Abstrakt

Protein-proteinové interakce jsou kliCové pro vétSinu fyziologickych
1 patofyziologickych d&jt. Detailni charakterizace téchto interakci je proto nezbytna nejen
k porozuméni podstaty téchto d&ja, ale i pro navrh strategii, jak tyto interakce cilené
ovlivitovat. Tato prace se zaméfuje na studium struktury a interakci nékolika proteinti
a jejich komplexti. ASK1 (z anglického ,,apoptosis signal-regulating kinase 1) je mitogeny
aktivovana proteinkinasa kinasa kinasa (MAP3K), ktera aktivuje drahy proteinkinas
p38/INK, ¢imz sméruje builky k zanétlivé reakci nebo apoptéze. ASKI interaguje
s thioredoxinem (TRX), malou dithioloxidoreduktasou, ktera inhibuje ASKI1, nicméné
mechanismus této inhibice je nejasny. CaMKK1 a CaMKK2 jsou Ca'/kalmodulin (CaM)-
dependentni proteinkinasy, které reguluji napt. energetickou rovnovéhu bunky, pamét
¢i zanét. Ob¢ jsou inhibovany proteiny 14-3-3, ale navzdory svym doménovym
a sekvenénim podobnostem je rozsah inhibice zprostfedkovany proteiny 14-3-3 odlisny.
Estrogenovy receptor alfa (ERa) je jaderny receptor, ktery se podili na vzniku rakoviny
prsu. Pro 1écbu tohoto onemocnéni se pouziva tamoxifen, antagonista ERa, ktery vSak ¢asto
zpuisobuje vznik rezistence. Proteiny 14-3-3 interaguji s ERa a inhibuji jeho transkripéni
aktivitu, povaha této interakce je vSak stale nejasna. Pro lepsi pochopeni téchto protein-
proteinovych interakci jsme provedli biofyzikalni a strukturni charakterizaci ptislusnych
proteint a jejich komplext. Kryo-EM struktura ASK1 spolu s analyzou pomoci analytické
ultracentrifugace ukazuji, Ze ASKI1 tvofi kompaktni dimer s rozsdhlym interakénim
rozhranim jak mezi doménami v ramci jednoho fetézce, tak mezi fetézci navzajem. Tyto
interakce stabilizuji aktivni konformaci kinazové domény. Z vodik-deuteriové vymény
spojené s hmotnostni spektrometrii je patrné, Ze vazba TRX ovliviluje nejen TRX-
vazebnou doménu, ale také centralni regulacni oblast a aktivaéni segment v kinasové
doméné. Modely komplexti pCaMKK1:14-3-3y a pCaMKK?2:14-3-3y zaloZené na analyze
malothlového rozptylu rentgenového zéareni ukazuji, Ze pCaMKKI1 interaguje s 14-3-3y
pfimo prostfednictvim svého N-16bu a oblasti aktivniho mista, zatimco pCaMKK2 tvofti
s 14-3-3y minimum kontakti. Biofyzikalni analyza komplexu ERo/14-3-3C ukazuje,
7e tento komplex vznikd se stechiometrii 2:2 a ze ani mutace ERa-Y537S, ani vazba
ligandu komplex nenarusuji, pfipadné nebrani v jeho vzniku. Ziskané vysledky vysvétluji
nékteré aspekty regulace vybranych proteinovych komplexti a naznacuji mozné zpisoby

zéasahu v ptipadé jejich dysregulace.



