Abstrakt

Proteinova fosforylacia predstavuje jednu z najdodlezitejSich posttranslaénych modifikacii
v signdlnom prenose a zohrava kl'ai¢ovu tillohu v regulacii vacsiny bunkovych procesov, vratane
bunkového cyklu, komunikacie s extraceluldrnym prostredim, bunkovej migracie, alebo
apoptozy. Fosforylacia je sprostredkovana kinazami, dereguldcia ktorych casto negativne
ovplyviiuje vyvoj a celkovii homeostazu a vedie k vzniku viacerych druhov ochoreni, vratane
rakoviny. V tejto praci sme sa zamerali na identifikdciu novych substratov kindzy PKN3, ktora
je zndmym regulatorom organizacie cytoskeletu a pro-maligneho rastu nadorov. Za pouzitia
analog-senzitivnej mutacie PKN3 sme urobili fosfoproteomicky screen a identifikovali sme
281 proteinov, ktoré by potencidlne mohli byt fosforylované kinazou PKN3. Spomedzi tychto
proteinov sme pre d’al§i vyskum vybrali ARHGAP18 z rodiny Rho GAP proteinov. Potvrdili
sme, ze PKN3 je schopna fosforylovatt ARHGAP18 na Thr154, Ser156 a Thr158, a ze tieto
proteiny st schopné vzajomnej interakcie v zavislosti na izoforme ARHGAP18. Dalej sme
ukazali, Ze zamena tychto troch miest za fosfomimikujuci aspartat viedla k aktivacii GAP
domény ARHGAPI18, vysledkom ¢oho doslo k znizeniu hladiny aktivheho RhoA naznacujic
moznu existenciu negativnej spétnej vizby v regulacii RhoA signalizacie. V druhej §tidii sme
popisali intramolekuldrne regulacné mechanizmy d’alSiecho Rho GAP proteinu, ARHGAP42,
a charakterizovali sme funkciu jeho jednotlivych proteinovych domén. Ukézali sme, Ze
fosforylacia Tyr376 kindzou Src bola dostacujuca k rozruseniu autoinhibi¢nej konformacie
ARHGAP42 ak aktivacii jeho GAP domény. Aktivicia ARHGAP42 viedla k zniZeniu
celkového mnozstva aktivneho RhoA, vysledkom ¢oho doslo k zvySeniu dynamiky fokalnych
spojov a lamelipodidlnych vybezkov a k zvySeniu bunkovej migracie.

Tato préaca prinaSa nové fosfoproteomické data, ktoré by mohli byt’ cennym zdrojom pre
buduice Studium signalizacie kindzy PKN3, a zdorazituje dolezitost’ proteinovej fosforylacie

ako jedného z kI'i¢ovych regulatorov aktivity proteinov.
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