Oponentsky posudek na magisterskou praci Bc. Vaclava Bocana pod titulem: ”Patrani po vnitinich

proteinech mikrotubulG” (Searching for microtubule inner proteins)

Obecné hodnoceni prace

PredloZzena magisterska prace si klade za cil identifikovat proteiny lokalizujici do lumen mikrotubuld,
takzvané MIPs (Microtubule Inner Proteins), a to u cytozolickych mikrotubull i u koncl axonemalnich
mikrotubuld spermie. V tomto pfipadé se prace zaméruje na recentné objeveny TAILS komplex.

Ackoliv byla existence MIPs znama jiz delSi dobu diky elektronové mikroskopii, vétsi pozornosti se tyto
proteiny a nimi tvorené struktury dockaly az relativné nedavno a to v souvislosti s vétsim rozsirenim
kryo-elektronmikroskopickych pfistupd. Nicméné identita MIPs a jejich funkce, zejména u cytozolickych
mikrotubuld, jsou témér neznamé. V pripadé axonemalnich mikrotubult jiz byly u nékterych MIPs
prokazany dileZité funkce a analogicky se daji predpokladat i v pripadé MIPs mikrotubull cytozolickych.
Predlozena prace tak resi vysoce aktudlni téma a cile jsou, zvlasté bereme-li v potaz, zZe se jedna o préci
magisterskou, velmi ambicidzni. V prlibéhu feseni druhého cile autor pobyval na spolupracujicim
pracovisti, jedna se o laboratofr Dr. J. H56g ve Svédsku, ktera komplex TAILS objevila.

K identifikaci MIPs bylo pouZito nékolik rozdilnych biochemickych pfistupl. Ty vyZzadovaly mimo jiné
vytvofeni novych stabilnich savcich linii, jejich validaci, optimalizaci biotinylace, zavedeni
imunoprecipitace mikrotubuli z cytozolu, polymerizace mikrotubul( v cytozolické frakci a separace
koncovych ¢asti axonemalnich mikrotubul( metodou FACS. Jedna se tak o metodicky bohatou praci.
Navic Zadna z téchto metod neni trividlni a v pfipadé imunoprecipitace mikrotubul( z cytozolu a pouZiti
FACSu k separaci struktur se dokonce jedna o zcela nové pfistupy. Casova naro¢nost vyvijeni a
optimalizace téchto pfistupl tak vysvétluje proc v pfipadé prvniho cile, identifikace MIPs cytozolickych
mikrotubuld, neni seznam kandidatnich protein( k dispozici. Nicméné v soucasnosti probiha analyza
obohacenych frakci hmotnosti spektrometrii. Druhy cil, identifikace MIPs koncl axonemalnich
mikrotubuld, pak byl splnén a k vytvoreni seznamu kandidatnich proteint doslo.

Skutecnost, Ze v rdmci této magisterské prace doslo k vytvoreni nékolika zcela novych pristupd,
dokazuje, Ze Bc. Vaclav Bocan je schopen originalniho védeckého mysleni i peclivé laboratorni prace.
Magisterskou praci pokladam za velmi kvalitni a jeji vystupy maji potencial v budoucnu pfispét k poznani
MIPs protein0.

Formalni a jazykova uUroven

Formalni droven je velmi dobra, v praci je mélo pfeklepl apod., zejména figury jsou zpracovany peclivé.
Prace je psana v anglickém jazyce. Jediné, na co bych upozornil, je to, Ze se v préci obcas vyskytuji
neformalni vyrazy, laboratorni slang, ktery do védecké literatury ale nepatti. Priklady: “Stained sperm
samples were checked on a microscope.“- by mélo znit napfiklad takto: “Stained sperm samples were
validated using a microscope. “, nebo “The vector expressed very poorly.” by znélo Iépe jako “The level
of expression using this vector was very low.”



Dale “MAPS6 in our hands localized better to MTs than aTAT1 vectors” znamena vice specificky, nebo
proteinu na mikrotubulech bylo obecné vice, apod.?

“The localization was correct on MTs“ - “The protein localized to the MTs as expected”
S tim se poji i urcita zkratkovitost, zejména v ¢asti Material a Metody, napfiklad:

“MAPG6 gene source was pEGFP-N1-MAP6 vector” — pravdépodobné se jednalo o zdroj kddujici sekvence
a nikoli genu?

"RPE cells were induced upon transfection with 20 ng/ml doxycycline. “ — domnivam se, Ze se jednalo o
indukci exprese fuzniho proteinu?

Hodnoceni hlavnich ¢asti prace
Uvod

Tato kapitola je napsana vystizné, v odpovidajicim rozsahu, a autor prokazal, Ze se vyborné orientuje
v dané tematice.

Materidl a Metody

Tato kapitola je napsana vystizné a podrobné. Pouze postup analyzy hmotnostni spektrometrii by mél
byt popsan detailnéji nebo uvedena relevantni citace. Je zfejmé, Ze tato analyza byla provedena
servisnim pracovistém, ale tato jsou ¢asto schopna poskytnout k citovani publikace popisujici konkrétni
postup, ktery pouzivaji.

