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Posudek na dizertacni praci ,, Struktura Pl4-kinazy”

Predkladatelka: Mgr. Adriana Baumlova

Skolitel: Mgr.&Mgr. Evien Boufa, PhD

Predkladana dizertacni prace je zaloZena na tfech rukopisech pfijatych v renomovanych
impaktovanych ¢asopisech (EMBO Rep; Acta Cryst D, a J Med Chem), kde v EMBO reports je
kandidatka prvnim autorem. Adriana je rovnéz spoluautorkou publikace ve Scientific reports, ktera

v dizertaci zahrnuta neni. Prace o celkovém rozsahu 108 stranek je psana v angli¢tiné s klasickym
¢lenénim zahrnujici obsahly Uvod, tfi prilozené publikace, celkové shrnuti a seznam citaci. Po formalni
strance nemdm k praci vyhrady. Polemiku by mohl vyvolat pouze minimalisticky nazev dizertace
»Struktura Pl4-kindzy“, ktery ve skutecnosti popisuje pouze méné nez 20% celé prace (napocital jsem
celkem pét struktur Pl4 kinaz lla a 111, spolu s velkym mnoZstvim dalSich experiment( :-).

Zasadnim prispévkem dizertace je vyteSeni krystalové struktury Pl4 kindzy lla v komplexu s ATP
umoznujici, spolu s mutagenezi a molekulovym modelovanim, definovat mista odpovédna za vazbu
ATP, substratu a interakci s plazmatickou membranou. Tato prace rovnéz dokumentuje Siroky rozsah
technik, které si Adriana osvojila béhem svého doktorandského studia. Tyto zahrnuji metody
molekularni biologie (klonovani a mutageneze), heterologni expresi v nékolika expresnich systémech,
purifika¢ni metody, kinetickou charakterizaci rekombinantnich protein(, inhibi¢ni studie a

v neposledni fadé také metody rentgenostrukturni analyzy.

Experimentalni postupy, ziskana data i jejich interpretace jiz prosly recenznim fizenim
v mezinarodnich ¢asopisech a tudiz by bylo zbyte¢né znovu detailné analyzovat data ptijata védeckou
komunitou. Rad bych nicméné kandidatce polozil nékolik dotazl tykajicich se obecné P14 kinaz Ci

jednotlivych experimenta:

1. Pl4 kindzy jsou dulezité pro fadu biologickych déju. V této souvislosti mé zajim4, zda-li existuji
KO mysi téchto proteinl poptipadé s jakym fenotypem? Jestli se mysi doZivaji dospélosti, byl

testovana jejich rezistence vuci viram?

2. Svyse zminénym souvisi i druha otazka — existuji specifické inhibitory P14 kinaz testované v
(pre)klinickych studiich? Neni tfeba se u takto dalezitych enzymi obdvat systémové toxicity pfi

eventudlnim klinickém pouZziti?

3. Zaujalo mé pouziti fuzi s T4 lysozymem, které je typické predevsim pro krystalizaci GPCR
protein(. Kolik kontruktl bylo tfeba otestovat, nez byl ziskany difraktujici krystaly? Bylo
testovano vice mist pro vloZzeni molekuly lysozymu a jak ovlivnilo vloZeni lysozymu (u
krystalizovaného konstruktu) jeho kindzovou aktivitu vzhledem ke kinaze divokého typu?
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4. Mohla by autorka v obecné roviné pojednat o purifikaci protein( asociovanych s membranou a
to predevsim ve vztahu k purifikacnim/extrakénim technikam, pouzivanym detergentim a
jejich vyhodach/nevyhodach pfi krystalizaci, pripadné biochemickych stanovenich?

Zavérem mUzZu konstatovat, Ze predkladand dizertacni prace spliiuje vSsechny pozadavky Oborové rady
fyzikalni chemie a proto ji doporucuji k obhajobé. Soucasné preji Mgr. Adriané Baumlové hodné
uspéchd v dalSim profesnim i osobnim Zivoté.

V Praze, 15. ¢erven 2016 RNDr. Cyril Batinka, PhD
Laborator Strukturni Biologie
Biotechnologicky Ustav AV CR
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