
Abstrakt

Ca2+–signálńı dráha je jedńım z nejvýznamněǰśıch mechanismů přenosu informace

v buňce. Rodina Ca2+/kalmodulin–dependentńıch proteinkinas (CaMKs) je skupina se-

rin/threonin kinas, jejichž aktivita je regulována intracelulárńı koncentraćı iont̊u Ca2+

a vazbou receptorového proteinu iont̊u Ca2+ kalmodulinu (CaM). Součást́ı této pro-

teinové rodiny je tzv. Ca2+/CaM–dependentńı kaskáda, jej́ımž členem je Ca2+/CaM–

dependentńı proteinkinasa kinasa (CaMKK), která se u savc̊u nacháźı ve dvou iso-

formách, CaMKK1 a CaMKK2.

Aktivita CaMKK1 je regulována nejen vazbou kalmodulinu, ale i fosforylaćı cAMP–

dependentńı proteinkinasou A, která zároveň ve struktuře CaMKK1 vytvář́ı vazebné

motivy rozpoznávané regulačńımi proteiny 14-3-3. Dř́ıvěǰśı studie interakce CaMKK1

s proteiny 14-3-3 naznačily, že tato interakce nejen udržuje neaktivńı CaMKK1 v inhi-

bovaném stavu, ale také znepř́ıstupňuje jej́ı aktivńı mı́sto a př́ımo inhibuje aktivitu

CaMKK1. Struktura proteinového komplexu, který vzniká mezi CaMKK1 a 14-3-3

proteinem je však stále neznámá.

Hlavńım ćılem této práce bylo charakterizovat proteinové komplexy vznikaj́ıćı in-

terakcemi mezi CaMKK1, kalmodulinem a proteinem 14-3-3γ, a to pomoćı metod ana-

lytické ultracentrifugace, maloúhlového rozptylu rentgenového zářeńı, a chemického

ześıtěńı spojeného s hmotnostńı spektrometríı. Analýza analytickou ultracentrifugaćı

ukázala koncentračně závislou dimerizaci CaMKK1, která je kompletně potlačena vaz-

bou kalmodulinu. Tato analýza také potvrdila tvorbu komplex̊u CaMKK1:14-3-3γ a

CaMKK1:Ca2+/CaM:14-3-3γ. Analýza pomoćı maloúhlového rozptylu rentgenového

zářeńı poskytla základńı strukturńı parametry komplex̊u, a umožnila následnou rekon-

strukci molekulových obálek za využit́ı software ATSAS. Metodou chemického ześıtěńı

byla v komplexu CaMKK1:Ca2+/CaM:14-3-3γ∆C nalezena spojeńı mezi CaMKK1 a

kalmodulinem a také mezi kalmodulinem a proteinem 14-3-3γ∆C, která naznačuj́ı, že

navázaný Ca2+/CaM je velmi bĺızko vazebnému žlábku dimeru proteinu 14-3-3.
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