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Abstrakt

Pfi kazdém bunécném déleni musi dojit k rovnomérnému rozdéleni genetického materidlu do
obou dcefinych bunék. V dalsi fazi se musi chybéjici ¢ast genomu dosyntetizovat. Cely cyklus
podléha regulaci ze strany cyklin-dependentnich kindz (Cdk) ve spolupraci s cykliny. Dojde-li
v priibéhu bunéc¢ného cyklu k poskozeni DNA, signalni drahy kontrolnich bodi potlaci pribéh
cyklem a zajisti, aby se bunlka nedélila, dokud nebude zjednana naprava. Pokud kontrolni body
neplni svoji funkci, dochazi k nddorovému bujeni. Polo-like kinazy (Plk) jsou stejné jako Cdk
dtlezitymi regulatory bunécného cyklu. Plni fadu funkci predevsim v mitéze, ale i v odpovédi
na DNA posSkozeni. Tato prace je zaméfena zejména nalidské homology, nicméné
konzervovanost homologli mezi organismy je znacna, tudiz uvedené poznatky maji obecnéjsi
platnost. Lidské buiiky exprimuji pét proteinli z rodiny Polo-like kindz, z nichz Plk1 odpovida
Polo-like kindzam nizSich eukaryot. Poznatky o ostatnich c¢tyfech kinazach jsou teprve

na vzestupu.
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Abstract

Within the process of cell division, genetic material must be equally distributed between the two
daughter cells. In the next phase, the missing portion of the genome must be synthesized. The
entire cycle is regulated by cyclin-dependent kinases (Cdks) in cooperation with cyclins. If the
DNA is damaged during the cell cycle, signaling pathways of checkpoints supress cycle
progression and enforce the cell cycle arrest until the damage is repaired. Malfunction of the
checkpoints results in tumorigenesis. Polo-like kinases (Plks) are, much like Cdks, important
regulators of the cell cycle. Plks play significant role mainly in the mitosis and also in a response
to the DNA damage. This thesis is focused on human homologues, nevertheless conservation of
homologues among organisms is considerable, thus presented findings are of general relevance.
Human cells express five proteins from the family of Polo-like kinases, from which Plk1
corresponds to Polo-like kinases of lower eukaryotes. Knowledge on the remaining four kinases

is still on the rise.
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Uvod

Buriky prochazi bunétnym cyklem, jehoz hlavni funkci je déleni a rist bunék. Bunécny cyklus
musi byt fadné regulovan, aby nedoslo k nekontrolovatelnému nadorovému bujeni. Hlavnimi
regulatory jsou cyklin-dependentni kinazy (Cdk), které funguji vkomplexu s jejich
aktivatory cykliny. Urovné hladin proteint Cdk se v pribéhu cyklu neméni, zatimco trovné
hladin cyklinl kolisaji v zavislosti na jejich syntéze a destrukci. Komplexy Cdk-cyklin fosforyluji

dalsi proteiny a tim reguluji jejich aktivitu.

S objevem Polo-like kinaz se ukazalo, zZe vedle Cdk jsou v burice i dalsi velmi dtilezité regulatory
bunéc¢ného cyklu. Polo-like kinazy patii do rodiny serin/threoninovych protein kinaz, které jsou
velmi konzervované mezi organismy. Na N-konci maji katalyticky aktivni kindzovou doménu,
ktera jim prisuzuje vlastnost fosforylovat jiné proteiny a tim regulovat jejich aktivitu. Na C-konci
je charakterizuje Polo-box doména obsahujici dvé sekvence zvané Polo-boxy, ktera plni funkci
v lokalizaci proteinu na spravné misto a vregulaci aktivity proteinu. Prvnim objevenym
homologem byl protein polo u Drosophily melanogaster, jehoz mutace vedla k defektim v
mitéze a cytokinezi a dal rodiné jméno. Nasledné byly objevovany dal$i homology u nizsich

eukaryot, u kterych se ukazalo, Ze také maji funkci v mitéze.

Lidské bunky exprimuji pét proteini z rodiny Polo-like kinaz, ale pouze Ctyfi z nich maji
kindzovou aktivitu. Polo-like kindza 1 je protein plnici fadu funkci v mitéze a odpovida svoji
funkci homologiim niZ$ich eukaryot. U¢astni se vstupu buiiky do mitézy po DNA poskozeni,
maturace centrozoml a tvorby délictho vieténka, pripojeni vieténka ke kinetochorim
chromatid, cytokineze a vystupu bunilky z mitézy. Polo-like kindza 2 ma udlohu v duplikaci
centriol, embryonalnim vyvoji kostry a plasticité synapsi. Polo-like kindza 3 pravdépodobné
sehrava roli v rozpadu Golgiho aparatu, regulaci aktinového cytoskeletu, v expresi Cyklinu E, v
pirechodu G1/S fazi a v reakci na DNA poskozeni. Polo-like kinaza 4 se od predeslych Polo-like
kinaz lisi ve své struktui'e. Na C-konci obsahuje pouze jednu Polo-box sekvenci. Funkce Polo-like
kinazy 4 byla dosud zjiSténa pouze v duplikaci centriol. Polo-like kinaza 5 se od zbylych kinaz lisi

absenci kindzové domény, takze postrada katalytickou funkci.

Hlavnim cilem této prace je shrnout dosavadni znalosti o struktuie a funkci Polo-like kinaz

v bunécném cyklu, zejména ze strany lidskych homologd, s dlirazem na Polo-like kinazu 1.
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1 Bunécny cyklus

Uéelem bunééného cyklu je rovnocenné rozdéleni eukaryotické buiiky na dvé nové. Bunéény
cyklus je tvofen ¢tyfmi fazemi: G1 (gap 1), S (syntetickou), G2 (gap 2) a M (mitotickou) fazi. G1, S
a G2 faze jsou souhrnné nazyvany interfaze. Jaderné déleni probiha v M fazi neboli mitoéze a
obvykle byva nasledovano bunécnym délenim zvanym cytokineze. Délka trvani jednotlivych fazi
bunécného cyklu se mezi jednotlivymi druhy organismi lisi. V savéich buiikach cely cyklus trva

ptiblizné dvacet ctyti hodin.

1.1 Interfaze

Interfaze zacina nejdel$i fazi bunécného cyklu a tou je G1 faze. V G1 fazi burnka dortlsta do

velikosti, kterou méla pted délenim a pripravuje se na S fazi.

Jestlize bunika obdrZzi signal k déleni, vstoupi do Sfaze. V Sfazi se duplikuji centrozomy a
replikuje se DNA. Kazdy centrozom obsahuje dvé centrioly: jednu matefskou a jednu dcefinou.
Pri duplikaci se k obéma centriolam syntetizuje nova dcetina centriola, takZe po duplikaci jsou v
buiice pritomny celkem Ctyfi centrioly. Z jedné sesterské chromatidy vznikaji opét dvé, které

jsou k sobé pripojeny pomoci proteinu Kohezinu.

Posledni, nejkratsi ¢ast interfaze je G2 faze. Tato faze je pripravou na mitézu. Butika hromadi

potirebné enzymy a po prekroceni prahové drovneé zac¢ina mitdza.

1.2 M faze
M faze trva priblizné jen jednu hodinu, ale je nejkomplikovanéjsi ¢asti bunécného cyklu. Déje
probihajici v mitéze délime na pét pomysinych celkl: profazi, prometafazi, metafazi, anafazi a

telofazi.

