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Abstrakt

Bunéény cyklus a snaha o pochopeni jeho regulace se stdle vice stdva vyznamnym cilem
piedpokladalo. Tato prace shrnuje dosavadni poznatky o signédlnich drahach regulujicich
prubéh bunécného cyklu, které se podle poslednich praci zdaji byt tésné spjaté
S centrosomem. Zabyva se bliz§im pohledem na strukturu a funkéni souvislosti centrosomu a
proteinech, zahrnuje jejich funkci do souvislosti s pribéhem bunécného cyklu a zdiraznuje
vzajemné vztahy a interakce mezi nimi. Jsou popsany také disledky, které ma poskozeni

DNA na centrosom a s nim spojené regulacni drahy.
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1. Uvod

Pomérné dlouhou dobu je o centrosomu znadmo, ze je nezbytnou soucasti bunéc¢ného
cytoskeletu. Byla posana jeho funkce v organizaci interfaznich mikrotubull, které
zajistuji polaritu bunky a také jeho role pii tvorbé mitotického déliciho vieténka
separujici kondenzované chromosomy. Podle nejnovéjSich poznatkii se ovSem zda, ze
zastava také mnohem dulezitéjsi funkci, a to v regulaci bunécného cyklu.

Ptredpoklada se, ze centrosom slouzi jako podplrna konstrukce (scaffold) k ukotveni
cetnych signdlnich drah, jako pevny bod umoznujici integraci komplexnich regulacnich
siti. Tyto predstavy jsou zalozeny na na rostoucim poctu s centrosomem spojenych
regulacnich proteini. Kromé toho, je zde lokalizovano velké mnoZzstvi dalSich proteinii
mnoha riiznych aktivit (Tab.1). V této souvislosti se uCast centrosomu na Zivotnich
funkcich bunky stava zcela nezbytnou.

Tématem této prace je charakterizovat funkci centrosomu v mechanismech

regulujicich pribéh bunééného cyklu, zejména jeho prechodi a regulacnich protein.

Table 1. Proteins reported to localize to the centrosome®

Category Number of proteins
per category

Ubiquitination and protein degradation 23

Muclear transport/spindle assembly

Cytoskeletal regulators

CDKs and cycling

Mitotic regulators

Chaperonins

Apoplosis related

DMA damage checkpoint

MAPK pathway

Spindle checkpoint

Mitotic exit/MEN

Cylokinesis/SIN

Transcription regulators

mMANA/MAMNA processing

3,/5 regulation

Wint signaling

Membrane receptor signaling

Other kinases/phosphatases

Golgl regulation

Other enzymes

Structural/scaffold proteins

Microtubule associated proteins (MAPS)

Motor proteins

Calcium binding

Other proteins

Viral proteins and infectious age nts
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2. Struktura a funkce centrosomu v bunce

Podrobnéjsi pozorovani hned na pocatku odhali skute¢nost, Ze centrosom, jako jedina
organela v zivoc¢isnych bunkach, nema membranu. Byl pojmenovan podle toho, ze se

nachazi v blizkosti jadra uprostied vétSiny bunék.

2.1 Stavba centrosomu a jeho ¢asti
Jadro tvofi dvojice centriol obklopené pericentriolarnim materidlem (PCM). Centrioly
jsou devitipodjednotkové symetrické struktury pfipominajici tvarem barely, které k sobé
navzajem zaujimaji thel 90° (Obr.1). Jedna z nich, nazyvana matei'ska centriola, ma na
distalnim konci zakonceni, kterymi kotvi minus konce astralnich mikrotubuli. Mezi sebou
jsou centrioly propojeny drobnymi koheznimi vldkny. Pericentriolarni material se jevi
jako sitovina navzajem propojenych vlaken tvoficich velmi dynamickou matrix. PCM je
odpovédny za nukleaci (tvorbu) mikrotubult. Pravé tato schopnost udili centrosomu titul
organiza¢niho centra mikrotubuli (MTOC). Templatem pro nukleaci mikrotubulll jsou
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Obrazek 1: Struktura centrosomu. Prevzato z (3).

2.2 Cyklus centrosomu a jeho duplikace

Spojeni chromosomtl s centrosomem prostfednictvim mitotického dé€liciho vieténka
pfedurCuje tyto spoluhrace k obdobnym dynamickym zméndm v pribéhu bunééného
cyklu. Porovnani jejich Zivotnich cykll ukazuje, Ze maji mnoho spole¢ného. Cyklus

centrosomalni zajiStuje, Ze kazdd nové vznikajici bunka obdrzi pravé po jednom



centrosomu se dvéma centriolami. Po cytokinezi se centrioly od sebe odd¢li, ale ziistavaji
spojeny koheznimi vlakny po celou G1 — fazi. Vstup do S- faze je kritickym bodem, na
jehoz trovni dochézi k iniciaci duplikace centrosomu, a tim i k regulaci poctu centrosomi
V buiice, ktery rozhoduje o rovhomérném rozd€leni chromosomit v mitoze. Pravé proto je
mechanismus regulujici iniciaci duplikace zajistén nékolika faktory.

Prvnim z nich je konformace centriol. Jejich vzajemnad poloha v S, G2a M — fazi je 90°
a tento stav se prirovnava k “zasnoubenym centriolam®. Toto usporddani pravdépodobné
blokuje mista po stranach centriol, odkud se obvykle tvofi centriola nova a zabranuje tak
re-duplikaci centriol (4). Naproti tomu jiz vySe zmiiiované oddé€leni centriol po dokonceni
mitdzy je povazovano za moment opravnéni k duplikaci.

Druhym faktorem iniciujici duplikaci je komplex Cdk2 (cyklin dependentni kinaza 2)
a cyklinu E, ktery je na centrosom vazan CG-NAP (centrosome and Golgi-localized PKN-
associated protein) (13).

Ttfetim faktorem je pfitomnost multifunkéniho proteinu nuclephosminu, ktery je
substratem Cdk2/cyklin E komplexu. V Gi — fazi buné&ného cyklu se nucleophosmin
vaze piimo na centrioly a svou pfitomnosti blokuje jejich duplikaci v té fazi cyklu
centrosomu, kdy neni prostfednictvim konformace centriol branéno jejich re-duplikaci.
Pro zahajeni S - fdze a tim 1 zah4ajeni tvorby novych centriol je tedy nezbytna hlavné
spravna konformace centriol a také pfitomnost Cdk2/cyklin E komplexu, ktery fosforyluje
nucleophosmin. Ten poté disociuje a uvolni misto pro duplikaci centrosomu. Byla
publikovana préace, kterd ukazuje, ze v embryondlnich buiikach injikovanych Cdk
inhibitorem (p21) nedochézi k duplikaci centrosomu, protoZze p21 se vaze na Cdk2 a
blokuje jeho aktivitu (6).

