Abstrakt

Ca’"-signélni drdha je jednim z nejvyznamnéjsich mechanismi pienosu informace
v bufice. Rodina Ca*" /kalmodulin-dependentnich proteinkinas (CaMKs) je skupina se-
rin/threonin kinas, jejichz aktivita je regulovdna intraceluldrni koncentraci iontin Ca*"
a vazbou receptorového proteinu iontt Ca?' kalmodulinu (CaM). Soucésti této pro-
teinové rodiny je tzv. Ca*" /CaM-dependentni kaskada, jejimz ¢lenem je Ca2+/ CaM-
dependentni proteinkinasa kinasa (CaMKK), kterd se u savcu nachézi ve dvou iso-
formach, CaMKK1 a CaMKK2.

Aktivita CaMKKT1 je regulovana nejen vazbou kalmodulinu, ale i fosforylaci cAMP—
dependentni proteinkinasou A, ktera zaroven ve strukture CaMKKI1 vytvari vazebné
s proteiny 14-3-3 naznacily, ze tato interakce nejen udrzuje neaktivni CaMKK1 v inhi-
bovaném stavu, ale také zneptistupnuje jeji aktivni misto a piimo inhibuje aktivitu
CaMKK1. Struktura proteinového komplexu, ktery vznikd mezi CaMKK1 a 14-3-3
proteinem je vSak stale neznama.

Hlavnim cilem této prace bylo charakterizovat proteinové komplexy vznikajici in-
terakcemi mezi CaMKK1, kalmodulinem a proteinem 14-3-3y, a to pomoci metod ana-
lytické ultracentrifugace, malothlového rozptylu rentgenového zareni, a chemického
zesiténi spojeného s hmotnostni spektrometrii. Analyza analytickou ultracentrifugaci
ukazala koncentracné zavislou dimerizaci CaMKK1, kterd je kompletné potlacena vaz-
bou kalmodulinu. Tato analyza také potvrdila tvorbu komplexi CaMKK1:14-3-3y a
CaMKK1:Ca®"/CaM:14-3-3y. Analyza pomoci malotthlového rozptylu rentgenového
zareni poskytla zakladni strukturni parametry komplexu, a umoznila naslednou rekon-
strukci molekulovych obalek za vyuziti software ATSAS. Metodou chemického zesiténi
byla v komplexu CaMKKl:Ca2+/CaM:14—3—3yAC nalezena spojeni mezi CaMKKI1 a
kalmodulinem a také mezi kalmodulinem a proteinem 14-3-3yAC, kterd naznacuji, ze

navézany Ca®"/CaM je velmi blizko vazebnému zlabku dimeru proteinu 14-3-3.