V priibéhu profaze kondenzuje chromatin, jiz duplikovany centrozom putuje k budoucim péltim
buiiky, kde slouZi jako mikrotubuly organizujici centrum (MTOC) a méni se dynamika a
lokalizace mikrotubuldrnich struktur cytoskeletu, které se shromazduji u MTOC a vytvari délici

vieténko.

V nasledujici prometafazi se rozpadda jaderna membrana a délici vieténko se pripojuje
ke kinetochorim chromatid v oblasti centromery chromozému. Na kazdou chromatidu se

pripojuje jedno vieténko z opacného polu, nez na chromatidu sesterskou.

Dynamika délicich vretének zpiisobi vyrovnani chromozémt do ekvatoridlni roviny tzv.
metafazni desticky uprostied mezi pdly bunky. Tim zacind metafaze, ve které chromozoémy
osciluji v ekvatorialni roviné pod napétim mikrotubuli a také dochazi k pripravé na separaci

sesterskych chromatid, které jsou zatim spojeny v oblasti centromery.
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V anafazi dochazi k oddéleni sesterskych chromatid a jejich presunu k opaénym pélim buriky,

které se od sebe také oddaluji.

Posledni fazi je telofaze, pri niZ se obnovuji jaderné membrany kolem dekondenzujiciho

chromatinu na obou pélech buriky.

1.3 Cytokineze

Pfi bunécéném déleni se buiika za¢ina zasSkrcovat v oblasti predchozi metafazni desticky pomoci
aktinomyosinového kontraktilniho kruhu. Vysledkem zaskrcovani je vznik dvou novych bunék

se shodnou genetickou vybavou.

1.4 Regulace bunécného cyklu

Bunécny cyklus je ve svém priibéhu regulovan tremi zakladnimi mechanismy: fosforylaci,
regulovanou transkripci a fizenou degradaci proteinti. Hlavni ulohu vregulaci pomoci
fosforylace sehravaji cyklin-dependentni kinazy (Cdk), které tvori komplexy s cykliny.
Transkripci reguluje E2F transkripni faktor, ktery je inhibovan Retinoblastomovym proteinem
(Rb) (Weintraub et al, 1992) a degradaci proteini zajistuje anafazi-podporujici
komplex/cyklozom (APC/C = anaphase-promoting complex/cyclosome) ve spolupraci

S proteazomem.

1.4.1 Regulace G1/S ptechodu

Vystup z G1 faze je pod kontrolou komplexti Cyklin-dependentni kinaza 4-Cyklin D (Cdk4-
Cyklin D) a Cyklin-dependentni kinaza 6-Cyklin D (Cdké6-Cyklin D). Pfechod G1/S fazi a pribéh
S faze reguluje Cyklin A a Cyklin E v komplexu s Cyklin-dependentni kindzou 2 (Cdk2). Cdk4-
Cyklin D, Cdk6-Cyklin D a Cdk2-Cyklin E jsou zodpovédné za fosforylaci Rb proteinu (shrnuto v
Sanchez & Dynlacht, 2005). Hypofosforylovany Rb protein vazbou na aktiva¢ni doménu E2F
transkripéniho faktoru inhibuje jeho funkci v aktivaci promotort gent ucastnicich se regulace
bunécéného cyklu. Po fosforylaci Rb proteinu dojde k oddéleni E2F transkripéniho faktoru a ten
se stava pozitivnim regulatorem promotord gend a burnka miize pokracovat bunécnym cyklem
(Weintraub et al., 1992). Jednim z takto regulovanych genti je i Cyklin A a Cyklin E (DeGregori et
al., 1995).

1.4.2 Regulace duplikace centrozom

Centrozomy se musi pred zahajenim mitézy duplikovat a k duplikaci musi dojit prave jednou za
kazdy bunécny cyklus. Dullezitym faktorem pro duplikaci centrozomi je Cdk2 v komplexu s

Cyklinem A (Meraldi et al., 1999) nebo Cyklinem E (Hinchcliffe et al., 1999), ktera fosforyluje Rb
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protein (Akiyama et al., 1992), ktery dale aktivuje transkripcni faktory z rodiny E2F (Meraldi et
al,, 1999), stejné jako v pripadé regulace G1/S prechodu.

1.4.3 Regulace G2/M piechodu

Vstup do mitézy je rizen aktivaci komplexu Cyklin-dependentni kinaza 1-Cyklin A (Cdk1-
Cyklin A) a Cyklin-dependentni kindza 1-Cyklin B (Cdk1-Cyklin B) a jeho naslednym presunem
z cytoplazmy do jadra.

a G2/M faze

)

Cdc25

Thr1dP Tyr15P T “-\\Thr‘ld Twis
W \__ z
.r,»-’" -"“\ i’E; A== === lr/" " ""\I.

| Cak1 | | = P Cki |
CkinB__| ~ CykinB

. Mea h:tiunf. : Aktivni
Cdk Cdk

b Kontrolni bod poSkozeni DNA

Poskozeni J_
| ﬁ- M}"“J‘W%il

Obr. 1 Regulace aktivity komplexu Cyklin-dependentni kinaza 1-Cyklin B (Cdk1-Cyklin B).

a G2/M faze: Komplex Cdk1l-Cyklin B je v disledku inhibi¢ni fosforylace kinazami Mytl/Weel na
threoninu 14 (Thr14) a tyrosinu 15 (Tyr15) neaktivni. Po defosforylaci fosfatdzou Cdc25 dojde k aktivaci
komplexu a ten zpétné fosforyluje Cdc25 a Myt1l/Weel a tim je aktivuje, respektive inhibuje. Plk1 prispiva
k aktivaci komplexu Cdk1-Cyklin B fosforylaci, ktera aktivuje Cdc25 a inhibuje Mytl/Weel. Plk1 dale
fosforyluje a aktivuje Cyklin B.

b Kontrolni bod poSkozeni DNA: Pri poSkozeni DNA dojde k inhibici Plk1 a nasledkem toho k potlaceni
aktivity komplexu Cdk1-Cyklin B mechanismem popsanym v bodé a.

Pfevzato a upraveno z (Barr et al.,, 2004).

Protein kinaza Weel (Weel) inhibuje Cyklin-dependentni kinazu 1 (Cdk1 nékdy oznacovanou
Cdc2 c¢i p34) fosforylaci na tyrosinu 15 (Tyrl5) a brani tim nastupu mitézy (McGowan and
Russell, 1993). Membrane-associated tyrosine- and threonine- specific Cdc2-inhibitory kinaza

(Myt1) fosforyluje Cdkl na threoninu 14 (Thr14) i Tyrl5 (Mueller et al, 1995) a touto
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posttranslacni modifikaci brani aktivaci komplexu a jeho translokaci do jadra (Wells et al,,

1999), viz Obr. 1 a.

Cyklin-dependentni kindza 7 (Cdk7), ktera vkomplexu s Cyklinem H slouzi jako cyklin-
dependentni kindzu aktivujici kindza (CAK) (Fisher & Morgan, 1994; Larochelle et al., 1998),
fosforyluje a aktivuje Cdk1 na threoninu 161 (Thr161) a tim umoznuje jeji vazbu s Cyklinem A
nebo B (Ducommun et al,, 1991). Polo-like kindza 1 (Plk1) fosforyluje Cyklin B na serinu 147
(Ser147) (Toyoshima-Morimoto et al.,, 2001) Obr. 1 a. Protein fosfataza Cell division cycle 25
(Cdc25) je antagonistou k Weel a Mytl a defosforyluje podjednotku Cdk1l komplexu Cdk1-
Cyklin B na Thr14 a Tyr15, ¢imz se komplex aktivuje, viz Obr. 1 a (Strausfeld et al., 1991).