Elongace nové se tvoficich centriol probihd az do pozdni Gz — faze. V Casné fazi
mitdzy se rusi kohezni spoj mezi centriolami, jehoz casti je i C-Napl protein. Proces
preruseni koheze neni doposud zcela objasnén, predpoklada se vsak, ze C-Napl protein je
fosforylovan Nek2 kinasou a disociuje z centrosomu (8). Oddé€lené centrosomy poté
organizuji formaci mitotického d¢liciho vieténka. Zbyva jeSt€¢ podotknout, ze byla
popsana tvorba centrosomti de novo v HeLa bunkach, a to pifi zni¢eni nebo odstranéni
centrosomu z buiky (5).

Chromosomy v ramci bunééného cyklu sdili s centrosomem vyjimeénou schopnost
duplikace, a to pravé jednou v jednom cyklu. Tato duplikace je navic iniciovana ve
stejnou dobu (G1/S — piechod) a také stejnymi proteiny (Cdk2/cyklinE,A). Replikace obou

je semikonzervativni, tzn. kazda nové vznikla jednotka obsahuje starou i novou



podjednotku. V téchto souvislostech se zda, ze DNA replikace vyzaduje piitomnost
centrosomu, ktery vaze regulacni proteiny nezbytné pro vstup do S - faze (probirano v 3.
kapitole).

2.3 Tvorba déliciho vireténka, cytokineze

To, Ze centrosom je hlavnim prvkem v tvorbé mitotického déliciho vieténka a
zajistuje dimyslny aparat separujici chromosomy, je zndmo jiz od jeho objevu. V pozdni
G, — fazi je duplikace centrosomu dokoncena, obé matetské centrioly kotvi astralni
mikrotubuly. Perusenim kohezniho spoje mezi centrosomy je v profazi mitotického cyklu
umoznéna separace centrosomu k polim budouciho mitotického vieténka. Pohyb
separujici centrosomy od sebe, je umoznén motorovym proteinem Eg5. Rozpad jaderné
membrany v prometafazi otvira cestu mikrotubulim vieténka ke kinetochoram
chromosomil, které jsou pak separovany do nové vznikajicich dcefinych bunék (pro
piehled vice v (1).

Piekvapivé odstranéni centrosomii nezabrani formaci funkéniho déliciho vieténka (7).
Fyzickym oddélenim centrosomu interfaznich bunék od jader vznikly karyoplasty, které
byly schopny vstoupit do mitdzy, ale vSechny se zastavily pied S — fazi. Bylo zjiSténo, Ze
karyoplasty regeneruji MTOC centra, obsahujici y-tubulin i pericentrin, ale v zadném
ptipadé neobsahuji centrioly. Je tedy zfejmé, Ze centrosomalni struktury acentriolarnich
MTOC center jsou schopny kompenzovat absenci centriol pfi zahdjeni mitozy, ale
nenahradi diilezitou funkci centriol pti vstupu do S — faze (kap.3.1).

Pro cytokinezi je dilezité spravné umisténi polia déliciho vieténka, diky némuz je
symetricky rozdélena cytoplasma a determinanty bunécného vyvoje. Ukonceni mitdzy
zaSkrcenim buniky pomoci kontraktilniho prstence koreluje s pohybem matetfské centrioly
k intracelularnimu mustku propojujici délici se bunky. V disledku toho aktinova vlakna
kontraktilniho prstence depolymeruji a miistek se zuzuje. Matetska centriola se vraci zpét
k opa¢nému poélu a buniky se od sebe oddéli (46). Odstranéni centrosomu znemozni
dokonceni cytokineze ze stejného dliivodu jako v ptipadé zastaveni pied S — fazi a bunky

zlustanou spojeny cytoplasmatickym mistkem (7).



3. Gi1/S - prechod bunééného cyklu

Po mitéze nasledujici G1 fize dava bunce ¢as nejen k ristu, ale také k monitorovani
prostfedi a vyhodnocovani metabolickych podminek v tkani i organismu. V piipadé
nevhodného prostiedi bunka vystoupi z cyklu do Go faze. V této fazi také setrvavaji
nedé¢lici se diferenciované buiiky.

Na rozdil od ostatnich fazi buné¢ného cyklu, Gi1 je pod vlivem okolniho prostiedi a
mitogenich signalt, které napiiklad indukuji expresi cyklind D. Situace se ovSem méni po
priachodu bunky restrikénim mistem nachdzejicim se tésné pred Gi/S piechodem. V té
chvili je rozhodnuto, bunka vstupuje do S — faze, a po kratké G2 se dé¢li. Po prichodu
restrikénim mistem probiha cyklus nezavisle na prostiedi.

3.1 Centrosom a cyklin E v G1/S

Jak jiZ bylo zminéno vySe, odstranéni centrosomi vede ke Gi arrestu (7). Acentriolarni
MTOC centra umozni zahajeni mitozy, ale cyklus je zastaven pied vstupem do S — faze.
Recentni prace (10) ukazuje, Ze tento Gi arrest je zpisoben nepiitomnosti centriol, na
které je v centrosomu lokalizovan cyklin E. Ackoliv je znamo, ze Cdk2/cyklin E komplex
je vyzadovan pro vstup do S — faze, z vysledku této prace vyplyva, ze narozdil od cyklinu
E neni pfitomnost Cdk2 nezbytna.

K akumulaci cyklinu E dochazi ihned po prichodu restrikénim mistem. Pro zjisténi
vazebné domény na centrosom byla provedena detailni analyza mutant Myc-cyclin E.
Jako centrosomalni lokaliza¢ni signal (CLS) byla v cyklinu E identifikovana sekvence
nukleotidii v rozmezi 231-250. Mutace cyklinu E ve vazebné doméné pro Cdk2
neovlivnila vstup do S — faze, ale mutace v CLS se ukazala byt kritickou a branila
stimulaci DNA syntézy (10). Vstup do S — faze vyzadujici lokalizaci cyklinu E tedy
nezavisi na Cdk2, ale zavisi na intaktni CLS. Role Cdk2/cyklin E komplexu je tedy nejen
Vv duplikaci centrosomu, ale 1 pfi vstupu do S — faze.

Pravé popsany mechanismus miize byt piikladem toho, jak centrosom reguluje
chromosomalni (jaderny) cyklus vazbou substrati jako cyklin E, nezavisle na regulaci

bunécného cyklu Cdk kindzami. Pro piehled vice (11, 12).



3.2 Vstup do S - faze
Byl vypracovan model zahrnujici klicové molekuly a jejich interakce, které byly

experimentalné identifikovany pfi ti€asti na G1/S pfechodu bunécného cyklu (14).
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Model je rozdélen do ¢tyt jednotlivych casti podle interagujicich molekul (Obr.2).

