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Oponentsky posudek

na doktorskou diserta¢ni praci Mgr. Adriany Bidumlové nazvanou: ,, The crystal

structure of Pl14-kinase*

Predlozena doktorska disertacni prace Mgr. Adriany Baumlové je zaméfena na studium
struktury fosfatidylinositol-4-kinas (PI4K), coz jsou enzymy katalyzujici fosforylaci
inositolového kruhu fosfatidylinositolu na hydroxylové skupiné v pozici 4 za vzniku
fosfatidylinositol-4-fosfatu. U savci se vyskytuji dva typy téchto enzymu, tzv. PI4K typu Il a
typu Ill. Tyto typy PI4K nejsou sekvencné¢ podobné a vykazuji rozdilné biochemické
vlastnosti. Kazdy typ PI4K se dale vyskytuje ve dvou isoformach a a 3. PI4K hraji klicovou
roli v fadé¢ biologickych procesii véetné transportu lipidd, remodelace membran a cytoskeletu,
pfenosu signalu v bunice atd. Specifickd inhibice téchto kinas mé dale velmi perspektivni
vyuziti v mediciné¢ vzhledem kroli jakou tyto enzymy hraji béhem vstupu patogennich
bakterii fagocytozou ¢i replikaci vir s jednovlaknovou RNA. Proto jsou strukturni studie
téchto enzymi a jejich komplext velmi zadouci.

Prvnim cilem disertacni prace Mgr. Adriany Bdumlové bylo provést strukturni analyzu PI4K
Ilo. pomoci rentgenostrukturni analyzy a ziskanou strukturu porovnat se strukturou PI4K typu
[II. Druhym cilem byla krystalizace P14K typu Ila a 113 s vybranymi inhibitory pro detailni
objasnéni inhibiéniho mechanismu téchto kinas. Obou téchto cilli bylo v ramci feSeni prace
dosazeno a autorka ziskala fadu velmi péknych vysledkt. Podafilo se ji vykrystalizovat a
vyfesit strukturu PI4K Ila. s rozlisenim 2.8 A. Jednalo se v o prvni vyfeSenou strukturu tohoto
typu PI4K, kterd ukdzala netypicky typ kinasového sbaleni katalytické domény a ptitomnost
hydrofobniho vazebného mista, kam se pravdépodobné¢ vaze inositolovd skupina
fosfatidylinositolu. Autorka se dale podilela na vyfeSeni krystalové struktury PI4K IIf a
komplexu PI4K llow s nukleosidovym analogem. V posledni ¢asti prace se Mgr. Adriana
Bédumlova ucastnila rozsahlé studie zamétené na vyvoj selektivnich inhibitortt PI4K IIIf a
strukturni charakterizaci komplexti PI4K s témito inhibitory.

Ziskané vysledky byly publikovany ve tfech publikacich v kvalitnich casopisech s IF,
pticemz Mgr. Adriana Baumlova je prvni autorkou jedné z nich. Diserta¢ni prace je psana tzv.
zkracenou formou a obsahuje tivod do studované problematiky, cile prace, kopie jednotlivych
publikaci, které jsou doprovazeny struénym shrnutim a uvedenim autorského podilu, diskusi,
zaver a seznam citované literatury. Prace je psana p&€knou anglictinou a z formalniho hlediska
je dle mého nazoru vse v poradku. Pfitomnost gramatickych chyb a formulacnich neptesnosti
je nizka.
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Predlozena disertacni prace ukazuje, ze Mgr. Adriana Baumlova ziskala zna¢né zkusenosti
v celé sifi strukturni biologie a zejména proteinové krystalografie.

K problematice diskutované v doktorské disertacni praci mam nasledujici dotazy, které
jsou spise naméty pro diskusi:

1. U savcu se vyskytuji dva typy PI4K oznacované jako typ II a III. Kam se podél typ I?

2. Lidskd PI4K IIB (obr. 9 na str. 27) obsahuje uprostied N-lobu velmi dlouhy
nestrukturovany segment o délce pfiblizné 100 aminokyselin, ktery musel byt pii
krystalizaci tohoto proteinu odstranén. Jaka je funkce tohoto segmentu?

3. Byla popsana interakce mezi PI4K III3 a proteinem 14-3-3. Tato interakce je
zprosttedkovana fosforylaci Ser294, pticemz fosforylace tohoto serinu zvysuje
aktivitu PI4K I11B. Jaka je tloha proteinu 14-3-3 v ramci této interakce? Jaky je
mechanismus aktivace PI4K I11§ fosforylaci Ser294?

4. Pro uspéSnou krystalizaci PI4K Ila. bylo nutné pfipravit fazni (¢i spiSe chimérni)
protein s T4 lysozymem. Existuji n&jaka ,,pravidla® pro umisténi T4 lysozymu pii
konstrukci takového konstruktu ¢i se jedna o €isté empirickou zaleZitost?

5. Jakym zpusobem bylo dosazeno lepsiho rozliSeni pii krystalizaci PI14K Il oproti
ptedchozim strukturdm?

Zavérem konstatuji:

Piedlozena doktorska disertacni prace Mgr. Adriany Baumlové predstavuje cenny piinos ke
studiu struktury a inhibice PI4 kinas. Vzhledem k biologickému vyznamu téchto enzymi
predstavuji tyto Kinasy velmi atraktivni cil z hlediska medicinalni chemie. Prace je psana
srozumitelng, pecliveé, vysledky byly publikovany v kvalitnich mezinarodnich ¢asopisech s IF.
Autorka ve své disertacni praci dokazala, ze je vyspélym védeckym pracovnikem, schopnym
samostatné vyzkumné prace.

Jelikoz predlozena prace Mgr. Adriany Baumlové vyhovuje vsem pozadavkim kladenym na
doktorskou disertacni praci, pln¢ ji doporuéuji k pfijeti.
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