Nadrazenym regulatorem aktivace Cdk1-Cyklin B je Cdk1-Cyklin A, ktery inaktivuje Weel a
tudiZ nedochazi k fosforylaci a inaktivaci Cdk1-Cyklin B. (Fung et al., 2007).

1.4.4 Separace chromatid

Rozchodem chromatid kopatnym po6lim bunky =zacind anafaze. Chromatidy jsou
od pocatku S faze, kdy se zacina replikovat DNA, spojeny Kohezinovym komplexem (Michaelis et
al, 1997). V profazi se neproteolytickou cestou rozrusi komplex na ramenech chromozému
(Darwiche et al.,, 1999), ale je ponechdn v oblasti centromery (Waizenegger et al., 2000). Na
zaCatku anafaze dochazi k proteolytickému stépeni centromerického Kohezinu protedzou
Separaza (Uhlmann et al, 2000). Aby byla Separaza neaktivni az do anafaze nese inhibi¢ni
fosforylaci, ktera musi byt zruSena pro aktivaci proteinu (Stemmann et al., 2001) a sdruZuje se
s proteinem Sekurinem, ktery brani pristupu substratu kaktivnimu mistu Separazy
(Waizenegger et al., 2002). V anafazi dojde k proteolytické degradaci Sekurinu pomoci APC/C a
aktivaci Separazy (Zou et al, 1999). Vtelofazi se Kohezin opét pripojuje k chromatidam

(Darwiche et al., 1999).

1.4.5 Anafazi-podporujici komplex/cyklozom (APC/C)

Anafazi-podporujici komplex/cyklozém je svoji funkci ubiquitin ligaza ¢ili enzym, ktery na jiné
proteiny postupné pripojuje peptidy ubiquitinu, ¢imZ je oznaéi k degradaci pomoci 26S
proteazomu (Sudakin et al, 1995). APC/C je aktivovan vazbou proteinu Cell divison
cycle 20 (Cdc20) nebo Cdc20 homolog 1 (Cdhl) (Fang et al, 1998a). Specifita degradace
proteint zavisi na APC/C komplexu a je dana pritomnosti konkrétni sekvence aminokyselin u
substratu, takzvaného destrukéniho boxu neboli D-boxu (Sudakin et al., 1995), anebo KEN boxu

pouze v pripadé, je-li aktivatorem Cdh1 (Pfleger and Kirschner, 2000).

Pro vazbu Cdc20 na APC/C, ktery tim aktivuje, je nutna jeho ptedchozi fosforylace, kterou
zajistuje Cdk1 a Plk1 (Golan et al.,, 2002). Naopak fosforylace Cdh1, ktera trva od S faze do konce
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M faze, je inhibi¢ni a za téchto podminek se nevaze na APC/C a nemiiZe ho proto aktivovat

(Kramer et al., 2000).

Tento komplex se GCastni zahajeni anafaze zprostredkovanim degradace proteinu Sekurinu (Zou
et al,, 1999) a dale hraje vyznamnou roli pfi vystupu bunky z mitézy inaktivaci Cdk1-Cyklin B
proteolyzou Cyklinu B (shrnuto v van Leuken et al., 2008).

2 Kontrolni body bunécného cyklu

Bunécny cyklus je velmi komplikovany déj, proto musi byt diisledné kontrolovan.

Dilezitym kontrolnim bodem G1 faze je restrik¢ni bod (R bod), ve kterém se urci, zda se burika
bude dale délit, ¢i setrva v G1 fazi z diivodu nedostatku Zivin, nebo prejde do GO faze po obdrzeni
signalu k diferenciaci v urcity bunécny typ. U nadorovych bunék je restrik¢ni bod potlacen
obdrZenim signalu k dalSimu déleni bez ohledu na stav buriky a jejtho okoli a burika se zacne

nekontrolovatelné délit.

Dojde-li v G1 fazi k poskozeni DNA, aktivuje se G1 kontrolni bod, ktery zabrani progresi do

S faze, aby se poskozeni opravilo diiv, neZ se DNA bude replikovat a dédit do dalsich generaci.

Poskozeni DNA se ale miiZze objevit i v pribéhu syntézy DNA, proto ma buiika kontrolni

mechanismus i v ramci S faze.

Neni-li DNA doreplikovana, ¢i doslo-li k jejimu poSkozeni, G2/M kontrolni bod zptisobi setrvani

v G2 fazi.

Mitoticky kontrolni bod neboli kontrolni bod pripojeni déliciho vieténka (SAC = spindle
assembly checkpoint) kontroluje spravnost pripojeni délictho vieténka na chromatidy a

v ptripadé nalezeni defektu burika setrvava v tomto bodé€, dokud neni zjedndna naprava.

Dojde-li k naruseni funkce kontrolniho bodu mutaci, ktera zptlisobi sniZzenou nebo zvySenou
expresi, nadmérnou aktivitu ¢i inaktivaci libovolného proteinu signalni drahy, mize dojit
k nddorovému bujeni. Ve vétSiné lidskych nadort byva nefunkeni restrikéni bod, naopak G2/M

kontrolni bod je narusen ziidka (shrnuto v Molinari, 2000).

2.1 Restrikéni bod (R bod)

Hlavnim Ccinitelem restrikénitho bodu je Rb protein. Do restrikéniho bodu je Rb protein
hypofosforylovany a jeho aktivita inhibujici rtist buriky je zapnuta. Ma-li buiika dost zivin a
podnétl k déleni, dojde v R bodé k hyperfosforylaci Rb proteinu a jeho inhibici. Bunika muze

pokracovat v cyklu prechodem z restrik¢niho bodu do S faze (shrnuto v Zetterberg et al., 1995).
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2.2 G1 kontrolni bod reagujici na poSkozeni DNA

Signalni draha reagujici na DNA poSkozeni v G1 fazi je zavisla na proteinu p53. Protein p53
plsobi jako transkrip¢ni faktor gent, které funguji v drahach zavislych na p53 (Yu et al.,, 1999).
Za normalniho stavu je koncentrace p53 v buiice nizka diky kratkému polocasu Zivota. Aktivita
p53 je negativné regulovana proteinem Mouse double minute 2 (Mdm2), ktery slouZi jako jeho
ubiquitin ligaza (Honda et al.,, 1997), ale zaroven tUroven transkripce Mdm2 zavisi na p53 a jeho
aktivité regulované Mdm?2, takZe se jednd o smycku zpétnovazebné autoregulace (Wu et al,,
1993). Pfi DNA poskozeni se aktivuje kindza Ataxia telangiectasia mutated (ATM), ktera
fosforyluje a aktivuje protein Checkpoint kindza 2 (Chk2) (Ahn et al, 2000), ktery nasledné
fosforyluje p53 na serinu 20 (Ser20) a rozrusi vazbu s Mdm2 (Chehab et al.,, 2000). Zaroveni
dojde k fosforylaci p53 na serinu 15 (Ser15) kindzou ATM (Canman et al,, 1998) nebo Ataxia
telangiectasia and Rad3-related (ATR) (Lakin et al., 1999), ktera brani navazani dalstho Mdm2 a
tim vzroste hladina p53 v burice (Shieh et al., 1997).