3.2.1 Interakce Cdk2 — cyklin E — CDC25A

Akumulace cyklinu E na centrosomu po priichodu restrikénim mistem reguluje nartst
aktivity Cdk2/cyklin E komplexu. Ten je navic jeSté posttranslacné modifikovan. Hladina
exprese cyklinu E je ovliviiovana transkripénimi faktory E2F a c-Myec. Interakci Cdk2 a
cyklinu E tedy vznika Cdk2/cyklin E komplex, ktery je ovSem inaktivni, protoZze je
inhibicné fosforylovdin na T14 a YI5. Za tuto fosforylaci jsou odpovédné
Weel/Mik1/Mytl Cdk inhibujici kinazy. Defosforylaci na téchto mistech naopak provadi
CDC25A fosfataza diky své dualni specifité¢ vici Cdk kindzam, a stava se tak protihrac¢em
inhibujicich kinaz. Aktivita Cdk2/cyklin E komplexu je navic regulovana degradaci na
urovni cyklinu E i na Girovni aktivniho komplexu (Sedé¢ tecky v obr.2).

CDC25A fosfatdza je nezbytnym aktivatorem bunécného cyklu. Jeji exprese je
iniciovana v pozdni G fazi aktivitou E2F a c-Myc transkripénich faktort, pficemz c-Myc
pusobi konstantni stimulaci, ale E2F pouze pokud neni vadzan retinoblastomovym
proteinem (pRb). CDC25A se icastni nejen G1/S prechodu, ale také hraje podstatnou roli
v Go/M (15,19) (probirano ve 4. kapitole). Kontinualni de novo syntéza CDC25A je



vyvazovana ubiquitin dependentni degradaci realizovanou E3 — ligasami SCF a APC/C
(32). Podstatnou roli v regulaci CDC25A hraje check-point kindaza 1 (CHK1), jejiz
aktivita v neovlivnéném bunécném cyklu zajistuje staly metabolicky obrat CDC25A.
CHK1, pozitivné regulovana ATR (ataxia-telangiectasia and RAD3 related) kindzou, je
aktivni v S a G2 — fazich i bez DNA damage a fosforyluje CDC25A na S76, 124, 178, 279
a 293 (16). Tato hyperfosforylace indukuje vazbu SCF ligasy vyzadujici fosforylovany
substrat uréeny k degradaci. Na CDC25A se nachézi specifické vazebné motivy pro
interakci s ligasami. Pro vazbu SCF je nezbytny DSG motiv obsahujici BTrCP1/2 vazebné
misto, ve kterém pravé CHKI1 fosforyluje serinova rezidua (17). Pii poSkozeni DNA
(napt.dvojtetézcovy zlom) je degradace CDC25A velmi vyrazné€ urychlena vlivem ATM
(ataxia-telangiectasia mutated) — CHK2 drahy senzitizujici DNA damage. CHK2 pfispiva
k fosforylaci CDC25A a bunécny cyklus je pozastaven (16,41).

Aktivace CDC25A fosfatazy byla podrobné popsdna Hoffmannem et al (9).Vysledky
této prace jasné naznacuji nezbytnost této molekuly v G1/S prechodu, nebot’ ukazuji, Ze
CDC25A piimo asociuje s Cdk2/cyklin E komplexem, ktery ji fosforyluje a tim aktivuje.
Aktivni CDC25A zase defosforyluje Cdk2 a vytvari se pozitivni zpétnd vazba jejimz
vysledkem je aktivace Cdk2/cyklin E komplexu. Ten svym u¢inkem rekrutuje replikacni
faktory na replikac¢ni pocatky DNA molekuly, kde je zah4jena syntéza DNA.

3.2.2 Interakce Rb — E2F

Dusledné zajisténi regulace E2F je zasadni, protoze je transkripénim faktorem mnoha
regulacnich proteinii a enzymil jako napt. DNA polymerdzy, Cdkl 1 vySe popsané
CDC25A a cyklinu E. V Go a ¢asné Gi fazi je E2F vazan na Rb protein (pRb) a jeho
aktivita je utlumena. Osvobozeni E2F od Rb proteinu je iniciovano zvySenim exprese
cyklinh D v zavislosti na mitogenich signalech a aktivaci Cdk4 a Cdk6 cyklin D
dependentnich kinaz, které Rb protein fosforyluji. Uvolnény E2F zahdji expresi cyklinu E.
Ten slouzi jako aktivaéni protein komplexu Cdk2/cyklin E, ktery také fosforyluje pRb,
¢imz se vytvafi dal$i pozitivni zpétnd vazba. E2F mize byt zpétné inhibovan
defosforylovanym pRb nebo degradovan ubiquitinaci po fosforylaci Cdk2/cyklin E.

3.2.3. Interakce Cdk4,6 — cyklin D

Bunky setrvavajici v Go fazi vstupuji znovu do cyklu plsobenim mitogenii a
naslednym zvysenim koncentrace cyklini D. Cdk4 i Cdk6 kinaza po aktivaci cyklinem D
jako prvni fosforyluji pRb a umoziiuji uvolnéni E2F. Rb protein je nezbytnym faktorem

v regulaci bunécné proliferace a diferenciace. Nedostatek funkéniho pRb ma vazné
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disledky pro pribéh bunécéného cyklu. Rb” buiiky se déli mnohem rychleji a maji
podstatn¢ krat§i Gi1 — fazi. Navic v Rb — defektnich bunkach nedochazi k tvorbé
Cdk4/cyklin D1 komplext i pfesto, Ze je piitomno dostate¢né mnozstvi obou podjednotek.
Pii absenci funk¢niho pRb se tedy zda byt cyklin D1 postradatelny pro regulaci G1(18).

3.2.4. Interakce CKI - Cdk4,6/cyklin D — Cdk2/cyklinE

CKI je rodina inhibitortt Cdk kinaz, kam patii napt. p15, p18, p21 nebo p27. Jejich
aktivita je nejvyssi v Go fazi, kdy bunky nevstupuji do bunécného cyklu a diferenciované
bunky tak mohou plnit svoji roli v organismu. Stejné tak je dulezita suprese Cdk kinaz pfi
poskozeni DNA, kdy je aktivovdn p53 protein, ktery stimuluje transkripci mRNA p21
inhibitoru. Jeho ucinkem je potlacena aktivita Cdk kinaz v Gi — fazi (48). Naopak
Vv cyklujici buiice musi byt CKI degradovany. V ptipadé p27 je tato degradace paradoxné
zprosttedkovana samotnym Cdk2/cyklin E komplexem, ktery je normalné substratem p27
inhibitoru. Aktivni Cdk2/cyklin E je schopny fosforylovat p27 na T187, a tim zpusobit
jeho eliminaci, ¢imz je umoznén prechod z G1do S — faze (47).

3.3 PKB aktivita v G1/S

Protein kindza B (PKB, Akt) mé Siroké spektrum Uc¢inku zahrnujici regulaci
metabolismu glukosy, apoptdzy, neurodegeneraci a mnoho dalSich procesi (20). Bunécny
cyklus ovliviiuje svym pisobenim na CKI (napt.p21, p27) nebo na regulaci cyklint D.
Také je odpovédna za antiapoptoticky efekt. Jeji aktivita usnadnuje jak Gi/S prechod, tak
iniciaci mitozy.

