Abstrakt

Fosfatidylinositol 4-kinazy (P14K/P14-kinazy) katalyzuji produkci fosfatidylinositol 4-
fosfatu (PtdIns4P), prvni krok v tvorbé vyssich fosfoinositidi. Fosfatidylinositol 4-fosfat je
esencialnim prekurzorem pro tvorbu druhych posli, fosfatidylinositol(1,4,5)trifosfatu a
diacylglycerolu, které wvznikaji v signalizacni draze zahajené receptorem aktivovanou
fosfolipazou C. Kromé toho fosfatidylinositol 4-fosfat reguluje procesy specificky se
odehravajici v bunéénych kompartmentech a to prostfednictvim vazby Sirokého spektra
efektorovych molekul na membranu. Jelikoz PI4-kindzy maji tustfedni pozici v tvorbé
fosfatidylinositol 4-fosfatu probihajici na povrchu intracelularnich membran, jsou timto
zpusobem zodpovédné za procesy zprostiedkované fosfatidylinositol 4-fosfatem jako
napiiklad transport lipidd a jejich metabolizmus, transportni procesy v buiice a fizeni
transportované¢ho nakladu, remodelace membran a cytoskeletu, ptenos signalu do buiky a
mnoho jinych. U savcl byly identifikovany dva druhy Pl4-kinaz: typu Il a typu 1. Tyto typy
kinaz si nejsou sekvencné podobné, a proto maji odliSné biochemické vlastnosti. Abychom
objasnili strukturni pfibuznost Pl4-kinaz, je zapotiebi strukturni analyzy. Strukturni
charakterizace jednotlivych PI4-kindz by taktéz umoznila objasnit mechanizmus katalyzy
vzniku fosfatidylinositol 4-fosfatu. Informace o aktivnim misté by navic mohly byt vyuzity
pfi navrhovani inhibitorti specifickych pro PI4-kindzy, coZ by mélo potencidlni vyuziti v
medicin€. Selektivni blokovani enzymové aktivity by totiz eliminovalo vstup patogennich
bakterii fagocytézou a inhibovalo replikaci virti s pozitivni jednovldknovou RNA (+RNA).
Strukturni charakterizace jednotlivych izoforem, pfednostné v komplexu s jeji regulacni
molekulou, nebyla doposud provedena. Ziskané informace by pfitom pomohly oziejmit
strukturni aspekty zakladnich biologickych d&ji a rovnéz by osvétlily strukturni naroky vir
¢i bakterialnich patogent pro jejich replikaci.

Studie popsané v této praci poskytuji strukturni 1 funkéni charakterizaci PI4-kinaz typu
Il a Pl4-kinazy IIIP. Krystalové struktury jednotlivych forem objasnily celkové uspotadani
molekul a organizaci jednotlivych domén a soucasné potvrdily ptitomnost N a C laloku v C-
terminalni Casti katalytické domény u vSech tfi variant. Krystalizace Pl4-kindz s
fyziologickymi substraty odhalila ATP vazebné misto, avSak krystaly v komplexu s
inositolem a inositol 1-fosfatem se nepodafilo ziskat. Proto bylo vazebné misto pro
fosfatidylinositol uréeno na zéklade dokovacich studii a molekuldrniho modelovéani. Ve
struktuie PI4-kindz typu II byla piekvapiveé objevena také nova lateralni hydrofobni kapsa-

potencialni regula¢ni misto. Celkové uspofadani u vSech tfi proteint taktéz potvrdilo



strukturni odliSnosti mezi typem Il a typem Ill Pl4-kindz. Zatimco typ Il Pl4-kinaz je
mnohem vic podobny PI3-kindzadm, typ II PI4-kindz se podoba protein kindzam. Kromé
struktur Pl4-kinaz s ATP byly vyfeseny také krystalové struktury v komplexu s inhibitory
specifickymi pro dané kindzy. Strukturni detaily aktivniho mista s navdzanym inhibitorem
nam umoznily pln¢ porozumét inhibicnimu mechanizmu a poskytly informace pottebné pro

navrh specifickych 1é€iv.