Mezi proteiny transkribované po indukci p53 patii Inhibitor Cyklin-dependentni kinazy 1 (p21),
ptivodné pojmenovany jako Waf1, nékdy také oznacovany Cip1, ktery potlacuje rist naddorovych
bunék (el-Deiry et al., 1993). Protein p21 se vaZe na komplexy Cdk4-Cyklin D, Cdk6-Cyklin D a
Cdk2-Cyklin E. Pokud je navazana pouze jedna molekula p21, komplexy ziistavaji aktivni. Vazba
vice molekul p21 vSak komplexy inhibuje a tim brani burice v prechodu z G1 do S faze (Harper et
al,, 1995). Je-li p21 inaktivovan, pokracuje burika bunéénym cyklem i pres poskozeni DNA (Deng
et al,, 1995). Je-li naopak jeho exprese zvySena, dochazi k zastaveni buiiky v G1 fazi (Harper et
al.,, 1995).

Protein p53 je mutovan u mnoha typi nadort, predevsim solidniho typu, s cetnosti 0-60 %.
U nékterych histologickych subtypli dokonce s Cetnosti nad 80 % (shrnuto v Greenblatt et al.,
1994).

2.3 S-fazovy kontrolni bod

Tento kontrolni bod reaguje na poSkozeni DNA, napi. ozarenim, nebo vyCerpani
deoxyribonuklotidtrifosfati (ANTP), napt. aplikaci hydroxyurey (HU) a pouziva dva mechanismy
regulace. Prvni spociva v zabranéni tvorby novych replikacnich pocatki a druhy zpomaluje
postup replikac¢ni vidlicky po vlaknech DNA. Prvni jmenovanéa regulace je globdalni a postihuje
vSechny replikacni pocatky bez ohledu na misto vyskytu DNA poskozeni. Druha regulace miize

byt globalni i lokalni a tykat se pouze mist s poSkozenim (shrnuto v Willis & Rhind, 2009).

Zabranéni tvorby replikacnich poc¢atkil iniciuje komplex Double-strand break repair protein -

DNA repair protein Rad50 - DNA repair protein Xrs2 (Mrell-Rad50-Xrs2), ktery lokalizuje
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kinazu ATM do mist dvouvlaknovych zlom@ na DNA. ATM aktivuje Chk2 kinazu a ta fosforyluje
Cell division cycle 25A (Cdc25A) a ridi ji k degradaci. TudiZ Cdc25A nedefosforyluje a neaktivuje
komplex Cdk2-Cyklin E, ktery zprostredkovava nasednuti replika¢niho inicia¢niho proteinu Cell

division cycle 45 (Cdc45) na replika¢ni pocatek (Falck et al.,, 2002).

ATR je lokalizovana k poskozené replikacni vidlicce rozpoznanim jednoretézcové DNA, ktera
vznikla pri poSkozeni. Substraty ATR jsou Checkpoint kindza 1 (Chk1), Rb protein a Replika¢ni
protein A, které pak reguluji syntézu DNA (Liu et al,, 2007).

2.4 G2 /M kontrolni bod

Dojde-li v buiice kpoékozeni DNA pf‘ed nastupem mit(')zy, kontrolni mechanismus zabrani
na Thr14 a Tyrl5 (Jin et al, 1996). Toho je docileno inaktivaci fosfatazy Cdc25 fosforylaci na
serinu 216 (Ser216) kindzami Chk2 a Chk1 a vazbou s proteiny rodiny 14-3-3, znazornéno na
Obr. 2 (Peng et al, 1997; Sanchez et al, 1997). Chk2 aktivuje fosforylace proteinem ATM
(Chaturvedi et al., 1999) a Chk1 fosforylace proteinem ATR (Liu et al., 2000).

DNA poskozeni
ps3 —p  14-3-8
transkripce
ATM/ATR l

Chk2/ E Chk2-P/
Chk1 Chk1-P 14-3-3
Cdc25 E I Cdc25 \_\ Cdc25

(aktivni) S216-P 8216 P
14- 3 3
Cdk1 Cdk1
Y15-P Y15
(inaktivni) : i (aktivni)
l Wee 1 l
Setrvani v G2 Vstup do mitozy

Obr. 2 Model pirenosu signalu kontrolniho bodu po DNA poskozeni. Pfi DNA poskozeni se aktivuje
protein ATM/ATR, ktery fosforylaci aktivuje Chk2/Chk1. Chk1 nasledné fosforyluje Cdc25 na serinu 216
(Ser216), ¢imz ho inaktivuje. DNA poSkozeni zaroveil aktivuje protein p53, ktery indukuje transkripci
proteind z rodiny 14-3-3 a které interaguji s Cdc25 a tim pomahaji jeho inaktivaci. V levém dolnim rohu je
znazornéna role aktivacni defosforylace Cdk1l fosfatdzou Cdc25 pri vstupu do mitdézy a antagonisticka
kinaza Weel, ktera Cdk1 inaktivuje fosforylaci na tyrosinu 15 (Tyr15). Prevzato a upraveno z (Nurse,
1997).
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Dalsi tulohu sehrava potlaceni transkripce Cdk1 a Cyklinu B proteinem p53 (Taylor et al., 1999).
Protein p53 se tcastni na aktivni eliminaci Cyklinu B z jddra diky jadernému exportnimu signalu
(NES = nuclear export signal), ktery Cyklin B obsahuje (Toyoshima et al., 1998) a také vazbé
na protein 14-3-3 sigma, jehoz transkripce je indukovana proteinem p53 (Hermeking et al,

1997) a ktery zadrzuje Cyklin B v cytoplazmé (Chan et al., 1999b).

2.5 Kontrolni bod pripojeni déliciho vireténka (SAC)

M kontrolni bod signalizuje do té doby, dokud je néktery kinetochor neptipojeny k délicimu

vireténku (Rieder et al., 1994) a neni pod napétim sil (Li and Nicklas, 1995).

V profazi komplex sestavajici se z kindzy Aurora B a z proteinu Inner centromere protein
(INCENP) indukuje lokalizaci proteinu Mitotic checkpoint serine/threonine-protein kinaza Bub1
(Bub1) na Kkinetochory (Vigneron et al., 2004). Bub1l je dilezity pro naslednou lokalizaci
proteinii Mitotic checkpoint serine/threonine-protein kindza Bubl beta (BubR1), Mitotic
checkpoint protein Bub3 (Bub3), Centromere-associated protein E (CENP-E), Mitotic spindle
assembly checkpoint protein Mad1 (Mad1) a Mitotic spindle assembly checkpoint protein Mad2
(Mad2) (Johnson et al., 2004; Sharp-Baker & Chen, 2001).

BubR1 rozpoznava nepripojeny kinetochor pomoci molekularntho motoru CENP-E (Chan et al,,
1999a). Mad1 interaguje s Mad2 a méni jeho konformaci (Luo et al,, 2002). Mad2 se poté jako
tetramer navaze na komplex APC-Cdc20, ktery zainhibuje, aby nesStépil Sekurin a bunka setrva
skladajici se z komplexu proteini BubR1-Bub3-Cdc20-Mad2 nazvany komplex mitotického
kontrolniho bodu (MCC = mitotic checkpoint complex) (Sudakin et al., 2001). Faktor Cdc20 je

kromé toho inaktivovan fosforylaci proteinem Bub1 (Tang et al., 2004).

