Abstrakt

Proteiny 14-3-3 skrze vazbu vice nez 300 vazebnych partnera reguluji znacné mnozstvi
biologicky vyznamnych dé&ji, napt. apoptosu, bunécny cyklus, ptenos signalu ¢i metabolické
drédhy. V ramci této disertani prace byla studovana uloha proteinti 14-3-3 v regulaci dvou
vybranych proteinkinas ASK1 a CaMKK2. Hlavnim cilem prace bylo pochopit strukturni
podstatu mechanismu, kterymi fosforylace a vazba proteini 14-3-3 reguluji aktivitu téchto
proteinkinas pomoci riznych biochemickych a biofyzikalnich metod, zejména metod bodové
mutagenese, méteni enzymové aktivity, analytické ultracentrifugace, malouhlového rozptylu
rentgenového zafeni, chemického zesiténi, nuklearni magnetické rezonance a fluorescenéni
spektroskopie.

Na zdklad¢ ziskanych dat z malouhlového rozptylu rentgenového zafeni a chemického
zesiténi byl navrhnut model struktury komplexu katalytické domény proteinkinasy ASKI
s proteinem 14-3-3(, ktery ukazal, ze tento komplex je v roztoku konformaéné heterogenni.
Tento strukturni model spolecné s daty zcasové rozliSené¢ fluorescence a nuklearni
magnetické  rezonance  Castecné  vysvétluji  inhibiéni = mechanismus  proteinu
14-3-3. Ziskané vysledky ukazaly, ze protein 14-3-3( interaguje s katalytickou doménou
ASK1 v tésné blizkosti aktivniho mista, a proto by tato interakce mohla mit vliv na strukturu
nebo pfistupnost této oblasti. Fyziologickym inhibitorem proteinkinasy ASK1 je i1 protein
thioredoxin. DalSim vysledkem této disertacni prace bylo zjiSténi, ze tvorba cystinového
mustku mezi Cys>> a Cys> v katalytickém centru thioredoxinu je hlavnim faktorem, ktery je
odpovédny za disociaci komplexu thioredoxinu 1 s thioredoxin-vazebnou doménou ASK1 pfti
oxidaci.

Pro pochopeni ulohy, kterou proteiny 14-3-3 hraji v regulaci proteinkinasy CaMKK2 byl
na zékladé¢ dat z malouhlového rozptylu rentgenového zafeni navrzen strukturni model
komplexu proteinkinasy CaMKK?2 s isoformou 14-3-3y. Tento model naznacil, Ze v komplexu
se katalytickh doména CaMKK2 nachdzi mimo centrdlni kandl dimeru
14-3-3y, pticemz 14-3-3y piimo interaguje a ovliviiuje strukturu této domény CaMKK2, tedy
mimo oblasti obsahujici 14-3-3 vazebné motivy.

Vysledky této prace potvrzuji, ze proteiny 14-3-3 jsou dulezitymi alosterickymi
modulatory proteinkinas ASK1 a CaMKK2.



