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Posudek disertacni prace Ing. Romana Pleskota
The role of signalling phospholipids in
the regulation of plant polar growth

PtedloZend préace je soucdsti vétsitho projektu, jehoZ zdmérem je objasnit vztah mezi vybranymi fosfolipidy
(fosfatidova kyselina, fosfatidylinositol-4,5-bisfosfét), fosfolipasami a cytoskeletem. Prace kombinuje mole-
kuldrné-biologické pfistupy s molekuldrnim modelovanim, konkrétn€ s ,hrubozrnnymi* simulacemi
molekulové dynamiky. Vzhledem ke své specializaci jsem se pii posuzovani prace zaméfil spiSe na vypocetni
metody, jejich vysledky a interpretaci.

Hrubozrnné simulace nahrazuji urcitou skupinu atomu jedinou ¢éastici. Diky tomu je mozné simulovat
daleko delsi ¢asy na ukor atomdarniho rozliSeni. Tim jsou tyto metody pfedurcené pro systémy, ve kterych
S proteiny.

Predkladatel si pfi sepisovani prace mohl vybirat ze své bohaté publikac¢ni Cinnosti. Prace se sklada z vy-
sledkd publikovanych ve tfech pfednich Casopisech zaméfenych na molekuldrni biologii rostlin, jednom bio-
informatickém casopise a prace zaslané do obecné védniho Casopisu. Déle jsou vysledky presentovany ve
formé prehledného ¢lanku.

Prvni prace (Plant J.) vedla k identifikaci NtPLD1 jako isoenzymu fosfolipasy D, ktery je hlavni mérou
ovliviiovdn F- a G-aktinem. Prace vyuZivd metody enzymologické, stanoveni miry exprese na trovni mRNA,
mikroskopické techniky, koprecipitacni a pull-down stanoveni a knock-out studie. Z pocitaovych metod byla
provedena fylogeneticka analysa proteinovych sekvenci isoenzymu fosfolipas D v modelové rostliné. Dale
prace obsahuje model prostorové struktury enzymu vytvoreny na zdkladé bakteridlntho homologu, ktery je
k mému piekvapeni presentovan pouze jako Supporting information. Jedna se o pouze pfibliznou strukturu
diky nizké homologii mezi vzorem a modelem, ktera ale miize byt dale zlepSovana nepiimymi dikazy ve for-
me vysledkid mutageneze a dal$ich metod.

V druhé prici (Front. Plant Sci.) hledali autofi v databasi expresnich dat geny zapojené do metabolismu
fosfatidové kyseliny, které jsou charakteristické pro pyl. Pomoci metod chemické biologie pak identifikovali
piispévek jednotlivych isoenzymi v procesech regulovanych fosfatidovou kyselinou. Fylogenetickd analysa
studovanych enzymi byla provedena na vysoké urovni s vyuzitim rdznych metod a s peclivym statistickym
zpracovanim.

Treti prace (New Phytol.) se zabyva aplikaci sensoru pro mikroskopické studium lokalizace fosfatidové
kyseliny v butikdch pylu. V rdmci této prace byla predpovézena prostorova struktura studovaného senzorové-
ho proteinu programem Robetta. Tento model pouZili jako vychozi strukturu pro simulaci vazby proteinu na
membranu. V souladu s experimentdlnimi vysledky (a v nékolika replikdch) pozorovali vazbu proteinu na
membrdnu s obsahem fosfatidové kyseliny, zatimco bez tohoto fosfolipidu k vazbé nedochdzelo. Rovnéz
mutant proteinu nevykazoval vazbu na membranu s fosfatidovou kyselinou v souladu s experimentem. Price
je doplnéna i simulacemi se vSemi atomy (tedy ne-hrubozrnnymi).

Ctvrta prace (PLOS Comput. Biol.) studuje interakci dal$iho proteinu, konkrétng actin-capping proteinu,
s fosfatidovou kyselinou a fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatem. Pomoci pfedpovédi struktur, studiu elektrosta-
tiky, hrubozrnnych simulaci a vypocti volnych energii racionalizovali rozdilnou vazbu rostlinného a Zivo-
¢isného proteinu s fosfolipidy.

Prace zasland do Proc. Natl. Acad. Sci. USA vyuziva podobny pfistup pro studium vazby plecstrin-ho-
mology domény proteinu SEC3a s membranovymi fosfolipidy. Podobné jako v ptedchozich studiich byla po-
zorovédna vazba v piitomnosti a nebyla pozorovana v absenci fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu v souladu s ex-
perimentem.
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K praci mam nékolik otdzek, které jsou motivovdny mou zvédavosti a nijak nezpochybiiuji préci. Pfi hru-
bozrnnych simulacich je obvykle u proteinu fixovdna jeho sekundédrni struktura, zatimco elementy sekun-
darni struktury a cely protein se miiZe pohybovat. Diky tomu neni mozné pozorovat zmény v sekundarni
struktufe, kterou by podminky simulace mohly iniciovat. Rad bych se zeptal, jestli to je pfipad simulaci pre-
sentovanych v piedloZzené praci a pokud ano jak mutize tento fakt ovlivnit vysledky simulaci. Ddle bych se rad
zeptal jak ptedkladatel zajistil rozdilné pocatecni podminky pfi opakovani simulaci. Autor generuje struktury
membran dlouhou simulaci ndhodné ,,polivky“. Bylo by zajimavé védét, jestli jsou vzniklé membrany symet-
rické z hlediska sloZenf lipidd.

K actin-capping proteinu bych se rad zeptal, jestli by bylo mozné jej na zdkladé vysledkd studie néjak
osekat, abychom ziskali minimaln{ protein se zachovanymi vazebnymi vlastnostmi.

Vysledky vypocti volnych energii (potential of mean force) jsou v souladu s experimentem v relativnich
hodnotach, ale absolutni hodnoty jsou pfili§ vysoké. Je mozné to néjak vysvétlit pouZitym hrubozrnnymi
modely?

Zéavérem chci shrnout, Ze predloZend price presentuje velmi elegantni a dobfe provedené bioinforma-
tické studie, pfedpovédi prostorovych struktur proteini a biomolekularni simulace. Jejich vysledky se skvéle
dopliiuji s experimentdlnimi daty. Vysledky praci bych nevéhal predvadét jako priklad dspésného pouZiti hru-
bozrnnych simulaci. Proto velmi doporucuji praci k obhajobé a udéleni titulu Ph.D.

V Praze dne 14. dubna 2014
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