Abstrakt

MAP kinasova signalizacni kaskdda hraje dulezitou roli pfi vzniku bunécnych
odpovédi na rizné stresové podnéty z vnéjSiho prostiedi. Tato signalizani kaskada je
tiistupiiova: MAP kinasy kinasy kinasy (MAP3K) fosforylaci aktivuji MAP kinasy kinasy
(MAP2K) a ty nasledné fosforyluji a tim aktivuji MAP kinasy (MAPK), ¢imz reguluji
spoustu bunécnych funkci jako je apoptosa, bunécné déleni ¢i morfogenese. Jednou
z dulezitych MAP3K je proteinkinasa ASK1 (z angl. apoptosis signal-regulating kinase 1),
ktera je dulezitym regulatorem imunitnich a stresovych bunéénych odpovédi. Vzhledem
K tomu, ze zvySena aktivita ASK1 souvisi S rozvojem zavaznych onemocnéni, jako jsou
napt. rakovina, kardiovaskuladrni a neurodegenerativni onemocnéni, je ASK1 zajimavym
cilem ve farmacii pti vyvoji novych 1é¢iv. Lidska ASK1 sestava z 1374 aminokyselin a
déli se na tii domény: centralni Ser/Thr katalytickou doménu a dvé coiled-coil domény,
Z nichz prvni se nachazi na N- a druha na C-konci molekuly této proteinkinasy. ASK1 je
regulovdna pomoci svych vazebnych partnert, mezi které patii také maly celularni redoxni
protein thioredoxin (Trx-1), ktery se vaze na N-terminalni ¢ast ASK1. Trx-1 je silnym
antioxidantem a chrani tak bunky pied toxickymi podnéty z okoli. Mechanismus regulace
aktivity ASK1 pomoci Trx-1 je jednim z nejvice studovanych a prestoze jesté neni zcela
vyfeSen, zda se, ze probiha diky redoxnim reakcim probihajicim na Trx-1. Interakce s
ASKI je schopny pouze redukovany Trx-1, pii jeho oxidaci dochazi k disociaci.

Cilem této prace bylo: (i) pfiprava Trx-1 a ¢tyf razné dlouhych fragmenti N-
terminalni ¢asti ASK1,; (ii) zékladni biofyzikalni charakterizace ptipravenych proteind; a
(iii) studium interakci mezi fragmenty ASK1 a Trx-1 kvuli upfesnéni polohy vazebného
mista pro Trx-1. Vysledky ukézaly, Ze pouze dva ze ¢ty pfipravenych fragmenti ASK1
jsou rozpustné (sekvence 46-302 a 88-302). Dale bylo zjisténo, ze oba tyto fragmenty
interaguji s Trx-1 v reduk¢nich podminkach se stejnou vazebnou afinitou. Zavérem lze fici,
Ze vazebné misto pro Trx-1 v molekule ASK1 se nachazi v oblasti 88-302 a Ze tato oblast
vytvaii doménu, kterou Ize samostatné ptipravit a pouZzit jako model pro studium interakci

mezi ASK1 a Trx-1.