Na regulaci vstupu do S — faze se PKB/Akt podili represi u¢inku CKI proteind. p27 je
z Casti lokalizovan v jadre. PKB/Akt zprosttedkovanou fosforylaci p27 na T157 (oblast
NLS) dochazi k translokaci p27 do cytoplasmy. Tim je znemoznéna inhibice Cdk2/cyklin
E komplexu a nedojde k Gi arrestu (21). V ptipadé p21 je rozdil pouze vtom, ze
fosforylace probiha na TI145. Histologické analyzy ukazuji korelujici mozstvi
cytosolického p27 a aktivni PKB/Akt.

Exprese cyklinu D je zavisla na mitogenich signalech, bez kterych je indukovana jeho
degradace. Glykogen syntaza kinaza 3 (GSK-3p) zprosttedkuje fosforylaci cyklinu D na
T286, coz zpusobi jeho cytoplasmatickou lokalizaci a proteasom dependentni degradaci.
PKB/Akt ovsem inhibuje GSK-3f a tim zvySuje akumulaci cyklinu D v jadie (22).
Ras — PI-3K — PKB/Akt signalni draha tedy reguluje aktivitu GSK-3p. Stejné jako u
cyklinu D je GSK-3 odpovédna také za degradaci cyklinu E v ¢asné S — fazi.
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Dalsim substratem PKB/Akt jsou transkripéni faktory FOXO indukujici expresi p27 a
p21 proteini. FOXO jsou fosforylovany PKB/Akt, v disledku toho translokovany do
cytoplasmy a degradovany. Tim je zabranéno jejich interakci s promotory p27 a p21 (49).

4. G2/M — pirechod bunééného cyklu

Pfed koncem S — faze a v G2 — fazi bunka obsahuje Ctyii centrioly tvofici dva
neoddé€lené centrosomy. Maturace centrosomil probiha az do pozdni G2 — faze. Zaroven
Jiz 1ze zaznamenat predbézné piipravy signalizujici blizici se déleni bunky, které zahrnuji
akumulaci regulacnich proteini, prozatim v neaktivnim stavu.

V tivodu zminénd hypotéza o nezbytnosti centrosomu pro bunéény cyklus a déleni
buitky miize byt podpotena faktem, Ze v oocytech Xenopus leavis zbavenych zarodé¢ného
vacku, do kterych byly

.. , . , Interphase Mitosis
injikovany isolované centro-

somy, muze dojit k aktivaci @ @

MPF (23). Jesté blizsi sou- on \ P/

@
E
vislost mezi centrosomem a ? g D.
C e, . , = n
iniciaci  mitézy  vyplyva ¥‘ L 4‘
Z prace Kramera et al (26),
Cdk1 Cdk1

ktera  popisuje  klicovou

) Off Cn
regulaci Cdkl molekuly a
lokalizaci jejich modulatordi G2—>M G2—M
na centrosom (kap. 4.1.2)
(Obr.3) Obrazek 3: Centrosom v G/M prechodu. Pievzato z (2).

4.1 Zahajeni mitozy

Cdkl/cyklin B komplex je povaZzovan za “master regulator” mitdzy, ktery se
akumuluje béhem G2 — faze v cytoplasmé a na centrosomu. Jakmile je aktivovan, spousti
mitoticky cyklus. Prvnim signalem zahajeni mitézy je separace centrosomil iniciovana
Cdk1 fosforylaci Eg5 motorového proteinu. Nasleduje kondenzace chromatinu v jadfe a

rozpad jaderné membrany.
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4.1.1 Aktivace Cdkl/cyklin B1 komplexu

Zasadni krok pro zahajeni mitézy je tedy aktivace Cdkl/cyklin B1 komplexu, také
nazyvaného mitosis-promoting factor (MPF). Bylo prokazano, ze k této aktivaci dochazi
pravé na centrosomu v profazi mitotického cyklu (24). K urceni lokalizace byly pouzity
protilatky proti fosfo-S126 a fosfo-S133 cyklinu B. Obé formy byly detegovany v profazi
hlavné na centrosomech, zatimco jaderny signal byl jesté¢ velmi slaby. Ke konci profaze,
byl ale detegovan hlavné signal jaderny. Z toho vyplyvéa, ze cyklin Bl je nejprve
fosforylovan - a tim aktivovan - V cytoplasmé, pfednostné na centrosomu, kde asociuje
s Cdkl. Komplex Cdkl/cyklin Bl je poté rychle importovan do jadra (24,27), kde
fosforylaci destabilizuje laminy a indukuje rozpad jaderné membrany. Také podporuje
kondenzaci chromatinu. Jaderny import vyzaduje fosforylaci cyklinu B1 na S126, 128,
133 a 147. Tyto serinova rezidua se nachazi v CRS (cytoplasmic retention sequence).

Zda se, ze fosforylovany cyklin Bl také usnadnuje interakci Cdkl s CDC25
fosfatazami, nebot’ k aktivaci Cdkl/cyklin B komplexu nesta¢i pouze asociace Cdkl a
cyklinu B1, ale je nutnd defosforylace Cdkl molekuly na T14 a Y15 (kap.4.2.1). Neni
doposud jasné, co fosforyluje cyklin Bl a zajistuje tak jeho import do jadra. Objevila se
prace ukazujici, Ze u Xenopa je cyklin B fosforylovan Plkl kindzou na S147 (25).
V sav¢ich bunkach aktivita Plk1 koreluje s aktivitou MPF. V prase¢ich oocytech je pro-
kazana kolokalizace Plk1 a MPF, pti¢emz k aktivaci Plk1 dochazi diive nez u MPF (50).

4.1.2 Regulace aktivity Cdkl

Recentni prace (26), zabyvajici se Ulohou checkpoint proteini v regulaci dé&jt
asociovanych s centrosomem, ukazuje, Ze centrosomalni Cdkl je negativné regulovéana
checkpoint kinazou 1 (CHKI).

CHK1 je serin/threonin kinaza hrajici dalezitou roli v intra — S i v G2/M — kontrolnim
bodé. Je aktivovand ATM/ATR signdlni drahou pii odpovédi na poskozeni DNA nebo
zastaveni replikace DNA (kap.5), nicméné je aktivni 1 v neovlivnénych bunkach. Je
exprimovana pievazné¢ vSa Gz — fazi. Pivodné se predpokladala pouze jeji jaderna
lokalizace, ale byla popsana i jeji funkce v cytoplasmé.

