Hurov J, White LS, Woodford-Thomas T, Piwnica-Worms H. 2001. Absence of
apparent phenotype in mice lacking Cdc25C protein phosphatase. Mol Cell Biol 21: 3853-
61

Chen MS, Ryan CE, Piwnica-Worms H. 2003. Chkl kinase negatively regulates mitotic function of
Cdc25A phosphatase through 14-3-3 binding. Mol Cell Biol 23: 7488-97

Chen P, Luo C, Deng Y, Ryan K, Register J, et al. 2000. The 1.7 A crystal structure of human cell
cycle checkpoint kinase Chk1: implications for Chkl1 regulation. Cel/ 100: 681-92

Chen Y, Poon RY. 2008. The multiple checkpoint functions of CHK1 and CHK?2 in maintenance of
genome stability. Front Biosci 13: 5016-29

Chen Y, Sanchez Y. 2004. Chk1 in the DNA damage response: conserved roles from yeasts to
mammals. DNA Repair (Amst) 3: 1025-32

Jackman M, Lindon C, Nigg EA, Pines J. 2003. Active cyclin B1-Cdkl first appears on
centrosomes in prophase. Nat Cell Biol 5: 143-8

Jackson JR, Gilmartin A, Imburgia C, Winkler JD, Marshall LA, Roshak A. 2000. An
indolocarbazole inhibitor of human checkpoint kinase (Chk1) abrogates cell cycle arrest
caused by DNA damage. Cancer Res 60: 566-72

Jazayeri A, Falck J, Lukas C, Bartek J, Smith GC, et al. 2006. ATM- and cell cycle-dependent
regulation of ATR in response to DNA double-strand breaks. Nat Cell Biol 8: 37-45

Kalous J, Solc P, Baran V, Kubelka M, Schultz RM, Motlik J. 2006. PKB/AKT is involved in
resumption of meiosis in mouse oocytes. Biol Cell 98: 111-23

55



Kaneko YS, Watanabe N, Morisaki H, Akita H, Fujimoto A, et al. 1999. Cell-cycle-dependent and
ATM-independent expression of human Chkl kinase. Oncogene 18: 3673-81

Kim EM, Burke DJ. 2008. DNA damage activates the SAC in an ATM/ATR-dependent manner,
independently of the kinetochore. PLoS Genet 4: €1000015

King FW, Skeen J, Hay N, Shtivelman E. 2004. Inhibition of Chkl by activated PKB/Akt. Cell
Cycle 3: 634-7

Kishimoto T. 2003. Cell-cycle control during meiotic maturation. Curr Opin Cell Biol 15: 654-63

Kouznetsova A, Lister L, Nordenskjold M, Herbert M, Hoog C. 2007. Bi-orientation of
achiasmatic chromosomes in meiosis I oocytes contributes to aneuploidy in mice. Nat
Genet 39: 966-8

Kramer A, Lukas J, Bartek J. 2004a. Checking out the centrosome. Cell Cycle 3: 1390-3

Kramer A, Mailand N, Lukas C, Syljuasen RG, Wilkinson CJ, et al. 2004b. Centrosome-associated
Chk1 prevents premature activation of cyclin-B-Cdk1 kinase. Nat Cell Biol 6: 884-91

Lam MH, Liu Q, Elledge SJ, Rosen JM. 2004. Chkl is haploinsufficient for multiple functions
critical to tumor suppression. Cancer Cell 6: 45-59

Lau E, Zhu C, Abraham RT, Jiang W. 2006. The functional role of Cdc6 in S-G2/M in mammalian
cells. EMBO Rep 7: 425-30

Lee J, Kumagai A, Dunphy WG. 2003. Claspin, a Chk1-regulatory protein, monitors DNA
replication on chromatin independently of RPA, ATR, and Rad17. Mol Cell 11: 329-40

Lincoln AJ, Wickramasinghe D, Stein P, Schultz RM, Palko ME, et al. 2002. Cdc25b phosphatase
is required for resumption of meiosis during oocyte maturation. Nat Genet 30: 446-9