Cdk1 fosforyluje Bub1l a podjednotku INCENP komplexu Aurora B-INCENP. Bub1l a komplex
Aurora B-INCENP nasledkem toho vazi Polo-like kinazu 1 (Plk1) a lokalizuji ji na kinetochory
(Goto et al, 2006; Qi et al., 2006). Plk1 je zodpovédna za tvorbu 3F3/2 fosfoepitopu, ktery
signalizuje kinetochor bez pripojeného vireténka a tudiz i bez napéti (Ahonen et al.,, 2005) a také
fosforyluje podjednotky APC/C komplexu, ktery pak s vétsi afinitou vaze Cdc20 a aktivuje se
(Golan etal., 2002).

Podrobnéjsi mechanismy fungovani kontrolnich bodi jdou nad ramec této prace, proto je zde

nebudu vice diskutovat.
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3 Polo-like kinazy

3.1 Obecna charakteristika Polo-like kinaz

Polo-like kinazy (Plk) jsou proteiny s kindzovou enzymatickou aktivitou. To znamena, Ze
katalyzuji ptrenos fosfatové skupiny na jiny protein a tim reguluji jeho aktivitu nebo stabilitu
nebo lokalizaci a jiné. Patfi do rodiny serin/threoninovych protein kinaz, které prenasi fosfat
na aminokyselinové zbytky serinu a threoninu. Ve vétSiné pripadd byvaji samy regulovany
fosforylaci nadfazenymi kindzami nebo autofosforylaci.

| Katalyticks doména Polo-box 4‘
|
|
|
|
l
|

Polo {Dm) N l:]:] | _-_ | 577

Plk1 (Hs) v TIC [ N S

cdespise) N[ | [ || 705

Plot (Sp) NCTH [ || | 683

thplk (Tb) M i | — i ) 767

Obr. 3 Sekven¢ni srovnani homologi z rodiny Polo-like kinaz. Polo (Dm = Drosophila melanogaster),
Plk1 (Hs = Homo sapiens), Cdc5p (Sc = Saccharomyces cerevisiae), Plol (Sp = Schizosaccharomyces
pombe), tbplk (Tb = Trypanosoma brucei). Pfevzato a upraveno z (Nigg, 1998).

Prvnim pozorovanym proteinem z této rodiny byl protein polo u Drosophily melanogaster, jehoz
mutace zplsobuje abnormality v mitéze (Sunkel and Glover, 1988) a poruchy cytokineze
(Carmena et al., 1998) a podle néhoz tato rodina proteint dostala sviij nazev. V pucici kvasince
Saccharomyces cerevisiae a délici se kvasince Schizosaccharomyces pombe, byl dosud objeven
pouze jeden homolog z rodiny Polo-like kinaz a to Cell division cycle 5 (Cdc5) (Kitada et al,,
1993), respektive Plol (Ohkura et al, 1995). Defekty zplisobené jejich mutaci odpovidaji
proteinu polo, avSak jsou zde drobné odchylky, které jsou zpiisobené evolu¢né vyvinutymi

odliSnymi mechanismy déleni.

U obratlovcd, jako je Zaba Xenopus laevis, jiZ nachazime vice homologtl s rtiznymi funkcemi a
expresi v pribéhu bunécného cyklu. Plx1 se da prirovnat k proteinu Drosophily polo a ke
kvasinkovym homologiim Cdc5 a Plol (Kumagai and Dunphy, 1996). Dale se v buikach
exprimuje Plx2 a PIx3 (Duncan et al,, 2001).
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V soucasné dobé je znamo pét lidskych homologi proteinii Polo-like kinaz: Plk1, P1k2, P1k3, Plk4
a PIk5. Nejprobadanéjsim homologem plnicim fadu funkci v priibéhu mitézy je Plk1. PIk2 a Plk4
maji hlavni tlohu v duplikaci centriol a P1k3 se ticastni kontrolniho bodu poSkozeni DNA. PIK5 je
exprimovana v nervovych a gliovych bunkach a ptisobi proti vzniku nddoru mozku, postrada
vSak kindazovou doménu a tedy i enzymatickou aktivitu (de Carcer et al., 2011), proto se ji
nebudu ve své praci detailnéji zabyvat. Sekvencni homologie mezi proteiny z rodiny Polo-like

kinaz je vysok3, jak ukazuje Obr. 3 a z té vyplyva i strukturni a funkéni homologie.

3.2 Polo-like kinaza 1 (Plk1)

3.2.1 N-terminalni doména

N-termindlni doména, také zvana katalytickd, ma enzymatickou ulohu. Vaze protein a
adenosintrifosfat (ATP) nebo guanosintrifosfat (GTP), ze kterého prenasi y-fosfatovou skupinu
na funkéni hydroxylovou skupinu serinu nebo threoninu navazaného proteinu. Doménu lze
strukturné clenit na dvanact mensich subdomén, jejichZ sekven¢ni motivy jsou mezi organismy

velmi konzervovany (shrnuto v Hanks & Hunter, 1995).

3.2.2 T-smycka
T-smycCka, nékdy zvana aktivacni, protoZe jeji fosforylace je potfeba k plné aktivaci kinazy
(shrnuto v Archambault & Glover, 2009). Zasadni aminokyselinou této oblasti, na které se

fosforylace odehravj, je threonin 210 (Thr210), viz Obr. 4 (Jang et al., 2002a).

Kinazova domena PED
PB1 _ PB2

[Thrz10 || Argaa7
iT_-Emréki:L D-box J

Obr. 4 Schéma struktury Polo-like kinazy 1 (Plk1). Kinazova doména obsahuje tzv. T-smycku neboli
aktiva¢ni smycku, na které dochazi na threoninu 210 (Thr210) k aktiva¢ni fosforylaci. Destrukéni box (D-
box) je sekvence tidici Plk1 k destrukci proteazomem. Polo-box doména (PBD) obsahuje Polo-box 1 (PB1)
a Polo-box 2 (PB2) sekvence. Pfevzato a upraveno z (Barr et al., 2004).

3.2.3 D-box

Destrukéni box neboli D-box zndzornény na Obr. 4 je sekvence aminokyselin rozpoznavana
APC/C komplexem vazajicim Cdh1l aktivator, ktery Plk1l oznac¢i polyubiquitinem a urci

k destrukci proteazomem (Lindon and Pines, 2004).
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3.2.4 C-terminalni doména

C-termindlni doména neboli Polo-box doména (PBD) obsahuje dvé strukturné homologni
sekvence zvané jako Polo-boxy, viz Obr. 4 (Elia et al., 2003a). Tato doména hraje dileZitou roli
v lokalizaci Plk1 a pro spravnou funkci jsou dilezité oba Polo-boxy (Seong et al., 2002). Je to
fosfopeptid-vazebna doména vazajici fosfoserin (pSer) nebo fosfothreonin (pThr). Vazba
fosfopeptidu umoZziuje Plk1 specificky lokalizovat v bunce (Elia et al., 2003b). Tryptofan 414
(Trp414) je nejvyznamnéjsi aminokyselinou C-terminalni domény. Mutace v této aminokyseliné
nebo delece celé C-termindlni domény zptsobuje neschopnost Plk1 lokalizovat na spravné misto

a plnit tak svoji funkci (Lee et al., 1998).