Imunofluorescencni analyza ukézala kolokalizaci monoklondlni protilatky proti CHK1
s C-Napl proteinem a y-tubulinem, coz prokazalo jeji lokalizaci na centrosom. Naproti
tomu délici vieténka mitotickych bunck nebyla protilatkou proti CHK1 znaena vibec,
coz svédci o vyhradné interfazni lokalizaci CHK1 na centrosom. Navic bylo zjiSténo

vymizeni CHK1 signalu z centrosomu prave pred zahajenim mitozy (26).
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Aktivace centrosomalni Cdkl1 korelujici s vymizenim CHKI1 z centrosomu vice nez
napovidad uzkému vztahu mezi témito molekulami. K ovéfeni tohoto vztahu byl proveden
experiment, ve kterém byly bunky exprimujici GFP-CHK1 synchronizovany v S — fézi
double-thimidine blokem a uvolnény do Gz — faze. Nasledné byly buriky vystaveny ucinku
inhibitoru CHK1 (CEP3891). Vysledkem bylo zvySeni poctu buné¢k, u kterych byla
pozorovana separace centrosomu, tudiz zahajeni mitézy. Navic byla pomoci ko-
imunofluorescence s fosfo-T15-Cdk1 pozorovana piedcasna aktivace Cdkl. To znamena,
ze umg¢la inhibice CHK1 zptsobuje pied¢asnou separaci centrosomi a vstup do mitdzy
(26).

Pokud tedy CHKL1 v inter-

fazi blokuje aktivaci Cdkl na @g:) @@—%’

C
centrosomu, méla by hypo- On

2 On % g
teticky i v G2/M svou pfi- - % %
. Off = Off =
tomnosti  zabranit  spuSténi ¥ 3 L h
mitoézy. Proto byly pfipraven
y yly prip y Ck cdki
wild-type a kinase-inactive
yp Off On
verze GFP-CHK1 fizované
] . G2 M G2 M
sPACT (pericentrin - AKAP — {PFE;:;WE-J

450 centrosomal targeting)
doménou AKAPA4S0 proteinu 0 01 4: Centrosom a GEP-CHKI fizované s PACT pi
pericentriolarni matrix, ktera G2/M prechodu. Pievzato a upraveno z (2).
fungovala jako centrosomalni

lokalizacni signal (CLS).

Diky této doméné byly obé dvé verze GFP-CHKI1 cilené¢ lokalizovany na centrosom i
v G2/M. Zatimco wild-type GFP-CHK1-PACT(wtChk1) si zachovala CHK1 kindzovou
aktivitu a inhibovala aktivaci Cdkl, kinase-inactive GFP-CHK1-PACT(kiChk1) nebyla
schopna Cdk1 inhibice a doslo k pfed¢asnému vstupu do mitdzy (26)(Obr.4).

Jak jiz vyplyva zobrazku 3 a 4, CHKI1 reguluje aktivitu Cdkl prostfednictvim
CDC25B Cdk1l-aktivujici fosfatazy. V interfazi je CHKI1 lokalizovana na centrosomu a
inhibuje CDC25B, ¢imz je zabranéno spusténi mitozy. V G2/M naopak CHK1 disociuje
Z centrosomu a mitotickd kindza Aurora-A aktivaéné fosforyluje CDC25B, kterd muze
defosforylovat Cdkl a tim zahajit mitoticky cyklus (Obr.3). Zajimavé je, ze pokud
odstranéni centrosoml nebrani prib¢hu mitoézy (kap. 2.3), musi existovat jiny zplsob

regulace Cdk1 nebo neni CHK1 kinaza zcela nezbytna k aktivaci Cdk1.
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4.2 Role CDC2S5 fosfataz v G2/M

Cdk1 kinaza je tedy pod negativnim vlivem CHKI. Nicméné je zfejmé, ze CHKI
kindza na centrosomu piimo neinteraguje s Cdkl, ale pisobi na ni prostfednictvim
CDC25B fosfatazy. Ta je velmi dulezitym prostiednikem mezi CHK1 a Cdkl.

4.2.1 Funkce CDC25B na centrosomu

CDC25B fosfatdza v interfazi lokalizovana v jadfe je bchem pozdni S — faze
aktivovana fosforylaci v dusledku interakce s Cdk2/cyklin A komplexem. Redukce
exprese cyklinu A pomoci RNAi inhibuje aktivaci CDC25B a vstup do mitézy (28).
Béhem G2 — faze je CDC25B translokovéna do cytoplasmy, kde dochazi k jeji akumulaci.
Jeji substratova specifita je zavisld na bunécné fazi, protoze béhem S — faze ma vyssi
specifitu k Cdk2/cyklin A komplexu, zatimco béhém Gz a G2/M je specifita vétsi k
Cdk1/cyklin B komplexu (29). Podobn¢ jako Cdk2 ptfed vstupem do S — faze, je i Cdkl
pfed zah4jenim mitdzy inhibi¢né fosforylovana Weel kindzou na T14 a Y15.

Defosforylaci na téchto mistech zajistuje CDC25B, kterd lokalizuje na centrosom
praveé pfi inicialni aktivaci Cdkl/cyklin B komplexu probihajici na centrosomu v profazi
mitotického cyklu. Bunky injikované siRNA pro CDC25B hromadily neaktivni Cdkl a
cyklin B a jejich centrosomy byly neseparované, coz znaéi jejich neschopnost
defosforylovat Cdkl/cyklin B (31). Je tedy zjevné, ze inhibice CDC25B brani prib&hu
mitotického cyklu. Po zahajeni mitozy aktivita CDC25B postupné klesa. Jeji proteasom-
dependentni degradace je indukovana fosforylaci Cdk1/cyklin A komplexem (30).

4.2.2 Kooperace CDC25A a CDC25B

V posledni dobé se ovSem stale vice potvrzuje tcast vSech tfi forem CDC25 fosfataz
naregulaci ptechodii bunééného cyklu. Pivodni predstava o distinktni funkci kazdé
fosfatazy se jevi jako nespravna podle nedavnych publikaci (19,31).

Metoda RNA interference byla pouzita ke stanoveni funkci jednotlivych CDC25
fosfatdz. Akumulaci mitotickych bun€k bylo zabranéno mikroinjekci siRNA pro
CDC25A 1 pro CDC25B, zatimco zadny rozdil se neprojevil pfitomnosti siRNA pro
CDC25C (31). Mazeme tedy fict, ze CDC25C je do jisté miry postradatelna pfi vstupu do
mitdzy. Dale kombinaci siRNA pro vSechny tii formy fosfataz bylo zjisténo, Ze deficience
CDC25A a B dohromady zpisobuje mnohem vyraznéjsi prodlevu v G2/M, nez deficience
kazdé zvlast. Z toho lze usuzovat na spolupraci CDC25A a B pii zahajeni mitdzy. Navic
buiiky s siRNA pro CDC25B exprimovaly velké mnozstvi cyklinu A, ale velmi malo
cyklinu B1, coZz znaci potiebu CDC25B aktivity pro akumulaci cyklinu B1 a CDC25A
aktivity pro akumulaci cyklinu A. Stejné jako u CDC25B, také u CDC25A siRNA bunék
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bylo pozorovano pretrvavani neaktivni formy Cdkl nasvédcujici, ze ob¢ fosfatazy
vzajemné kooperuji a maji kazda svou roli pti aktivaci Cdk1 (31).

