Abstrakt

Proteinkinasa ASK1 (z angl. apoptosis signal-regulating kinase 1) patii do rodiny
mitogeny aktivovanych proteinkinas kinas kinas (tzv. MAP3K) a hraje dulezitou roli v
imunitnich a stresovych odpovédich. Vzhledem k souvislosti mezi jeji zvySenou aktivitou a
rozvojem nemoci jako napf. rakovina, kardiovaskularni a neurodegenerativni onemocnéni, je
tato bilkovina perspektivni cil pro vyvoj 1éCiv. Cely enzym se sklada z 1374
aminokyselinovych zbytku (lidskda ASK1), ale katalyticky aktivni je pouze Ser/Thr kinasova
doména nachazejici se pfiblizné uprostied molekuly. Aktivita ASK1 je regulovana
prostfednictvim interakci S riznymi proteiny véetné proteinu 14-3-3. Tento protein se vaze na
fosforylovany serinovy zbytek ASK1 v pozici 966 na C-konci katalytické domény. Tato
vazebna interakce md za ndasledek inhibici ASK1 prostiednictvim zatim nezndmého
mechanismu. Pfi stresovém signalu, nejéastéji pii oxidativnim stresu, se ASK1 na Ser966
defosforyluje a protein 14-3-3 disociuje. Rozpad komplexu ASK1:14-3-3 je jednim z dg&ju,
které vedou k aktivaci ASK1.

Cilem této prace byla ptiprava komplexu katalytické domény ASK1 s proteinem 14-3-3
pro nasledné studium interakci t€chto dvou proteint. Oba proteiny byly GspéSné exprimovany
v bunkach E. coli a purifikovany. Dale byly pfipraveny i rizné mutantni formy obou téchto
bilkovin. U pfipravené katalytické domény ASK1 byla ovéfena jeji proteinkinasova aktivita.
Katalyticka doména ASKI1 byla nasledné fosforylovana proteinkinasou A na Ser966 a
vysledek fosforylace byl ovéfen pomoci hmotnostni spektrometrie. Poté byla studovéana
interakce fosforylované katalytické domény ASKL s proteinem 14-3-3( metodami nativni
elektroforézy a analytické ultracentrifugace. Vysledky ukézaly, ze fosforylovand katalyticka
doména ASK1 tvofi s proteinem 14-3-3( stabilni komplex, ktery mize byt pouzit pro dalsi

strukturni studie.