Ze ziskanych experimentalnich dat vyplyva, Ze C-terminalni doména se také ucastni regulace
aktivity Plk1 vazbou na kinazovou doménu, ¢imz jeji aktivitu inhibuje. Pfi expresi mutantni Plk1
s deletovanou C-termindlni doménou v sav¢ich burikdch byla aktivita Plkl nékolikanasobné
vySS$i, nez u prirozené se vyskytujici ,wild type“ (wt-Plk). Provedeny dvouhybridovy systém

interakci mezi N- a C-terminalni doménou potvrdil (Jang et al., 2002b).

Po fosforylaci Thr210 v oblasti T-smycky se vazba mezi obéma doménami rozrusi a kindzova
doména se stava aktivni. Pri substituci threoninu za kyselinu asparagovou (T210D), ktera
imituje fosforylaci, nedochazi k vazbé C-terminalni domény na kindzovou doménu a aktivita této

mutantni kinazy je shodna s C-deletovanou kinazou. (Jang et al., 2002b)

3.2.5 Exprese a aktivita Plk1

Gen pro lidskou Plk1 je lokalizovan na chromozému 16p na lokusu 11.2-13.1. Otevieny Cteci
ramec koduje oblast dlouhou 603 aminokyselin, ze které se sklada protein o velikosti 68 254
daltonti. K expresi tohoto genu dochazi v aktivné se délicich buiikach (Golsteyn et al., 1994). Je-li
exprese Plk1 uméle umlcena, nedochazi k proliferaci bunék, coz svédci o jeji nezanedbatelné roli
v bunécném déleni (van Vugt et al.,, 2004a). Hladina Plk1 v burnice je nejvyssi na zacatku mitézy,
setrvava 30 minut a po jedné hodiné s piechodem buiiky do G1 faze klesd mnozstvi proteinu na
minimum. V priibéhu S faze se exprese postupné zvysuje az v G2/M prechodu kulminuje
(Golsteyn et al., 1994). Kinazova aktivita proteinu koreluje s jeho expresi. Maximalni je v M fazi,
avSak namérené hodnoty aktivity pro mitotické buriky byly 4-6krat vétsi, nez by byly pro stejné
mnozstvi interfaznich bunék (Golsteyn et al., 1995). Tento znac¢ny nardst aktivity je dan regulaci
na posttranslacni trovni (Golsteyn et al.,, 1995), konkrétné pomoci fosforylace (Mundt et al.,

1997).

Nejvyznamnéjsim fosforyla¢nim mistem slouzicim k aktivaci Plk1 béhem mitdzy je threonin 210

(Thr210). Pred vstupem do mitézy dojde k fosforylaci Thr210 kinadzou Aurora A, ktera je
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aktivovana Kkofaktorem Bora (Mactrek et al., 2008). Pri substituci threoninu za Kyselinu

asparagovou (T210D), ktera imituje fosforylaci, se aktivita Plk1 zvysila (Jang et al., 2002a).

Pro autofosforylaci jsou diilezité serinové zbytky, avSak autofosforylace neni déjem ucastnicim

se aktivace Plk1 v priibéhu mitézy (Jang et al., 2002a).

3.2.6 Lokalizace Plk1 v burnce

Plk1 se ucastni v priibéhu mitézy mnoha procest a tomu odpovida i jeji lokalizace v burice. Od
profaze do metafaze se nachazi na centrozomech (Golsteyn et al., 1995). V anafazi se koncentruje
v oblasti ekvatoridlni roviny, kde dochazi k prekryvu délicich vietének zopaclnych pdli
(Golsteyn et al.,, 1995) a na konci telofaze se hromadi v kontraktilnim prstenci (Arnaud et al.,
1998). Po celou dobu mitézy od profiaze do telofdze byla zjiSténa pritomnost Plk1l na

kinetochorech chromozémi (Arnaud et al., 1998).

3.2.7 Role PIk1 v prib&hu mitdzy
3.2.7.1 Vstup do mitozy

Synchronizaci a naslednym uvolnénim Plk1-umléenych bunék z G1/S rozhrani bylo zjisténo, Ze
Plk1 se neucastni normalniho vstupu do mitdzy, nebot burky pii vstupu do mitoézy vykazovaly
shodnou kinetiku s kontrolni linii a poruchy bunécného déleni souvisely aZ s naslednym
priabéhem mitézy (van Vugt et al., 2004a), nebo byl nastup mitdzy pouze zpozdén (Sumara et al.,
2004).

Plk1 ale sehrava vyznamnou ulohu pti opétovném vstupu buinky do mitézy z G2 kontrolniho
bodu po opraveni DNA poskozeni (van Vugt et al.,, 2004b). Plk1 fosforyluje kindzu Weel na
serinu 53 (Ser53), ¢imz zpisobi degradaci Weel (Watanabe et al., 2004) a obnoveni bunécného
cyklu (van Vugt et al, 2004b) a také fosforyluje a inaktivuje Mytl (Nakajima et al., 2003),
respektive aktivuje Cdc25, jak ukazuje Obr. 1 a (Toyoshima-Morimoto et al.,, 2002). Dojde-li
vpriabéhu G2 faze k nespravné kondenzaci chromozémili nebo nedoreplikovani a jinému
poskozeni DNA, spusti se Ataxia telangiectasia and Rad3 related (ATR)-signalni draha, ktera
indukuje zastaveni déleni buiiky v G2 kontrolnim bodé (Deming et al., 2001). Pii DNA poskozeni
je inhibovana aktivace Plk1 a nedojde ke spusténi mitézy, cozZ znazoriiuje Obr. 1 b. Mechanismus
kontroly poskozeni DNA je aktivni i v priibéhu mitdézy a pri poskozeni DNA aktivitu Plk1 prerusi
(Smits et al.,, 2000).

3.2.7.2 Centrozomova maturace a tvorba déliciho vieténka

Plk1l je potrebna pro spravnou maturaci centrozomii a pro asociaci y-tubulinu, jakoZto
nukleacniho jadra déliciho vireténka. Byla-li jeji funkce blokovana mikroinjekci protilatky proti

Plkl do HeLa bunék, centrozomy se zduplikovaly, ale nebyly schopné dosdhnout funkcni
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velikosti a separovat se k opa¢nym pdliim buriky. V disledku toho nedochazelo ke spravnému
rozchodu chromozémi a naslednému dokoncéeni mitézy a hromadily se burnky
s neseparovanymi chromozémy v metafazni desti¢ce, s mikrojadernym ¢i multijadernym

fenotypem nebo jinymi abnormalitami v separaci DNA (Lane and Nigg, 1996).

Tuto skutecnost potvrdily i experimenty s bunkami transfekovanymi konstrukty pro RNA
interference (RNAi) za vyuziti mikroskopovaci techniky. Do buniky byl vnesen konstrukt se
sekvenci komplementarni Kk mRNA proteinu, takze dochazelo k parovani obou RNA a vnesena
RNA stépila mRNA Plk1, takZe nedochdazelo k translaci proteinu. Tim bylo docileno toho, Ze
protein v bunce nebyl pritomny. K duplikaci centrozomii dochazelo i za neptitomnosti Plk1,
avSak nedoslo k jejich oddaleni na opacné poély buriky a nebyla pozorovana funkce centrozomt
jakoZto nukleacniho centra pro mikrotubuly délictho vieténka. Buiiky tudiZ nebyly schopné
sestavit funk¢ni aparat pro separaci chromozému a zastavily své déleni v prometafazi (Sumara

etal, 2004; van Vugt et al., 2004a).

