ABSTRAKT

Vsechny zivé organismy jsou v pritbéhu Zivota vystaveny rozlicnym formam stresu. Mozna
pravé proto se vyvinul evoluéné velmi dobfe konzervovany systétm MAPK (z anglického
mitogen-activated protein kinase) signalnich kaskad regulujici buné¢nou odpovéd’ na stres. Tyto
signalni drahy se skladaji ze tfi nasledujicich tfid proteinkinas MAP3K, MAP2K a MAPK.
Z MAPK je poté signal prenasen na dalsi proteinkinasy nebo transkripéni faktory.

Proteinkinasa ASK1 (z anglického apoptosis signal-regulating kinase 1) je clenem MAPK
drahy, konkrétn¢ se fadi do tifidy MAP3K, tedy mitogeny aktivovana proteinkinasa kinasa kinasa.
Lidska ASKI1 je protein sloZzeny z 1374 aminokyselin uspofddanych do nékolika domén
a sekvencénich motivli. Tfemi hlavnimi doménami jsou N-terminalni coil-coiled doména (NCC),
serin/threoninova kinasovd doména a C-termindlni coil-coiled doména (CCC). Dale bylo
v sekvenci charakterizovano nékolik mist, ktera jsou zodpovédna za interakci ASK1 s jejimi
vazebnymi partnery. Aktivita ASK1 je totiZ regulovana riznymi faktory, mezi né€z patii inhibitory
thioredoxin a 14-3-3 proteiny. Naopak faktory TRAF (z anglického TNF receptor associated
factor) proteinkinasu aktivuji.

Cilem této prace byla pfiprava Sesti variant expresnich konstrukti N-termindlniho useku
sekvence lidské ASK1, ktery by mél byt zodpovédny za tvorbu komplexu ASK1 s thioredoxinem.
C konce sekvence proteinu byly vybirany tak, aby nedoslo k poskozeni pfedpokladané sekundarni
struktury. Dale byl piipraven novy expresni konstrukt thioredoxinu (konkrétné sekvence lidského
thioredoxinu s bodovou mutaci zabranujici tvorbé dimeri oznacované C73S, kdy je cystein 73
zménén na serin), umoznujici po purifikaci fuzniho proteinu od$tépit purifikacni histidinovou

kotvu a ziskat tak téméf nativni formu proteinu.



