Oponentsky posudek na disertacni praci Mgr. Lucie Hluskové

»Study of the Ligand Specificity of Cytokinin Receptors

Predlozena disertacni prace Mgr. Lucie Hluskové se zabyva velmi aktualnim tématem, a
to studiem specificity interakci mezi rostlinnymi hormony cytokininy (ligandy) a jejich
receptory. Autorka si ve své dizertatni praci stanovila dva cile. Prvnim cilem byla
charakterizace ligandové specifity nové identifikovanych cytokininovych receptort
z agronomicky vyznamné plodiny fepky olejky. Tohoto cile bylo Gispé$né dosazeno a ziskané
vysledky jsou soucasti prvni spoluautorské prace publikované v Journal of Experimental
Botany (Kuderova et al., 2015). Druhym cilem bylo testovani specifity interakci vybranych
ligandi a cytokininovych receptorii a jejich mutantnich forem pfistupy molekularni a
chemické biologie. Cast vysledkii ziskanych v ramci plnéni tohoto cile je publikovana ve
Frontiers in Plant Science (Klime$ et al. 2017). Vyznamna ¢ast vysledku je pak shrnuta v
prvoautorské praci, ktera je predlozena K oponentnimu fizeni. Obé zminéné publikace i
manuskript jsou zafazeny jako ptilohy v zavéru disertacni prace.

Hned v ivodu mého posudku vSak musim konstatovat, ze mé pickvapilo, Ze diserta¢ni
prace neobsahuje abstrakt, jehoz cilem je naldkat Ctenafe, aby si se z4jmem danou préci
piecetli. Abstrakt by mél tvofit neodmyslitelnou ¢ast kazdé védecké prace! Cile diserta¢ni
prace se nachazi jesté pred seznamem zkratek a literarnim ptehledem. Toto uspotadani je pro
mne trochu neobvyklé a snad i trochu nelogické. Pokud je toto fazeni kapitol dano piedpisy
univerzity pro vypracovani disertaéni prace, tak se za tuto vytku autorce omlouvam. Kdyz uz
jsme zminila seznam zkratek, tak bych rada upozornila, Ze v seznamu postradam v textu se
Casto vyskytujici zkratky Asp pro kyselinu asparagovou nebo GUS pro B-glucuronidasu.
Zkratka AHP by méla byt spravné popsana jako Arabidopsis histidine phosphotransfer protein
a ne jen phosphotransfer protein. Zkratka CREI, ktera se v seznamu vyskytuje, neni
vysvétlena.

Nasledujici 30-ti strankovy literarni prehled podava ucelené informace o biosyntéze a
degradaci cytokininli, cytokininové signalni draze s detailnéjSim popisem jednotlivych
komponent a cytokininovém transportu. Velky prostor je dan metodam, které se pouzivaji ke
studiu biologické aktivity cytokininli a cytokininovych receptorii. Jednotlivd sdéleni jsou
doprovazena dostatenym mmnozstvim literarnich zdroju, dokazujicich, Ze se autorka dobfie
orientuje ve studované problematice. Tady bych jen poznamenala, Ze tvrzeni ,,CKI2 interacts
with AHP1, AHP2 a AHP5 (Mira-Rodado et al., 2012)“(str. 20), neni uplné. V pozdé&jsi praci
(Bauer et al. 2013) bylo ukazano, ze CKI2 také interaguje i S AHP3 a AHPG6 proteiny.



Literarni odkazy Anantharaman and Aravind, 2001 a Heyl et al., 2007 uvedené za vétou ,,The
REC domain contains the aspartate capable of being phosphorylated* (str. 25) jsou chybné.
Oba citované literarni zdroje se tykaji CHASE domény. Sdéleni ,,Loss of binding capacity
was observed upon mutagenesis of the CHASE domain (F304A, T317A) and the HisKA
domain (H482Q) in the CREIb splicing variant (Heyl et al. 2007)* (str. 35) neni pfesné,
protoze mutageneze katalytického histidinu nema vliv na ztradtu vazebné kapacity receptoru,
ale na jeho signalni aktivitu. Chybn¢ je pak oznacena tato informace i v obr. 6 (str. 36).
Myslim si, ze spojeni ,,constituvely activated receptor* (str. 35, 36), i kdyz se v publikacich
nachazi, neni uplné spravné a priklanéla bych se rad¢ji k terminu ,,constituvely active
receptor.

V metodické a vysledkové ¢asti autorka prezentuje metody a vysledky, na kterych se
ptimo podilela. Ty jsou pak diskutovany v kapitole Diskuse a shrnuty v Zavéru. Ocenuji, ze
autorka k ziskani dat pouziva nékolik na sob¢ nezavislych biologickych piistupt, které piinasi
velmi cenna aktualni data v oblasti interakce cytokinin-receptor, zejména pak ty, které
poodhaluji stale jesté neznamy mechanismus aktivace receptoru a pienos signalu pies
membranu.

Po formadlni strance je disertacni prace peknd, napsana dobrou anglictinou, text je ¢tivy

a doprovazeny piiméfenym poctem obrazku a tabulek.

Dotazy:

1) Data s 9-deaza cytokininovymi analogy ukazuji na dulezitost vodikové vazby mezi
vazebnym mistem receptoru a atomem dusiku v pozici 9 adeninového kruhu cytokininu pro
cytokinin-receptor vazbu. V ptipadé ribosida je sice dusikovy atom na pozici 9 zachovan,
nicméné je na ném navazana ribosa. Krystalova struktura CHASE domény odhalila, Ze
ribosidy citokininti se nemizou do receptoru vazat. Lomin a kol. (2015) ukazali, ze zatimco
vazebné studie s cytokininovymi basemi v bakteridlnim a rostlinném Systému jsou
srovnatelné, ribosidy cytokinint se v rostlinném systému vazou velmi slabé nebo viibec. Jaky
je postoj autorky k otazce vazebné afinity ribosida a jejich testovani v bakterialnim systému?
Zvazovali jste zafazeni rostlinného systému, ktery predstavil Lomin v r. 2015 do portfolia

metod, které pouzivate?

2) Bodova mutace A322V v CHASE doméné AHK4 vyrazné zvysila afinitu AHK4 receptoru
k testovanym ribosidiim (Tab. 3, str. 52). Mate né&jaké vysvétleni, pro¢ byla tak silnd vazba

nameétena pro oba testované ribosidy po zavedeni mutace?



Zavérem muzu konstatovat, ze i pfes uvedené pripominky Mgr. Lucie Hluskova prokdzala
dobré tviir¢i schopnosti v oblasti daného vyzkumu. Jeji predkladand prace spliuje pozadavky

kladené na diserta¢ni praci, a proto doporucuji, aby byla pfijata k obhajob¢.
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