Cecilia Aquino Perez, M. Sc.

Abstrakt doktorské diserta¢ni prace

V této doktorské praci jsme se zaméfili na nalezeni a pochopeni novych mechanismu fidicich bunécny
cyklus v normélnich podminkéch i v kontextu bunééné odpovédi na rizné formy stresu. Nejdiive jsme se
zaméfili na studium Polo-like kindzy 3, ktera byla jiz diive popsana v aktivaci kontrolnich boda cyklu v
disledku poskozeni DNA. Pomoci technologie CRISPR/Cas9 jsme cilené inaktivovali gen PLK3
v lidskych RPE buiikach a paralelné rovnéz potlacili expresi PLK3 pomoci RNA interference. Hlavnim
pozorovanim bylo zjiSténi, ze PLK3 neni nezbytné pro kontrolu bunééné odpovédi na poskozeni DNA,
hypoxii a osmoticky stres. Metodou hmotnostni spektrometrie jsme identifikovali fosfatazu PP6 a jeji
regulac¢ni podjednotky PPP6R1 a PPP6R3 jako nové interakéni partnery PLK3. Dale jsme pozorovali, Ze
PLK3 je fosforylovana na konzervovaném zbytku Thr219 a ze deplece PP6 zvySuje uroven fosforylace
PLK3 ovSem bez vlivu na jeji enzymatickou aktivitu. Tyto vysledky naznacuji moznou regulaci funkce
PLK3 prostiednictvim PP6 a biologicka relevance tohoto pozorovani bude pfedmétem dalsiho studia. Dale
jsme provedli transkriptomovou analyzu v lidskych RPE-FUCCI buiikach s cilem nalézt potencionalni
nové regulatory bunécného cyklu. V dal§im studiu jsme se zaméfili na Family with sequence similarity
110 member A (FAM110A), jehoz exprese byla vysoka v G2 fazi buné¢ného cyklu a protein lokalizoval
na poélech déliciho vieténka v pribéhu mitozy. Po depleci FAM110A jsme pozorovali poruchy kongrese
chromozomil, oddéaleny prechod mezi metafazi a anafazi a porusenou orientaci déliciho vieténka. Pomoci
hmotnostni spektrometrie mitotického FAM110A jsme identifikovali kinazy CK1¢ a CK13 a cytoskeletalni
proteiny tubulin, actin, o/B-catenin a a-actinin jako nové interakcni partnery FAM110A. Pomoci in vitro a
in vivo experiment jsme prokazali, ze CK 16 interaguje s C-terminalni ¢asti FAM110A a fosforyluje oblast
Ser-252-255. Tato modifikace FAM110A je nezbytnd pro vazbu tubulinu a pro sprdvnou organizaci
chromosomt v pribéhu metafaze. Rovnéz interakce FAM110A s dal$imi cytoskeletalnimi proteiny byla
nezbytnd pro kongresi chromosomil a dynamiku aktinu v pribéhu mitozy. Tato pozorovani naznacuji
moznou funkci FAM110A v propojeni cytoskeletalnich systémt v pribéhu mitozy a davaji zaklad pro dalsi

vyzkum.