Vysledky

Vysledky jsou dobfe popsany a doprovodné figury peclivé a graficky pékné zpracovany. V Diskuzi je
nékolikrat zminéno, Ze byla provadéna optimalizace, napf. v pfipadé barveni spermii protilatkou DCDC2C
nebo protilatkou proti tubulinu. Z mého pohledu by postup téchto optimalizaci mohl byt podrobnéji
popsan pravé ve Vysledcich. Zaprvé se skutecné jedna o vysledky a zadruhé tyto prace mohou byt
pfinosné pro dalsi védce, ale v odbornych publikacich se z divodu nedostatku mista neuvadéji.

Diskuze

Diskuze ma vhodny rozsah i formu a dokazuje, Ze autor si je védom uskali jednotlivych pristupli a ma
jasnou predstavu o tom, jak je do budoucna dale vylepsit i kterym smérem by se projekt mél ubirat.



Pfipominky a otazky do diskuze

1/ Prekvapilo mé, Zze k imunoprecipitaci volnych mikrotubul bylo pouZito protilatky YL1/2. Dle
publikovanych praci tato protildtka rozpoznava tyrozinovany tubulin, Cili tubulin nové polymerizovany do
mikrotubuld, a nikoli detyrozinovany tubulin ve starsich (tj. stabilnich) mikrotubulech. Ocekava autor, Ze
MIPs se budou stejnou mérou vyskytovat v dynamickych i stabilnich mikrotubulech? Z jakého divodu
byla vybrana tato protilatka?

2/ To, e se da pouZzit FACS na separaci fragmentl spermii, je zajimavé a pritomnost bait proteinu
DCDC2C mezi obohacenymi proteiny ukazuje, Ze ptistup funguje. Cim se ale autor vysvétluje fakt, 7e

v emisnim spektru frakci (Figura 30) je vyrazny peak ve vinovych délkach 540-560nm také u Tip-depleted
frakce? Jaky je o¢ekavany enrichment tip versus axonemalnich protein( v Tip-enriched versus Tip-
depleted frakci na zakladé méreni emisnich spekter? Byla zkousena metoda imunoprecipitace fragmentt
spermii protilatkou proti DCDC2C, ktera zjevné funguje velmi dobfe (minimalné na imunofluorescenci)?

3/ V pripadé experimentd, jako jsou imunoprecipitace struktur, upfednostriuji pro validaci, pokud je to
mozné, dva nezavislé pristupy, napfiklad mikroskopii a western blotting. Zatimco mikroskopie umozZiiuje
se ujistit, Ze se jednd o "spravné” struktury, western umoznuje odhadnout miru obohaceni proti jinym
strukturam nebo za pomoci vybranych marker odhadnout miru kontaminace napf. cytozolickymi
proteiny. Stejny pfistup by se dal pouzit i zde, napfiklad u BiolD experimentu lze zobrazit mista o vysoké
koncentraci biotinu pomoci flourescenéné znaceného streptavidinu. V pfipadé imunoprecipitace
cytozolickych mikrotubuld, pokud by bylo pouZito napfiklad linie s rekombinantnim MAPS, by se dal
pouzit western na urceni podminek, za jakych je tento protein s mikrotubuly precipitovan a jiné, napf.
cytozolické kontaminanty nikoli. Uvazoval autor o tomto pfistupu?

4/ Autor zmiriuje, Ze protilatka TAT1 nebarvila optimalné biéik spermie. Jako mozny divod uvadi, zZe
protilatka TAT1 byla vyvinuta proti tubulinu Trypanosoma brucei. Tato protilatka je vSak bézné
pouzivana i ke znaceni tubulinu savc(, kde funguje velmi dobfe. Moznym dlvodem je proto spiSe
omezend dostupnost epitopl v biciku — toto pozorujeme i v biciku T. brucei a barveni se vyrazné zlepsi
napr. po expanzi bunék metodou expanzni mikroskopie, kterd vede k de-crowdingu molekul.

5/ V kapitole 5.4.4. TAILS identification project — future steps autor uvadi, Ze pfi hledani konstituent(
komplexu TAILS: “proteins with homologues in species lacking TAILS (Trypanosoma brucei (Zabeo 2021),
Chlamydomonas reinhardtii (Jordan et al. 2018)) will be excluded from further consideration. “ Dle mych
zkuSenosti je potfeba byt s podobnym pfistupem opatrny, protoZe jsou znamy napft. bi¢ikové proteiny,
které se zachovaly ve vyssich rostlinach, které netvofi bic¢ik, a maji zde jinou, sekundarni, roli. Podobné
vidime, Ze v trypanozomé lokalizuji nékteré ortology savcich proteinli bazalniho téliska i do jinych ¢asti
biciku.
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