Ackoliv v neovlivnéném bunééném cyklu se pravdépodobné na zahajeni mitdzy podili
vSechny CDC25 fosfatazy, je ziejmé, Ze pokud jsou ptfitomné alespon CDC25A a
CDC25B, prub¢h mitozy nebude prerusen. O to vice piekvapujici jsou nedavno
publikované vysledky, které ukazuji, Ze pro normalni vyvoj a zahajeni mitézy u mysi neni
nezbytnd CDC25C ani CDC25B. Je evidentni, ze CDC25A, nebo jiné, dosud neznamé
fosfatazy, je schopna kompensovat ztratu funkce CDC25C a CDC25B (34).

CDC25A fosfataza je tedy kritickou pro regulaci Go/M prechodu. S ohledem na jeji
funkci pfi zahdjeni syntézy DNA bylo zjiSténo, ze narozdil od asynchronich bunék, je
CDC25A vyrazné stabilizovana v mitotickych bunkach. Tato stabilizace je
zprosttedkovana Cdkl/cyklin B komplexem a byla ovéfena inhibici Cdkl pomoci
roscovitinu, kdy pokles Cdkl aktivity koreloval s poklesem CDC25A proteinu.
Cdk1/cyklin B in vitro fosforyluje CDC25A na S17 a S115, ¢imz odptahuje CDC25A od
ubiquitin-dependentni degradace (15). Negativnim regulatorem CDC25A pti zahajeni
mitozy je také CHK1, ktera fosforylaci na S178 a T507 usnadiiuje vazbu 14-3-3 proteinu.
Tim je zabranéno interakci s Cdk1/cyklin B (33).

Divodem stabilizace a pfitomnosti CDC25A v G2/M — prechodu je praveé jeji
interakce s Cdkl1/cyklin B komplexem. Korelace vzajemnych aktivit vedla k hypotéze o
ucasti CDC25A na aktivaénim procesu Cdkl. V buikach byly nejprve in vitro
imunodepletovany vSechny formy CDC25 fosfatdz, a tim znemoZnéna aktivace
Cdkl/cyklin B komplexu. Po pfidani CDC25A do lyzatu bunék byla vyrazné zvySena
jejich schopnost aktivovat Cdkl/cyklin B (15). Tato skutecnost byla potvrzena také in
vivo. Deregulace endogeni CDC25A pomoci RNAi zpusobila nejen inhibici Cdk2/cyklin
E komplexu a vstupu do S — faze, ale také branila plné aktivaci Cdkl/cyklin B komplexu,
na které se nejspiS podili vSechny CDC25 fosfatazy. Dulezitost ucasti CDC25A na
aktivaci Cdkl také podtrhuje fakt, Ze prodleva v zahajeni mitdzy nastala 1 pfi nenaruSené
funkci CDC25B i C fosfataz (15).

Pro shrnuti role CDC25 fosfatdz v G2/M piechodu byl navrzen model zndzornujici
mozné vztahy mezi jednotlivymi fosfatdzami. Inicidlni stimulaci Cdk1/cyklin B komplexu
na centrosomu zajistuje CDC25B. Prispiva k ni také stale jesté nestabilni CDC25A. Prvni
vlna takto aktivovaného Cdkl/cyklin B spousti pozitivni zpétnou vazbu. Fosforylaci je
aktivovana CDC25C a stabilizovana CDC25A, ¢imZ je masivné zesilena stimulace

Cdk1/cyklin B komplexu vyzadovana pro zahajeni mitdzy (Obr.5)(15).
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active inactive Prevzato z (15).

4.3 Centrosom a Aurora-A

Progresi mitotického cyklu b&hem interfdze zabranuje centrosomalni CHKI. Ta je
odpovédna za inhibic¢ni fosforylaci CDC25B fosfatazy a znemoznuje tak aktivaci Cdkl.
Pro spusténi mitdzy je nutné uvolnéni CDC25 fosfataz. Aktivacnim upstream regulatorem
CDC25B a protihraicem CHKI1 v G2/M je Aurora-A kinaza, ktera fosforyluje
centrosomalni CDC25B a iniciuje tak Cdkl aktivacni drdhu. Bylo prokazéano, ze
v Aurora-A deficientnich burikach oproti kontrolnim nedochazi k akumulaci cyklinu B na
centrosomu, buiiky jsou navic zpozdény v G2 — fazi (39).

V lidskych buiikdch se vyskytuji tfi typy: Aurora-A, Aurora-B a Aurora-C. VSechny
plni esencidlni funkce v mitotickych d&jich a pfi zaji§tovani integrity genomu.

Na dulezitosti ji ptidava také fakt, ze Groven exprese Aurora-A mRNA je vysoka
v malignich nadorech, coZ naznacuje jeji onkogeni charakter. Dynamicky se ménici
lokalizace Aurory-A indikuje jeji Gcast v riznych fazich bunééného cyklu. V S — fazi se
Aurora-A poprvé objevuje na centrosomu jakmile je duplikovén, ale aktivni forma je
evidentni az v pozdni G — fazi. Aktivita 1 koncentrace proteinu na centrosomu rapidné
stoupa v Casné fazi mitdzy, urCitd frakce je také translokovana do jadra. Po rozpadu
jaderné membrany v prometafdzi je Aurora-A lokalizovana nejen na centrosomech
tvoticich poly déliciho vieténka, ale také na jeho mikrotubulech. Za lokalizaci Aurory-A
na centrosom je odpovédna Plkl kindza, zatimco TPX2 (targeting protein for Xklp2)
zprostiedkuje vazbu Aurory-A na mikrotubuly dé€liciho vieténka (40).

Kromé¢ vstupu do mitdzy je aktivita Aurory-A vyzadovana také pro maturaci a
separaci centrosomil spojenou s tvorbou délicitho vieténka a pro sefazeni chromosomu

V metafazi.
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Maturace centrosomu zahrnuje seskupeni centrosomalnich proteini a vytvofeni
funkéniho MTOC centra. Aurora-A je K maturaci centrosomu nezbytna, protoze
fosforyluje TACC (transforming acidic coiled-coil) proteiny a usnadnuje tak jejich vazbu
na centrosom. TACC poté tvofi komplex s XMAP215 proteinem asociovanym na
mikrotubulech. Tento komplex podporuje rist mikrotubulii (35,36).

V separaci centrosomtl hraje roli Eg5 molekulovy motor, ktery je lokalizovan ptesné
mezi zdvojené centrosomy jiz v pozdni S — fazi. Pfedpoklada se, ackoliv to zatim nebylo
potvrzeno, ze Aurora-A fosforyluje Eg5 a iniciuje tak oddéleni centrosom.

