Oponentsky posudek magisterské prace Bc. Denisy Ondruskové

Optineurin as a regulator of intracellular transport / Optineurin jako regulator vnitrobunééného
transportu

Bc. Denisa Ondruskova predlozila diplomovou prdci zabyvajici se charakterizaci vazby proteinu
optineurinu na mikrotubuly v zavislosti na posttranslacnich modifikacich a izoformach tubulinu.
StéZejnim poznatkem prdce je pozorovani souvislych oblasti s vysokou pravdépodobnosti vazby
optineurinu na mikrotubuly. Na jeho zakladé autorka navrhuje hypotézu o strukture mikrotubul( a o roli
optineurinu v regulaci bunécného transportu. Prace je sepsdna v anglickém jazyce, je strukturovana
obvyklym zplsobem a obsahuje vSechny naleZitosti.

Strucné shrnuti jednotlivych kapitol a pfipadné komentare

1. Literature review

Prehled literatury shrnuje zakladni poznatky z oblasti biologie cytoskeletu a molekuldrnich motor(i a
podrobnéji pak vse, co je znamo o regulaci molekularniho transportu pomoci tzv. tubulin code a o
proteinu optineurinu. Kromé zndmych informaci poukazuje prehled také na nedostatecné probadané
oblasti, jako je napf. otazka sloZzeni mikrotubull z jednotlivych izoforem v burikach, coz je velmi dlleZité.

e Pripsani literdrni reserse je dileZité vyhnout se nadmérnému rozbihdni do sitky v pfipadé témat,
které se zamérenim prdce souvisi jen volné. Napr. struktufe a mechanochemickému cyklu

kinesinu jsou vénovdny témér Ctyri stranky, vcetné tri obrdzka. Kinesin je pritom pouZit jen v
jednom experimentu pfi sledovdni naseddni KIF5B-TRAK1-OPTN komplexu na mikrotubuly.

2. Aims of the thesis

Motivace a cile prace jsou definovany jasné a zfetelné.

3. Materials and methods

Laboratorni procedury jsou popsany jasné a nemél by byt problém podle textu experimenty
reprodukovat.

e Jedinou vyjimkou je purifikace KIF5 a priprava lyzati OPTN a TRAK1, kde je uvedena pouze
citace ptvodni prdce. Doporucil bych uvést alespon strucné shrnuti,

eV Diskuzi je zminén pokus o znaceni a164 tubulinu protildtkou. | kdyZ se jednalo o nezdareny
pokus, stdlo by za to jej popsat a uvést zdroj nefunkcni protildtky.

e Zpracovdni obrdzki a dat je popsdno dosti strucné. Aby mohl tendr analyzu zopakovat se
stejnym vysledkem, bylo by tfeba uvést, k cemu se pouZivaly zminéné skripty v Matlabu. Bylo by
téZ dobré uvést, jakd byla pouZita metoda odectu pozadi pri méreni intenzity fluorescence.



4. Results

V této Casti je popsana sada experimentd, které vedou k zavéru, Ze optineurin preferuje vazbu na
mikrotubuly s nizkym obsahem posttranslaénich modifikaci a dava prednost uréitym izoformam. Na
zakladé téchto experimentu je pravdépodobné, Ze jednotlivé izoformy nejsou v mikrotubulech
promichany rovnomérné, ale Ze tvofi souvislé homogenni oblasti (patche) a Ze toto usporadani mize
vést k regulaci bunééného transportu.

e Jednd se o velmi zajimavd a potencidlné duleZita zjisténi, podloZend kontrolnimi experimenty.
e Soucdsti Vysledki je ndzornd obrazovd dokumentace, kterd umozriuje rychlou a snadnou
orientaci v mnoZstvi experimentu, které byly provedeny.

5. Diskuze

Na deviti strankach autorka shrnuje dosazené vysledky, diskutuje je v souvislosti se zndmymi poznatky a
navrhuje model nendhodné distribuce jednotlivych izoforem v mikrotubulu. Nechybi ani kritické
zhodnoceni provedenych experiment( a navrh budoucich experimentd, které by posilily dosazené
zaveéry, pripadné dale rozvinuly navrzené hypotézy.

Celkové hodnoceni diplomové prace:

Magisterska prace obsahuje radu experiment(l s dilezitymi vysledky a zajimavymi hypotézami pro dalsi
vyzkum. Formalné je dobfe zpracovana, s minimum chyb v textu a kvalitni obrazovou dokumentaci. Bc.
Denisa Ondruskova jednoznacné prokazala své schopnosti k prdaci v laboratofi i k sepsani védeckého
textu a jeji diplomovou préci jednoznacné doporucuji k obhajobé.

Otazky

1. Je mozné kvantifikovat hustotu pokryti mikrotubulu fluorescenénim proteinem v absolutnich
jednotkach, napf. jako pocet molekul na mikrometr? Mohou se nékteré proteiny vazat na mikrotubuly
nespecificky a zplsobovat tak fluorescencni pozadi?

2. Ve Fig 12A je i po odmyti OPTN vidét zbytek fluorescenéniho signdlu na mikrotubulech. Da se vyloucit,
Ze to usnadnuje opétovnou tvorbu patche stejném misté?

3. Je znamo sloZeni komercniho 647 HilLyte tubulinu? Tvofil by ve smési s tubulinem z jiného zdroje také
patche?

4. Jak rychle se OPTN patche tvofi? Lze dynamiku jejich tvorby zaznamenat a ukazat napf. kymografem?
5. Jaké experimenty navrhujete pro zjisténi, zda se patche jednotlivych izoform tvofii v burikach?

6. Pro sledovani dekorace mikrotubul(i pouzivate koncentraci OPTN 76 nM. Proc¢ byla zvolena tato
koncentrace? Projevi se jind koncentrace na zplUsobu vazby OPTN?

7. Vétsina experimentl je provadéna s purifikovanymi proteiny, v zavére¢ném experimentu jsou pouZity
lyzaty. Pro¢? M(ze to mit vliv na pozorované vysledky?
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