ABSTRAKT

Mitogenmi aktivované proteinové kinazy (MAPK) st najddlezitejSou stcéastou
bunkového obranného systému proti stresu. Schopnost’ a G¢innost’ bunkovych reakcii na
rozne stresové signaly zavisi na signalnych dréhach, kde signdly z MAPK kindzy kinazy
(MAP3K) st prenasané pomocou fosforylacie na niz$i stupen kaskady tvoreny MAPK
kinazami (MAP2K) a nésledne rovnakym spdsobom na MAPK, ktoré tvoria najniz$i stupeni
signaliza¢nej kaskady. ASKI1 kinaza (z angl. Apoptosis signal-regulating kinase 1) je
¢lenom MAP3K rodiny a jej aktivacia a inhibicia ma vyznamnu rolu v regulécii bunkovej
odpovedi na stresové podnety. Regulacia I'udskej formy ASK1 kindzy ma silny vplyv na
patogenézu mnohych ochoreni, jej nadmerna aktivacia, alebo porucha kontroly jej funkcie
je spojena s radou kardiovaskularnych choréb, neurodegenerativnych poruch, zapalovych
ochoreni, infekénych ochoreni, bunkovym starnutim a s vznikom nadorov, astmy
a cukrovky. Aktivita ASK1 je regulovana interakciami s roznymi proteinmi, pozornost’ je
ale sustredena najma na dva fyziologické inhibitory, cicavéi tioredoxin (TRX) a protein
14-3-3. Explicitny mechanizmus inhibicie ASK1 vytvaranim véazieb s TRX a 14-3-3 je vSak
nejasny, vzhl'adom na neexistujice Strukturne data tychto interakcii.

Tato diplomova praca je sucastou rozsiahleho vyskumu 'udskej ASK1 a zameriava
sa na biofyzikalnu charakteristiku interakcie medzi ASK1 a TRX. Verime, Ze pochopenie
Struktary ASK1 kinazy je rozhodujuce pre akykol'vek zasah do jej regulacie a ze
kontrolovana inhibicia molekuly ASK1 méze byt vyznamna pre lieGebny plan rdznych
choréb. Cielom tejto prace je Struktarna charakterizacia TRX vazbove] domény
N-terminalnej ¢asti l'udskej ASK1 kinazy (ASK1-TBD) a ASK1-TBD:TRX komplexu, a to
vyuzitim niekol’kych biofyzikalnych pristupov: nativna elektroforéza testujuca interakcie
medzi ASK1 a TRX, dynamicky rozptyl svetla pre studium polydisperzity a agregacie
proteinov, cirkularny dichroizmus pre Stadium sekundarnej Struktiry proteinov
a malo-uhlovy rozptyl svetla pre ziskanie $truktury ASK1 kinazy s nizkym rozliSenim.

Vysledky ukazali, ze ASK1-TBD je rigidnd a monomérna doména a vytvara stabilny
komplex s TRX s vel’kym vizbovym rozhranim. Katalyticky motiv TRX je nevyhnutny pre
naviazanie na ASK1 a interakcia nie je spojend s tvorbou medzimolekularnych
disulfidovych mostikov. ASK1-TBD ma kompaktny a mierne asymetricky tvar a interaguje

s TRX bez vyvolania dramatickej konformac¢nej zmeny.