Fosforylaci CENP-A proteinu Aurorou-A je umoznéno fadné pfipojeni mikrotubuld
déliciho vieténka na kinetochory chromosomt a jejich sefazeni v metafazni rovinu (37).

4.3.1 Fosforylace CDC25B Aurorou-A

Uvolnéni a aktivace CDC25B pro zahdjeni mitozy vyzaduje vymizeni CHK1 a naopak
navazani Aurory-A na centrosom, kterou je CDC25B fosforylovdna na S353, jeZ se
nachazi v konsensus sekvenci rozeznavané a fosforylované Aurorou-A. Tuto fosforylaci
bylo mozné¢ detegovat pouze V mitotickych bunikdch. Centrosomalni lokalizace
fosforylované CDC25B byla ovéfena protilatkami proti y- a a-tubulinu. Imuno-
fluorescencni znaceni aktivni Aurory-A i fosforylované CDC25B ukazalo kolokalizaci
obou molekul v ¢asné fazi mitdézy na centrosom. Aktivace fosfatazy byla prokazana
pouzitim siRNA pro Auroru-A in vivo, ¢imz doslo k dramatickému poklesu fosforylované
CDC25B na centrosomu. Na druhou stranu overexprese Aurory-A zptsobila pied¢asné
zahajeni mitdzy (38).

4.3.2 Aktivace Aurory-A

Jiz od chvile, kdy se v S — fazi duplikuji centrosomy, je Aurora-A V buice
exprimovana. Jeji aktivita se ale projevuje az v pozdni Gz — fazi, takZe mezi tim musi
dochazet k aktivaci Aurory-A. Pomoci dvojhybridniho systému byl identifikovan LIM
protein Ajuba interagujici s Aurorou-A na centrosomu v G2/M piechodu (39). Ajuba
obsahuje LIM-2 a LIM-3 vazebné domény zprostiedkujici vazbu na NHz-terminalni oblast
Aurory-A, pficemZ jejich interakci dochazi k tvorbé komplexu, ve kterém jsou oba
proteiny fosforylovany. Inkubaci Aurory-A sriznymi koncentracemi Ajuba proteinu
vyslo najevo, ze sdm Ajuba protein nefosforyluje, ale usnadiiuje autofosforylaci Aurory-A
na T288. Efektivita autokatalytické aktivace Aurory-A zavisi na koncentraci Ajuba
proteinu. Ajuba deficientni buiiky nejsou schopny vstoupit do mitoézy stejné jako Aurora-

A deficientni buniky (39).
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Je evidentni, ze aktivace Aurora-A — Ajuba komplexu hraje vyznamnou roli v Cdkl
aktivacni draze a je jednou z nejCasnéjSich impulst pro zahdjeni mitdzy.

4.4 Vliv PKB na regulaci mitoézy

PKB kinaza je klicovym mediatorem signalnich transduk¢nich procest. Je zapojena
Vv fizeni bunécného cyklu, zvlasté v regulaci mitézy. Pred vstupem do mitotického cyklu je
PKB fosforylovana na dvou specifickych mistech, kterymi jsou T308 a S473. Za
fosforylaci T308 je odpovédna PDK1 (3-phosphoinositide — dependent protein kinase 1),
zatimco S473 fosforyluje dosud neznama kinaza. Protilatkou proti T308 bylo ovéteno, ze
k aktivaci PKB dochazi pouze v mitotickych buiikach, kde aktivni PKB lokalizuje na
centrosom (Obr.6). Po zahajeni mitézy PKB aktivita opét klesa.

Podobnych vysledkti bylo dosazeno také A
v meiotickém cyklu, kde ovSem na rozdil od
cyklu mitotického PKB fosforylovana na S473
asociuje nejen s centrosomem, ale také s jadernou
membranou. Fosfo-T308 PKB byla detegovana

pouze na centrosomu (52).

PKB aktivita usnadiiuje vstup do mitozy
v né¢kolika smérech. Fosforylaci CDC25B na
S353 pii oxidativnim stresu muze PKB pfispivat
k aktivaci Cdkl na centrosomu (53). V interfazi
brani aktivaci CDC25B fosfatazy centrosomalni
CHKI1. Ukazalo se, ze PKB lokalizovana
V mitose také na centrosom, je schopna inhibi¢né

fosforylovat CHK1 na S280, coz by mohl byt pro

CHKI1 signal kopusténi centrosomu pied

zahajenim mitosy (54). Byla popséana také PKB —
Obrazek 6: A: lokalizace T308 PKB
B: lokalizace S473 PKB

v mitotickych HeLa bunkach.

dependentni fosforylace GSK-3 kindzy. Ta je ve
své aktivni formé lokalizovan4 na centrosom a
poly deliciho vieténka obdobné jako Aurora-A (nepublikovana data)

(51). GSK-3 fosforyluje proteiny asociované

s mikrotubuly (MAPs), ¢imz dochazi k destabilizaci mikrotubuli. V mitose je ovSem
GSK-3 inhibovana pravé PKB kinazou, se kterou miZze interagovat na centrosomu.
Inaktivace GSK-3 aktivity umozni mimo jiné vytvofeni déliciho vieténka. Hypoteticky

muze PKB stimulovat CDC25B nejen piimou fosforylaci, ale také prostiednictvim

19



inhibice GSK-3, ktera pravdépodobn¢ inhibuje Auroru-A, ktera na centrosomu aktivaéné
fosforyluje CDC25B (Solc P.,0sobni sdéleni).
Ucast PKB na regulaci mitozy je evidentné nezbytna, nicméné bude tieba jesté

znacného usili k ovéreni vSech vyse popsanych vztaht, které nejsou stale zcela objasnény.

5. Centrosom pod vlivem poSkozeni DNA

K monitorovani integrity genomu jsou buiiky vybaveny kontrolnimi body, jako napf.
G2 DNA damage checkpoint (G2 kontrolni bod poskozeni DNA). Funkénimi prvky téchto
kontrolnich bodt jsou checkpoint kindzy. U savct jsou to ATM, ATR — geny mutované
pfi onemocnéni ataxia telangiectasia. Pacienti stouto chorobou jsou extrémé citlivi
k radiaci a maji zvySené predispozice k tvorbé nadoru. Tato fakta podtrhuji nezbytnost
téchto kindz pii odpovédi na poskozeni DNA nebo zastaveni replikace DNA. Aktivaci
ATM/ATR kinaz vlivem genotoxického stresu je spusténa signalni drdha, ve které jsou
dale aktivovany kinazy CHK1 a CHK2, které dale ptisobi na efektorové proteiny jako jsou
naptiklad p53, BRCA-1(breast cancer associated gene 1), MDM-2(mouse double minute
2) (41). V dusledku této signalizace dochazi k pozastaveni bunééného cyklu.

