) Prirodovédecka
E fakulta
E

Oponentsky posudek na disertacni praci Mgr. Lucie Hluskové
Studijni program P1527, obor Botanika

Oponent: Mgr. David Kopecny, PhD, CRH — Oddéleni biochemie proteini a proteomiky, Pfirodovédecka
fakulta UP Olomouc

Nazev prace: Study of the ligand specificity of cytokinin receptors

Disertacni prace byla vypracovana pod vedenim Mgr. Lukase Spichala a svym obsahem je zamérena
na studium histidinkinasovych receptortd rostlinnych hormon( cytokinin(i. Disertacni prace je po strance
obsahové zpracovdna na standardni urovni. Prace je clenéna obvyklym zplsobem. Obsahuje cile prace,
seznam pouzitych zkratek a Uvod, metodickou ¢ast, vysledky s diskusi, zavér a prehled pouzité literatury.
Nechybi bibliograficka informace v ceském a anglickém jazyce ovSsem bez abstraktu. Bez priloZzenych priloh
ma spis celkem 74 stran, 14 obrdzk( a 3 tabulky. Citovano je 220 puvodnich praci souvisejicich s danym

tématem.

V Gvodni teoretické Casti se autorka zabyva metabolismem a percepci cytokinini, mechanismem
rekognice cytokinint histidinkinasami skrze CHASE doménu, signdini kaskddou a transportem cytokininG.
V druhé poloviné teoretické ¢asti se autorka vénuje cytokininovym bioesejim a komentuje pozitiva a negativa
réiznych metod. V této &asti pro celkové vétsi prehled chybi pouziti chemickych vzorct diskutovanych agonistti
na antagonistl v ¢asti na str. 38-40 nebo Castéjsi pouziti tabulek v ¢asti na str. 26, ze které by bylo zfejmé
kolik z receptor(i z daného organismu bylo studovano, délka sekvence a identita atd. Autorka se snazi
v krdtkych vétach postihnout velké mnoizstvi faktl, o ¢emz svéd¢i velky pocet citaci, ale ¢asto nejsou

informace kompletni. Plati, ze méné by bylo lépe.

Experimentaini ¢ast je strucna a je zde podrobné sepsan pouzity software, postup pro mistné fizenou
mutagenezi a nékolik cytokininovych eseji, jez byly v praci pouzity. Vysledkova ¢ast je kvalitné zpracovana a
jsou vystihnuty nejdllezitéjsi vystupy prace. Vyjimkou je mutageneze, kterd nebyla kompletné dokoncena.
Autorka pfipravila nékolik mutantti CHASE domény AHK4 se zdmérem napodobit sloZzeni mista v AHK3. Tyto
mutanty nasledné analyzovala, co se ligandové specificity tyCe. Této Casti Ize vytknout to, Ze nebyl proveden
standardni alaninovy sken. Vicendsobna mutageneze za rezidua, kterd jsou objemnéjsi, totiz vétsinou vedou

ke ztraté interakce/vazby ze sterickych divod(. Pfi¢inou jsou vétSinou rozdilna residua z tzv. ,,sekundarni



sféry interakci”, tzn. ta, ktera nejsou prfimo v kontaktu s ligandem, ale s interagujicim residuem. Druhym
problémem je absence kvantifikace na proteinové urovni pomoci néjakého ,tagu”. Opét, vicendsobnd
mutageneze ¢asto vede k problému se sklddanim proteinu. Muzete na zakladé velikosti odezvy signalu, Fedéni
bunék a délky inkubace porovnat, zda-li se vicenasobné klony lisi v mnozstvi aktivniho receptoru? Jsou
nedetekované interakce vtabulce 3 na str. 52 dlGsledkem mutace nebo nizkym mnozstvim aktivniho
receptoru. Jaka kombinace se skryvé za pojmem ,quadruple mutant“? Dovedla byste zhodnotit, jaka mutace

by mohla vést ke zlepseni afinity k cz?

Pfilohy tvofi jeden publikovany ¢lanek vénujici se charakterizaci cytokininovych receptord z fepky, ve
kterém je autorka uvedena jako sdileny hlavni autor (pfiloha 1); dale jeden manuskript pfipraveny k publikaci,
ve které se jako hlavni autorka vénuje studiu aktivniho mista AHK4 z Arabidopsis pomoci N°-deaza derivéatd
(pfiloha 2) a také jeden spoluautorsky clanek, ve kterém se autorka podilela na validaci screeningové metody

pro hledani agonistl a antagonistt na AHK4 receptoru z Arabidopsis (pfiloha 3).

K této ¢asti mam nékolik kritickych poznamek. V publikaci 2 mluvite o /Cso, zatimco v publikaci 1 je to
»apparent Ko“. Jaky je mezi nimi rozdil, jak je stanovujete? Jakou funkci proklddate mérenymi body? Ma

koncentrace znaceného cytokininu vliv na vyslednou hodnotu /Cso?

Dokovani do struktury AHK4 po provedeni MD povazuji za hodné diskutabilni. Napfiklad hodnoty /Cso
pro 6-AP a 9-deaza-6-AP vlbec nekoreluji s méfenymi cytokininy. Dle hodnot vazebnych energii v tabulce 1
manuskriptu 2 by se mél 9-deaza-6-AP vézat nejhlre, ale dle hodnot /Cso je tomu naopak. JelikoZ nejsou
pfilozeny doplfujici obrdzky, Ize se k této ¢ésti tézko vyjadfovat. Muzete diskutovat pozici dokovanych 6-AP

a 9-deaza-6-AP, které chybi v obrazku 6, a porovnat je s dokovanymi cytokininy?

Sumarné vzato splnila prace vytéené cile a po vécné strance obsahuje celou fadu puvodnich velmi
cennych poznatkU. Z celkového pohledu je prace standardni a proto ji doporucuji k obhajobé. Vy3e uvedené
pripominky maji objasnit nejasnosti, které se béhem posuzovani oponentem objevily a maji pfispét k diskusi
pfi obhajobé. Problémem pfilohy 2 (manuskriptu) je absence citovanych doplriujicich tabulek a obrazkd, jez

je vhodné doplnit do elektronické verze, jelikoz ¢lanek neni dosud publikovan.

Student prokazal tvlrci schopnosti - ANO

Prace spliiuje pozadavky kladené na disertacni praci vdaném oboru - ANO
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