Bylo zjiSténo, Ze vbunlkach bez exprimované Plk1l vlakna déliciho vieténka polymeruji a
dokonce i interaguji s kinetochory, ale jsou monopoldarntho charakteru, jejich orientace je
neusporadana a vazba ke kinetochorlim je nestabilni (Sumara et al., 2004; van Vugt et al,

2004a).

3.2.7.3 Ptipojeni dé€liciho vieténka ke kinetochorim

Nedostatek Plk1 zptlisobuje neschopnost uskutecnéni spravného napéti na kinetochorech, ktera
je dana vytvorenim nefunk¢niho (napf. monopolarniho) déliciho vieténka a bunka tedy nemtize
opustit kontrolni bod pripojeni déliciho vieténka ke kinetochoriim (Sumara et al, 2004; van
Vugt et al., 2004a). Protein Survivin se ucastni signalizace nedostatku napéti na kinetochorech
v kontrolnim bodu ptipojeni déliciho vireténka (Lens et al., 2003). Pri potlaceni kontroly napéti
na kinetochorech umlcenim exprese proteinu Survivin, doslo k vystupu bunky z mitézy, coz

predpoklada jinak spravny priibéh ostatnich déjt v bunce (van Vugt et al., 2004a).

3.2.7.4 Cytokineze

Metody chemické genetiky vyuZzivajici specifické inhibitory proteind, které zablokuji protein
v buiice témér okamzité, prinesly moZnost objasnit roli Plkl pfi cytokinezi. Tato metoda
umoznuje aplikovat inhibitor a blokovat protein az v pozdnich fazich mitézy a tim se vyhnout
funkci Plk1 v mit6ze pomoci RNAi toto neumoznovaly. Pti blokaci Plk1 inhibitorem nedochazi k
lokalizaci proteind potrebnych pro cytokinezi v oblasti prekryvu délicich vietének z opacnych

poli a tedy ani k tvorbé kontraktilniho prstence (Burkard et al., 2009).
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Plk1 lokalizuje v oblasti piekryvu délicich vietének z opacnych péli a vaze Rac GTPazu-
aktivujici protein 1 (RhoGAP Cyk-4), ktery fosforyluje. Tato fosforylace je zodpovédna za vazbu a
aktivaci GDP-GTP vyménného faktoru Epithelial cell-transforming sequence 2 oncogene

(RhoGEF Ect2) (Burkard et al., 2009).

Pro polymeraci aktinu a aktivaci myosinu II kontraktilniho kruhu je potreba GTP fosfohydrolaza
(GTPaza) z rodiny Rho, Transformujici protein RhoA (RhoA). VaZe-li GTPaza guanosintrifosfat
(GTP), je aktivni, vaze-li guanosindifosfat (GDP), je neaktivni. K vyméné GDP za GTP slouzi GDP-
GTP vyménny faktor Ect2. Hydrolyze GTP na GDP pomaha Cyk-4 (Piekny et al.,, 2005).

3.2.7.5 Vystup z mitdzy

V dobé relokalizace Plk1 zkinetochori do oblasti kontraktilniho kruhu dochazi ke sniZeni
hladiny proteinu vburice proteolytickou degradaci komplexem APC/C. Tato degradace
umoziiuje vystup z mitézy a trva do zapoceti G1 faze. Sekvenci dtilezitou pro tuto degradaci je
motiv RxxL zvany jako destrukcni box (D-box). Substituce argininu ¢i leucinu za alanin zptsobila

setrvani v anafazi (Lindon and Pines, 2004).

Plk1 se ucastni vystupu z mitdzy jesté neprimou cestou, kdy po aktivaci fosforylaci Cdk1-Cyklin
B komplexem ma schopnost fosforylovat tii podjednotky APC/C komplexu a tim ho aktivovat
k degradaci Cyklinu B, ktera je dilezita k vystup z mit6ézy (Kotani et al., 1998). Je-li v priibéhu
mitézy aktivovan kontrolni bod poSkozeni DNA, dojde kinaktivaci Plkl a v disledku toho
k inhibici degradace Cyklinu B, ktera je zavisla na funk¢ni Plk1 a nezbytna k opusténi M faze

(Smits et al.,, 2000).

3.2.8 Plk1 v nadorech

Plk1 je vporovnani snormalnimi butikami nadmérné exprimovana v nékterych nadorech,
napriklad v rakoviné prsu, vajecniku, délohy, kize, zaludku a jinych. Jeji hladina exprese
odpovida klinicko-patologickému obrazu nadoru (stadiu vyvoje, metastazim a dobé preziti
pacientli) a proto by mohla slouzit jako ukazatel toho, sjakou pravdépodobnosti je nador
léc¢itelny (shrnuto v Weifs & Efferth, 2012). Pokusy s inhibici Plkl pomoci RNAi u
meduloblastomii vedly k nadéjnym vysledklim. Snizila se klonogenni schopnost nadorovych
bunék, schopnost zmnoZzovat se a naopak doslo k nartistu apoptdzy. Podobné vysledky prinesly i
experimenty s inhibitorem Plk1 BI 2536, ktery navic zpusobil, Ze buiiky se staly citlivymi na
ionizujici zareni (Harris et al., 2012). Byli jiZ zaznamenany i prvni uspéchy lécby akutni

myeloidni leukémie pomoci inhibitoru PlIk1 NMS-P937 (Casolaro et al., 2013).
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3.3 Polo-like kinaza 2 (P1k2)

Plk2 také nazyvana jako Serum-inducible kinaza (Snk) je 77 811 daltonti velky protein
(Simmons et al.,, 1992) exprimovany Casné v G1 fazi s polo¢asem zivota 15 minut (Ma et al,,
2003a). Buiiky postradajici P1k2 maji zpoZdény piechod z G1 do S faze. To naznacuje jeji uloze
v bunécném déleni (Ma et al.,, 2003b). Polo-box doména proteinu ¥idi lokalizaci Plk2 na MTOC
(Ma et al, 2003a). VG1 fazi PlIk2 interaguje s matefskou centriolou. Od zacatku S faze, kdy
dochazi k syntéze dceriné centrioly, je lokalizovana na obou centriolach (Cizmecioglu et al,,
2008). PIk2 reguluje duplikaci centrozomt (Warnke et al., 2004), ktera je zavisla na funkci Plk4
(Cizmecioglu et al., 2008).

Plk2 dale sehrava roli v embryonalnim vyvoji kostry u mysi. Mysi embrya bez funkéni PIk2 byla
mensi a méla opozdény vyvoj kostry (Ma et al., 2003b). Také ma ulohu v plasticité synaptickych

spoju pieménou morfologie dendritickych zakonceni (Pak and Sheng, 2003).

3.4 Polo-like kinaza 3 (Plk3)

Plk3 jinym nazvem Proliferation-related kinaza (Prk), u mysi nazyvana Fibroblast growth factor-
inducible kindza (Fnk) (Donohue et al., 1995), je priblizné 67 800 daltonti velka kinaza, ktera se
v bunice vyskytuje jen vjedné kopii a ma vliv na pokrok buné¢nym cyklem (Li et al., 1996).
Exprese proteinu je indukovatelnd cytokiny nebo rlstovymi faktory (Donohue et al., 1995).
Mnozstvi proteinu je v pribéhu bunécného cyklu regulovano a maxima dosahuje v G1 fazi
(Zimmerman and Erikson, 2007). Pti vstupu buniky do mitdzy je Plk3 fosforylovana a na konci je

zpét defosforylovana (Chase et al.,, 1998). Role fosforylace ale nebyla dosud objasnéna.