Poskozeni DNA béhem mitdézy ma za nésledek inaktivaci centrosomu, coz bylo
ovéfeno na somatickych bunikach i syncytidlnich embryich Drosofily. Pfi pozorovani
mitotickych somatickych bunék v pfitomnosti poskozeni DNA dochazi k rozpadu
centrosomt na jednotlivé frakce obsahujici pouze jednu centriolu (42). Nutno podotknout,
ze k témto zménam dochazi u somatickych bun€k pouze v mitdze, zatimco u Drosofily i
Vv interfazi. Vysledkem rozpadu centrosomt je formace multipolarniho déliciho vieténka,
které pozbyva schopnosti spravného setazeni chromosomil v metafazni roving€ a jejich
rovnomeérné separace (Obr.7). I pres tyto malformace centrosomu neni priabeh mitotického
cyklu zastaven, coz vede k vaZznym defektiim v déleni buniky a k aneuploidiim (42).

Je zieymeé, ze existuje dosud neznamy mechanismus, ktery pii poskozeni DNA pienese
signdl na centrosom a ovlivni jeho regulaci. Princip fungovani tohoto mechanismu vSak
zustava nejasny. Je vSak pravdépodobné, Ze mutace v genech, které za normalnich
okolnosti reguluji duplikaci centrosomu (jako napt. p53), vede k amplifikaci centrosomt a

tvorbé multipoldrniho dé€liciho vieténka.
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Obrazek 7: Rozpad centrosomil pii poskozeni DNA béhem mit6zy.

A: Za kontrolnich podminek tvofi mitotické bunky bipolarni délici vieténko
obsahujici dva centrosomy lokalizované na pélech a chromosomy sefazené
Vv metafazni roving. Dcetiné bunky obsahuji kazda po jednom centrosomu se dvéma
centriolami.

B: V pfitomnosti poskozeni DNA zacina mitoéza se dvéma centrosomy na polech
déliciho vieténka, ale chromosomy nejsou sefazeny v metafdzni roving. V casné
fazi mitdzy dochazi k oddé€leni centriol a vytvofeni multipolarniho déliciho
vieténka. Po vyrazné prodlevé mize dojit k cytokinezi a ke vzniku vice nez dvou
aneuploidnich dcefinych bunék nebo pouze jedné buiiky s vice jadry a s n¢kolika
netiplnymi centrosomy.. Pfevzato z (42).

V syncytidlnich embryich Drosofily vedou poruchy DNA pfi mitdze také k defektim
dé€liciho vieténka a k naruseni centrosomu, provazené ztratou centrosomalnich proteind.
Na rozdil od somatickych bunék, je zde vyzadovana ptitomnost CHK?2 kindzy, respektive
jejiho homologu DmCHK2. DmCHK?2 je u Drosofily aktivovan pfi poSkozeni DNA a
lokalizuje na centrosom (43).

V disledku téchto zmén odpada jadro od kortikalni membrany syncytidlniho embrya a
netcastni se dalsiho vyvoje embrya. Mutantni forma DmCHK2 naopak blokuje tento
mechanismus, ktery vyfazuje defektni jadro. Centrosomalni cyklus je tedy propojen se
signalnimi drdhami aktivovanymi pii genotoxickém stresu DmCHK2 kindzou, ktera
iniciuje inaktivaci centrosomu a zajist'uje tak integritu genomu (43).

CHK2 je také upstream regulatorem p53 proteinu, ktery se ucastni procesu duplikace
centrosomu, takze je mozné, ze CHK2 ptisobi inaktivaci centrosomu pies p53. Nicméné
nékteré typy poSkozeni DNA, které aktivuji p53, neaktivuji CHK2, tudiz p53 mulze byt

aktivovan i bez pfitomnosti CHK?2 kindzy. Ta ovSem plisobi i na jiné substraty kromé p53,
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takze muzeme fici, Ze absenci jednoho z téchto hrac¢i neni pierusena signalni driha
zajiStujici adekvatni odpovéd na posSkozeni DNA (41).

V sav¢ich bunkach je aktivni CHK2 lokalizovdna na centrosom pouze pii poSkozeni
DNA, které indukuje jeji fosforylaci na T387 (26). U¢inek CHK2 kinazy je zde velmi
podobny tomu, ktery byl popsan u Drosofily. Zda se, Ze centrosomalni CHK2 pfispiva
k inhibici Cdkl1, a brani tak zahajeni mitosy. Tim je podpofena hypotéza o kooperaci
CHKI1 a CHK2, kde CHKI funguje jako hlavni fyziologicky inhibitor Cdkl, zatimco
CHK2 piispiva svou aktivitou pouze pti poSkozeni DNA (41).

Polo-like kinazy Plkl a PIk3 jsou také soucasti regula¢nich drah vazanych na
centrosom, které ovliviiuji bunécny cyklus. Tyto kindzy jsou reguloviny ATM -
dependentni signalni drahou, aktivovanou naptiklad zastavenim replikace DNA. PIkl je
pusobenim ATM inhibovana, pfi¢emz piidani caffeinu tuto inhibici mize opét zrusit (44).
BRCA-1 a p53 jsou také substraity ATM, ale na rozdil od Plkl jsou fosforylovany
v SQ/TQ regulacni doméng, obsahujici ¢etnd fosforylacni mista pro ATM, kterou Plkl
nema. Z toho lze usuzovat, ze Plk1 je nejspis inhibovana prostiednictvim CHK1 a CHK2.

Plk3 je na druhou stranu ATM — dependentni drahou aktivovana. Ma dulezitou roli v
odpovédi na rizné druhy genotoxického stresu a pii spusténi apoptodzy. Je mozné, Ze se
svou lokalizaci na centrosom ucastni regulace ristu mikrotubula a duplikace centrosomu.
Interakce PIk3 ap53 umoznuje fosforylaci p5S3 na S20, ktera vede k aktivaci této
molekuly (45). K fosforylaci p53 ptispiva také CHK2, ktera muze PIk3 aktivovat. Je
pravdépodobné, ze k této aktivaci dochazi pravé na centrosomu. Plk3 propojuje drahy

senzitizujici poSkozenou DNA a pfispivéa k odpovédi buniky na genotoxicky stres.

6. Zavér

V posledni dobé se objevuje novy pohled na centrosom jako jedno z fidicich center
integrujici pozitivni 1 negativni signalni dréhy, které ovliviuji progresi bunécného cyklu
(55). Ukazuje se, Ze centrosom je nezbytny pro Gi/S i G2/M piechod, kde slouzi jako
meeting-point (misto setkani) regulacnich proteint, jejichz interakce je lokalizaci na
centrosom vyrazn€ usnadnéna. V tomto sméru ma centrosom znacny vliv na pribch a
regulaci bunééného cyklu . S ohledem na mnoZstvi s centrosomem asociovanych proteint

1ze ocekavat stale rostouci pocet jeho regulacnich funkci v Zivotnim cyklu bunky.
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