Lindqvist A, Kallstrom H, Lundgren A, Barsoum E, Rosenthal CK. 2005. Cdc25B cooperates with
Cdc25A to induce mitosis but has a unique role in activating cyclin B1-Cdk1 at the
centrosome. J Cell Biol 171: 35-45

Lindqvist A, van Zon W, Karlsson Rosenthal C, Wolthuis RM. 2007. Cyclin B1-Cdk1 activation
continues after centrosome separation to control mitotic progression. PLoS Biol 5: €123

Liu Q, Guntuku S, Cui XS, Matsuoka S, Cortez D, et al. 2000. Chk1 is an essential kinase that is
regulated by Atr and required for the G(2)/M DNA damage checkpoint. Genes Dev 14:
1448-59

Liu S, Bekker-Jensen S, Mailand N, Lukas C, Bartek J, Lukas J. 2006. Claspin operates
downstream of TopBP1 to direct ATR signaling towards Chk1 activation. Mol Cell Biol
26: 6056-64

Loffler H, Bochtler T, Fritz B, Tews B, Ho AD, et al. 2007. DNA damage-induced accumulation of
centrosomal Chk1 contributes to its checkpoint function. Cell Cycle 6: 2541-8

Loffler H, Lukas J, Bartek J, Kramer A. 2006a. Structure meets function--centrosomes, genome
maintenance and the DNA damage response. Exp Cell Res 312: 2633-40

Loffler H, Rebacz B, Ho AD, Lukas J, Bartek J, Kramer A. 2006b. Chk1-dependent regulation of
Cdc25B functions to coordinate mitotic events. Cell Cycle 5: 2543-7

56



Lukas C, Falck J, Bartkova J, Bartek J, Lukas J. 2003. Distinct spatiotemporal dynamics of
mammalian checkpoint regulators induced by DNA damage. Nat Cell Biol 5: 255-60

Lukas C, Melander F, Stucki M, Falck J, Bekker-Jensen S, et al. 2004a. Mdc1 couples DNA
double-strand break recognition by Nbsl with its H2AX-dependent chromatin retention.
EMBO J 23: 2674-83

Lukas J, Lukas C, Bartek J. 2004b. Mammalian cell cycle checkpoints: signalling pathways and
their organization in space and time. DNA Repair (Amst) 3: 997-1007

Mailand N, Falck J, Lukas C, Syljuasen RG, Welcker M, et al. 2000. Rapid destruction of human
Cdc25A in response to DNA damage. Science 288: 1425-9

Mailand N, Podtelejnikov AV, Groth A, Mann M, Bartek J, Lukas J. 2002. Regulation of G(2)/M
events by Cdc25A through phosphorylation-dependent modulation of its stability. EMBO J
21:5911-20

Nakajo N, Oe T, Uto K, Sagata N. 1999. Involvement of Chk1 kinase in prophase I arrest of
Xenopus oocytes. Dev Biol 207: 432-44

Niault T, Hached K, Sotillo R, Sorger PK, Maro B, et al. 2007. Changing Mad?2 levels affects
chromosome segregation and spindle assembly checkpoint control in female mouse
meiosis I. PLoS ONE 2: el 165

Niida H, Katsuno Y, Banerjee B, Hande MP, Nakanishi M. 2007. Specific role of Chkl
phosphorylations in cell survival and checkpoint activation. Mo/ Cell Biol 27: 2572-81

Niida H, Nakanishi M. 2006. DNA damage checkpoints in mammals. Mutagenesis 21: 3-9

Oe T, Nakajo N, Katsuragi Y, Okazaki K, Sagata N. 2001. Cytoplasmic occurrence of the
Chk1/Cdc25 pathway and regulation of Chkl1 in Xenopus oocytes. Dev Biol 229: 250-61

Okita N, Kudo Y, Tanuma S. 2007. Checkpoint kinase 1 is cleaved in a caspase-dependent
pathway during genotoxic stress-induced apoptosis. Biol Pharm Bull 30: 359-62

Palermo C, Hope JC, Freyer GA, Rao H, Walworth NC. 2008. Importance of a C-terminal
conserved region of Chkl1 for checkpoint function. PLoS ONE 3: 1427