Nazory na aktivitu kindzy v priibéhu bunécného cyklu se rtzni. Jeden zdroj uvadi, Ze fosforylace
pii vstupu buiiky do mitdézy zvysi aktivitu PIk3 a ta po defosforylaci opét klesne (Chase et al,,
1998). Jiny zdroj rika, Ze kindzova aktivita je v mit6ze nejmensi a roste s pokracovanim cyklu do
pozdni S faze az G2 faze, kde je nejvyssi (Ouyang et al., 1997), coz koreluje s vysledky namétené

hladiny proteinu v priibéhu cyklu (Zimmerman and Erikson, 2007).

Publikované vysledky o lokalizaci Plk3 jsou také rliznorodé. Plk3 byla pozorovana na
centrozomech, délicim vieténku, poélech déliciho vieténka a kontraktilnim kruhu (Wang et al,,
2002), na Golgiho aparatu v interfazi i v mitéze po jeho rozpadu, kterého je zrejmé pricinou
(Ruan et al, 2004), na cytoplazmatické membrané, kde se ucastni regulace aktinového

cytoskeletu (Holtrich et al., 2000) a také v jadérku (Zimmerman and Erikson, 2007).

Funkce PIk3 je potieba pro expresi Cyklinu E a prechodu z G1 faze do S faze (Zimmerman and
Erikson, 2007). V reakci na DNA poskozeni je P1k3 fosforylovana kinazou ATM a dale fosforyluje

p53 a Chk2, k jehoz plné aktivaci prispiva, kteri se ucastni odpovédi na DNA poskozeni (Bahassi
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et al, 2002). V nékterych typech nddori se zda byt regulace Plk3 snizena (Li et al., 1996).
Néktera literatura uvadi, Ze PIk3 pisobi jako potlacovatel nddord snizovanim hladiny Hypoxia-
inducible factor-1 alfa (HIF-1a), ktery je exprimovan v buiikach, které preZivaji v podminkach s
nizkou hladinou kysliku (vétSinou jde o nadorové buriky) (Yang et al., 2008). Jiny zdroj tik3, Ze
Plk3 fosforyluje Cdc25 fosfatazu a reguluje jeji stabilitu v souvislosti s odpovédi na DNA

poskozeni, ale mysi s absenci na P1k3 nevykazovaly zvySenou tvorbu nadora (Myer et al., 2011).

3.5 Polo-like kinaza 4 (Plk4)

Plk4 dostala plvodné nazev Snk/Plk akin kindza (Sak) (Fode et al, 1994). Na rozdil od
predeslych Polo-like kinaz jeji Polo-box doména obsahuje pouze jeden Polo-box motiv a tvoii
homodimery (Leung et al.,, 2002). P1k4 lokalizuje vjadérku v G2 fazi, na centrozomech Casné v
M fazi, na kontraktilnim kruhu v telofazi a v mezijaderném prostoru v interfazi (Hudson et al,,
2001). Jeji nezbytna uloha je v duplikaci centriol ve spolupraci s Cdk2, CP110, SAS4, SAS6,
Cep135 a y-tubulinem (Habedanck et al., 2005). KdyZ neni v butice funkéni Plk4, nedochazi
kjejich duplikaci (Bettencourt-Dias et al, 2005) a naopak pii nadmérné expresi proteinu
dochazi k zmnoZovani dcerinych centriol kolem matei'ské centrioly (Kleylein-Sohn et al.,, 2007).
Autofosforylace na serinu 305 (Ser305) kinazu aktivuje, coz ovlivituje duplikaci centriol a také je

tim urcena k degradaci proteazomem (Sillibourne et al., 2010).
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Zaver

Regulace bunécného cyklu a jeho kontrolni body jsou nepostradatelné pro preziti a spravné
déleni bunky. Vyznamnou tlohu v ném sehravaji proteiny z rodiny Polo-like kinaz. V této praci
jsem struc¢né shrnula regulaci bunécéného cyklu a jeho kontrolni body, ve kterych hraji Polo-like
kinazy roli. V hlavni ¢asti jsem shrnula dosavadni informace o struktuie a funkcich Polo-like
kinaz v pribéhu bunécného cyklu se zamérenim na lidské homology a hlavni diraz byl kladen na

nejlépe prozkoumanou Plk1.

Signalni drahy G1/S kontrolniho bodu reagujiciho na poskozeni DNA jsou nejvice zndmé a sdili
spolecné molekularni rysy s G2/M kontrolnim bodem. Kontrolni bod ptipojeni déliciho vieténka
(SAC) je zcela odlisny, ne méné dilezity, mechanismus, protoze nespravny rozchod chromatid

do dcetinych bunék miiZe vést ke genomové nevyvazenosti, mutacim a potazmo nadordm.

Role Polo-like kinaz je v bunééném cyklu nepostradatelna. Pkl ma tlohu v mitéze. Uéastni se
regulace vstupu do mitézy po preruSeném bunécném déleni po poSkozeni DNA, maturace
centrozoml a tvorby déliciho vieténka, pripojeni vieténka ke kinetochortim, cytokineze a
vystupu z mit6ézy. Objev Plk1 jako potencidlniho Ucastnika pii vzniku nadord na sebe upoutal
velkou pozornost vzhledem k moZnosti zacileni 1é¢by rakoviny na funkci Plk1 pomoci inhibitort.
Ty ale musi byt dostatecné specifické, aby nereagovaly s jinymi proteiny z rodiny Polo-like kinaz.
Zda bude moZné vyvinout uc¢innou lécbu, vzhledem k velké konzervovanosti mezi proteiny z
rodiny Polo-like kinaz, zatim zlistava predmétem soucasného a budouciho vyzkumu. Nutno vsak

podotknout, Ze jiZ byly v 1é¢bé zaznamenany prvni tispéchy.
P1k2 ridi duplikaci centrozomi, embryonalni vyvoj kostry a plasticitu synapsi.

PIk3 se ziejmé ucastni rozpadu Golgiho aparatu, regulace aktinového cytoskeletu, exprese
Cyklinu E, prechodu G1/S fazi, odpovédi na DNA poskozeni a moZna je potlacovatelem nadord.
Uvedené studie popisujici lokalizaci Plk3 se spoléhaji predevSim na imunofluorescencni
mikroskopii za vyuziti protilatek, jejichZ specificita nebyla vZdy spolehlivé prokazana. Pro

objasnéni bunécné lokalizace P1k3 jsou tedy potiebné dalsi studie.

Plk4 stejné jako Plk2 ma funkci v duplikaci centrozomi a jako jediny homolog Polo-like kinaz na

C-terminalnim konci obsahuje pouze jeden Polo-box.

V budoucnu je potreba Iépe objasnit funkce zbylych proteini z rodiny Polo-like kinaz vzhledem
k velké konzervovanosti a potencidlni moznosti na ticasti rakoviny, at uz jako ,aktivatoti, stejné

jako Plk1, nebo jako ,potlacovatelé“, mozna jako PIk3.
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