Posudek diplomové prace Vojtécha Dostala "Analysis of WASH complex component FAM21"

Oblast regulace dynamiky endomembranovych kompartment( v souvislostech s dynamikou
cytoskeletu patii k nejaktivnéji se rozvijejicim v bunécné biologie soucasnosti. Komplex bilkovin
WASH, ktery byl objeven pred méné nez deseti lety, pfitdhl znacnou experimentalni pozornost u téch
organismu, u kterych se vyskytuje. Funkce tohoto pétipodjednotkového komplexu je implikovana
nejen v transportu z endosomu do Golgiho apardtu a v recyklaci z endozému na povrch buriky
(cytoplasmatickou membranu), ale jeho funkéni souvislosti indikuji i transport do lysozomu a fadu
jednotlivych dalSich funkénich moZznosti jeho podjednotek (mozna na komplexu nezavislych), véetné
funkce v jadre. UZ pohled na mnohotvaré funkéni souvislosti komplexu WASH napovidd, Ze by mohl
hrat dosti klicovou roli v koordinaci nékolika transportnich drah endomembranového systému.

Pfes intenzivni vyzkum fada zakladnich otazek spojenych s jeho funkci zlistava neobjasnéna a
predkladana diplomova prace sméfuje k feSeni dvou zdvainych otdzek spojenych s klicovou
podjednotkou FAM21 (duleZitou také pro lokalizaci komplexu): 1. - ve kterych kompartmentech
buriky je tato podjednotka lokalizovana a 2. jaci jsou jeji interakéni partnefi. K reseni téchto otdzek
diplomand zru¢né pouziva kombinaci cytologicko-mikroskopickych postupl (véetné vysokorozliSovaci
mikroskopie), imunolokalizaci, manipulaci s expresi genl pomoci siRNA a biochemicko-
proteomickych postup(; to vSe na dvou modelovych typech bunék - lidské bunécéné linii a burikach
Dictyostelia. Vyuziti bunék Dictyostelia bylo diktovano toxicitou exprese FAM21 v lidskych bunkach.

Vysledkem jeho prace je jasny doklad systematické pfitomnosti FAM21 na SirSim okruhu
endomembranovych kompartmentl, neZ jen dosud zdurazfiovanych casnych ¢i recyklujicich
endosomech. Peclivd kvantitativni analyza ukazuje systematickou pfitomnost také na pozdnich
endosomech a (v mensi mife) také na lysozomalnim kompartmentu. Proteomickymi analyzami
chemicky "cross-linkovanych" extraktl nejen potvrdil vétSinu dosavad znamych interakénich partnert
bilkoviny FAM21, ale také objevil fadu novych. To otevird dalekosahlé moznosti postupné detailni
funkéni charakterizace vybranych kandidat(. Na zakladé mikroskopickych cytologickych analyz
dospiva k zavéru, ze FAM21 se nevaze pfimo na membranu, ale jeho interakce tésné souvisi s F-
aktinem na endomembranidch a zpochybruje tak vyznam dosud zdlraziiované interakce s
podjednotkou retromeru Vps35 pro lokalizaci komplexu WASH na endosomy. FAM21 se lokalizuje na
endosomy také u Dictyostelia, u kterého nebyla zjisténa interakce s Vps35.

Prace je po strance textové i obrazové vypracovdna velmi prehledné a peclivé ve vSech
¢astech textu. Uvodni ¢ast doklada dobry prehled autora po zkoumané tematice.

Nesouhlasim oviem s autorem v interpretaci nékterych jeho hlavnich pozorovani.

1. - Po potlaceni exprese Vps35 pfislusnou siRNA porad zdstdva hladina mRNA na 16% kontroly. U
genU kodujicich komponenty endomembranového systému casto staci minimalni zbytkova exprese
MRNA k velmi silné produkci prislusné bilkoviny. (Osobni zkuSenost oponenta s geranylgeranyl
transferazou.) Pro¢ nebyla sledovana pritomnost/lokalizace Vps35 v siRNA burnkach pomoci
protilatky? Za stavajiciho stavu dat neni mozno tvrdit, Ze i ¢lovéci FAM21 se lokalizuje do endozéml
bez podstatné interakce s Vps35.

2. - Jediny obrazek pouzity k doloZeni souvislosti FAM21 a F-aktinu na endomembrdnach v této
diplomové praci je Supp.2. Autor na str. 56 uzavira, ze FAM21 nelokalizuje na membrany/endosomy



barvené Dil (je si autor jist, Ze Dil rovhomérné barvi membrany celého endomembranového
systému? - kde je na Supp. 2. vidét ER?), ale signal je v tésném sousedstvi s F-aktinovymi shluky. Pfi
tom Obr. 10 doklada témér 100% prekryv s recyklaénim endosomem vizualizovanym pomoci Rab11.
Na zakladé udaji a doklad(i uvedenych v diplomové préci, je zavér o dominantni F-aktin dependentni
lokalizaci FAM21 na endomembrany upfiliseny.

Formalni pfipominky

- doporucuji misto kategorie "vesicle" pouZivat pro struktury viditelné/rozlisitelné v klasické
mikroskopii (vCetné CLSM) pojem "compartment". Kategorie "vesicle" je spiSe pfislusnd v
souvislostech se specifickymi transportnimi vacky pfi exocytéze, ¢i témi, které vznikaji za asistence
obald.

- ha strané 52 nahote ve vété schazi "OTHER" markers a "NOT" used...
Otazky?

- Proc lidské bunky ektopicky exprimujici FAM21 umiraji a burky Dictytostelia ne? Mélo by smysl
studovat inducibilni konstrukt v této souvislosti?

- Je moiné, 7e cast ( i podstatna) lokalizace FAM21 do lysozomalnich domén mize souviset s jeho
degradaci? Je mozna uloha FAM21 a komplexu WASH v autofagii? Je mozné, Ze funkce komplexu
WASH u Dictyostelia je "posunuta" vice k pozdnim-lysozomainim kompartmentdm ve srovnani s
funkci u ¢lovéka?

- Proc¢ exprese Hrs vede k expanzi endosomU?

- Oponent vidi zfejmy rozdil v prekryvné kolokalizaci FAM21 s Rab11l kompartmentem a "lateralni"
kolokalizaci u EEA1 a Rab7 kompartmentl. Ma& smysl spekulovat v této souvislosti o maturaci
endozom( a konverzi Rab GTP4az?

- V ramci hrubych "omickych" pfistup( srovnejte své proteomické kandidaty na interaktory FAM21 s
koexpresi genl (napf. na coXpresdb.jp pres pfisl. gen u potkana) - jako dalsi nezavisly pristup k
verifikaci kandidatl a pfip. dalsim Gvaham.

Tato mimoradné kvalitni diplomova prace je vysledkem synergie mezi praci na domacim
pracovisti Skolitelky na PfF UK a praci v laboratofi Roberta Insalla (bezesporu jednoho z
nejtvofivéjsich soucasnych badatell v oblasti dynamiky cytoskeletu a endomembran), kterou dokazal
diplomand svym pracovnim nasazenim vyborné vyuZit. Oteviel fadu moznosti, jak dale osvétlit funkci
komplexu WASH.

V Praze 5.6.2015 Viktor Zarsky