Peng CY, Graves PR, Thoma RS, Wu Z, Shaw AS, Piwnica-Worms H. 1997. Mitotic and G2
checkpoint control: regulation of 14-3-3 protein binding by phosphorylation of Cdc25C on
serine-216. Science 277: 1501-5

Peters JM. 2006. The anaphase promoting complex/cyclosome: a machine designed to destroy. Nat
Rev Mol Cell Biol 7: 644-56

Ray D, Terao Y, Fuhrken PG, Ma ZQ, DeMayo FJ, et al. 2007a. Deregulated CDC25A expression
promotes mammary tumorigenesis with genomic instability. Cancer Res 67: 984-91

Ray D, Terao Y, Nimbalkar D, Hirai H, Osmundson EC, et al. 2007b. Hemizygous disruption of
Cdc25A inhibits cellular transformation and mammary tumorigenesis in mice. Cancer Res
67: 6605-11

Reis A, Chang HY, Levasseur M, Jones KT. 2006. APCcdhl activity in mouse oocytes prevents
entry into the first meiotic division. Nat Cell Biol 8: 539-40

57



Reis A, Madgwick S, Chang HY, Nabti [, Levasseur M, Jones KT. 2007. Prometaphase APCcdhl
activity prevents non-disjunction in mammalian oocytes. Nat Cell Biol 9: 1192-8

Sanchez Y, Wong C, Thoma RS, Richman R, Wu Z, et al. 1997. Conservation of the Chk1
checkpoint pathway in mammals: linkage of DNA damage to Cdk regulation through
Cdc25. Science 277: 1497-501

Saskova A, Solc P, Baran V, Kubelka M, Schultz RM, Motlik J. 2008. Aurora kinase A controls
meiosis I progression in mouse oocytes. Cell Cycle 7

Scorah J, Dong MQ, Yates JR, 3rd, Scott M, Gillespie D, McGowan CH. 2008. A Conserved
Proliferating Cell Nuclear Antigen-interacting Protein Sequence in Chk1 Is Required for
Checkpoint Function. J Biol Chem 283: 17250-9

Shimada M, Nakanishi M. 2008. Checkpoints meet the transcription at a novel histone milestone
(H3-T11). Cell Cycle 7: 1555-9

Shiromizu T, Goto H, Tomono Y, Bartek J, Totsukawa G, et al. 2006. Regulation of mitotic
function of Chk1 through phosphorylation at novel sites by cyclin-dependent kinase 1
(Cdk1). Genes Cells 11: 477-85

Schmitt E, Boutros R, Froment C, Monsarrat B, Ducommun B, Dozier C. 2006. CHK 1
phosphorylates CDC25B during the cell cycle in the absence of DNA damage. J Cell Sci
119: 4269-75

Solc P, Saskova A, Baran V, Kubelka M, Schultz RM, Motlik J. 2008. CDC25A phosphatase
controls meiosis I progression in mouse oocytes. Dev Biol 317: 260-9

Sorensen CS, Syljuasen RG, Falck J, Schroeder T, Ronnstrand L, et al. 2003. Chk1 regulates the S
phase checkpoint by coupling the physiological turnover and ionizing radiation-induced
accelerated proteolysis of Cdc25A. Cancer Cell 3: 247-58

Syljuasen RG, Sorensen CS, Hansen LT, Fugger K, Lundin C, et al. 2005. Inhibition of human
Chk1 causes increased initiation of DNA replication, phosphorylation of ATR targets, and
DNA breakage. Mo! Cell Biol 25: 3553-62

Takai H, Naka K, Okada Y, Watanabe M, Harada N, et al. 2002. Chk2-deficient mice exhibit
radioresistance and defective p5S3-mediated transcription. EMBO J 21: 5195-205

Takai H, Tominaga K, Motoyama N, Minamishima YA, Nagahama H, et al. 2000. Aberrant cell

cycle checkpoint function and early embryonic death in Chk1(-/-) mice. Genes Dev 14:
1439-47

Tang J, Erikson RL, Liu X. 2006. Checkpoint kinase 1 (Chk1) is required for mitotic progression
through negative regulation of polo-like kinase 1 (Plk1). Proc Natl Acad Sci U S A 103:
11964-9

