Abstrakt

Ca?*/kalmodulin-dependentni proteinkinasa kinasa 2 (CaMKK2) patfi do rodiny
serin/threonin proteinkinas, které se Ucastni vapnikové signalni drahy. Pfi zvyseni intraceluldrni
koncentrace vapenatych kationt dochazi k aktivaci kalmodulinu (CaM), ktery ndsledné aktivuje
své vazebné partnery, mezi které patti CaMKII, CaMKIll, CaMKK1 a CaMKK2. CaMKK2 nasledné
aktivuje prostrednictvim fosforylace proteinkinasy CaMKI, CaMKIV a AMP-dependentni kinasu,
AMPK.

Pfirozené se v burnkach CaMKK2 vyskytuje v autoinhibovaném stavu, ktery je zplsobeny
sterickym branénim aktivniho mista autoinhibi¢ni doménou. P¥i vazbé s kalmodulinem dochazi
k odklonéni autoinhibi¢ni domény a tim ke zpfistupnéni aktivniho mista. Po aktivaci dochazi u
CaMKK k autofosforylaci a tim ke zvySeni aktivity. Negativni regulace je zplsobena fosforylaci
cAMP-dependentni proteinkinasou A (PKA) a GSK3. Pro CaMKK1 i CaMKK2 byla identifikovana
mista, kterd jsou fosforylovana PKA. Dvé z nich jsou soucasti vazebného motivu pro proteiny
14-3-3. Predchozi studie ukazaly, Ze protein 14-3-3 udriuje fosforylovanou CaMKK2
vinhibovaném stavu tim, Ze bradni defosforylaci S495, ktery blokuje vytvoreni vazby
s kalmodulinem. Nicméné je nejasné, jestli je to jedind uloha proteinu 14-3-3 v regulaci
CaMKK2.

Hlavnim cilem této diplomové prace byla optimalizace protokolu pro fosforylaci lidské
CaMKK2 (rezidua 93-517) obsahujici ¢tyti PKA fosforylaéni mista, Ser100, Thr145, Ser495 a
Ser511, a nasledné charakterizovat komplex proteinu CaMKK2:14-3-3yAC pomoci analytické
ultracentrifugace metodou sedimentacni rychlosti, chemickym zesiténim spojenym s MS,
vodik-deuteriovou vyménou spojenou s MS a malodhlovym rozptylem rentgenového zareni.

Pomoci analytické ultracentrifugace byla stanovena zdanlivd disociaéni konstanta pro
komplex CaMKK2:14-3-3yAC. Chemické zesiténi poskytlo informaci o vzajemné orientaci
proteinll, vodik-deuteriovd vyména poskytla informaci, které oblasti jsou ovlivnény vazbou, a
malouhlovy rozptyl rentgenového zareni spolecné s pocitaCovym modelovanim poskytly
zakladni strukturni parametry, tvar molekulovych obalek a vytvoreni pfiblizného modelu, ktery

je v souladu s pfedchozimi experimenty.