Verlhac MH, Lefebvre C, Guillaud P, Rassinier P, Maro B. 2000. Asymmetric division in mouse
oocytes: with or without Mos. Curr Biol 10: 1303-6

Vitale I, Galluzzi L, Vivet S, Nanty L, Dessen P, et al. 2007. Inhibition of Chk1 kills tetraploid
tumor cells through a p53-dependent pathway. PLoS ONE 2: e1337

Wakefield JG, Stephens DJ, Tavare JM. 2003. A role for glycogen synthase kinase-3 in mitotic
spindle dynamics and chromosome alignment. J Cell Sci 116: 637-46

58



Walworth N, Davey S, Beach D. 1993. Fission yeast chkl protein kinase links the rad checkpoint
pathway to cdc2. Nature 363: 368-71

Walworth NC, Bernards R. 1996. rad-dependent response of the chkl-encoded protein kinase at the
DNA damage checkpoint. Science 271: 353-6

Wang XM, LiJ, Feng XC, Wang Q, Guan DY, Shen ZH. 2008. Involvement of the role of Chk1 in
lithium-induced G2/M phase cell cycle arrest in hepatocellular carcinoma cells. J Cell
Biochem 104: 1181-91

Wassmann K, Niault T, Maro B. 2003. Metaphase [ arrest upon activation of the Mad2-dependent
spindle checkpoint in mouse oocytes. Curr Biol 13: 1596-608

Xiao Z, Xue J, Gu WZ, Bui M, Li G, et al. 2008. Cyclin B1 is an efficacy-predicting biomarker for
Chkl inhibitors. Biomarkers: 1-18

Yang XH, Shiotani B, Classon M, Zou L. 2008. Chk1 and Claspin potentiate PCNA ubiquitination.
Genes Dev 22: 1147-52

Yao LJ, Zhong ZS, Zhang LS, Chen DY, Schatten H, Sun QY. 2004. Aurora-A is a critical
regulator of microtubule assembly and nuclear activity in mouse oocytes, fertilized eggs,
and early embryos. Biol Reprod 70: 1392-9

Yu H. 2007. Chkl: a double agent in cell cycle checkpoints. Dev Cell 12: 167-8

Zachos G, Black EJ, Walker M, Scott MT, Vagnarelli P, et al. 2007. Chk1 is required for spindle
checkpoint function. Dev Cell 12: 247-60

Zachos G, Gillespie DA. 2007. Exercising restraints: role of Chkl1 in regulating the onset and
progression of unperturbed mitosis in vertebrate cells. Cell Cycle 6: 810-3

Zachos G, Rainey M, Gillespie DA. 2003a. Lethal errors in checkpoint control--life without Chkl.
Cell Cycle 2: 14-6

Zachos G, Rainey MD, Gillespie DA. 2003b. Chk1-deficient tumour cells are viable but exhibit
multiple checkpoint and survival defects. EMBO J 22: 713-23

Zhang S, Hemmerich P, Grosse F. 2007. Centrosomal localization of DNA damage checkpoint
proteins. J Cell Biochem 101: 451-65

Zhao B, Bower MJ, McDevitt PJ, Zhao H, Davis ST, et al. 2002. Structural basis for Chk1
inhibition by UCN-01. J Biol Chem 277: 46609-15

Zhao H, Piwnica-Worms H. 2001. ATR-mediated checkpoint pathways regulate phosphorylation
and activation of human Chkl. Mol Biol Cell 21: 4129-39

Zhou BB, Bartek J. 2004. Targeting the checkpoint kinases: chemosensitization versus
chemoprotection. Nat Rev Cancer 4: 216-25

Zhou BB, Elledge SJ. 2000. The DNA damage response: putting checkpoints in perspective.
Nature 408: 433-9

59



Elektronické zdroje:

[1] CELL BIOLOGY (Chapter 11: Cell proliferation and its regulation) [cit. 2008-07-03]
WWW: http://219.221.200.61/ywwy/zbsw(E)/edetail 1 1.htm

60



