Oponentsky posudek na magisterskou praci

Bc. Miroslav Basta (2022) Polyglutamylation as a Post-Translational
Tubulin Modification

Magisterska prace Miroslava Basty je vénovana piipravé posttransla¢né modifikovanych variant a-
tubulinu (tyrosinovany, detyrosinovany, A3-tubulin), pro studium polyglutymylace pomoci polyglutamat
elongazy TTLL11 (tubulin tyrosine ligase-like 11).

Hodnoceni vysledku z hlediska tvurciho prinosu

Byly uplatnény dva inovativni pfistupy pro nabohaceni modifikovanych variant a-tubulinu. Jednak byly
pripraveny tfi HEK293T bunééné linie, které mély zvySenou expresi jednotlivych modifikujicich enzymu:
tubulin tyrosin ligaza (TTL) [tyrosinace]; vasohibin 2 (VASH2) [detyrosinace]; cytosolicka
karboxypeptidaza 1 (CCP1) [A3-tubulin]. Tubuliny modifikované in vivo byly z bun¢k izolovany pomoci
kolon s imobilizovanymi TOG doménami, které vazi ap-tubulinové dimery. V druhém piipadé byl z
bunék nejprve izolovan nativni tubulin, pomoci cykli polymerace-depolymerace, z kterého byly in vitro
piipraveny modifikované varianty pomoci TTL [tyrosinace], karboxypeptidazy A (CPA) [detyrosinace]
nebo CCP1 [A3-tubulin]. Analyza Grovné a-tubulinovych modifikaci hmotnostni spektrometrii ukazala,
ze k zasadné vyssimu nabohaceni studovanych modifikaci doslo pfi provedeni enzymatickych rekaci in
vitro. Byly nalezeny optimalni podminky pro polyglutamylaci s TTLL11 a provedeny pilotni experimenty
polyglutamylace na modifikovanych tubulinech.

Prace je metodicky velmi bohata, od pfipravy plasmidii a bunécnych linii, purifikaci proteina, pfipravy
TOG kolon, ptipravy a analyzy tubulinovych modifikaci po imunobloting a hmotnostni spektrometrii.
Ukazuje tak mimofadné zaujeti autora pro feseni dané problematiky.

Formalni kvalita piredlozené¢ho spisu
Formalni ¢lenéni prace je na standardni Grovni. V celé préci se odkazuje na 10 tabulek a 33 obrazka.
Ptilozeno je 10 map plasmidi.

Jazyk
Prace je psana v anglickém jazyce s malym poctem pieklept a bez formulacnich problémi.

Hodnoceni ¢asti predkladaného spisu

1. Literarni piehled

V literarnim piehledu je pokryta Siroka oblast od tubulinovych genu, struktury tubulinii a dynamiky
mikrotubuld po tubulinové posttransla¢ni modifikace a modifikaéni enzymy. Autor prokazuje rozhled a
orientaci v literatufe (v celé praci je 127 citaci). Piehled je doplnén fadou obrazki s odpovidajicimi
referencemi. Velmi nazorny je Obr. 4, ktery je zaméfen na posttranslaéni modifikace studované v
predkladané praci. V obecném tvodu bych doplnil, Zze mikrotubuly, které jsou nukleovany pies y-
tubulinovy ring complex (y-TuRC) maji 13 protofilament, které tvoii mikrotubul s vn&j$im primérem ~
25 nm, a Ze k hydrolyze GTP dochdazi na B-tubulinu. Zminil bych i dalsi posttransla¢ni modifikace
tubulinu: arginylace, glykosylace, sumoylace, nitrace.

2. Material a metody
Material a metody jsou popsany podrobné€. Oceriuji peclivy popis izolace proteint a provedeni
enzymatickych reakei.

3. Vysledky

V této Casti jsou jasné prezentovany vysledky pfipravy bunéénych linii exprimujicich modifikaéni
enzymy, purifikace enzymi, izolace tubulind pies TOG kolony nebo pomoci cykll polymerace-
depolymerace, in vitro modifikace tubulint a jejich analyzy. Z ¢asovych divodi nebyla dokonéena



analyza polyglutamylace pomoci TTLL11 u modifikovanych tubulinii. K dokumentaci vysledkii slouzi 26
obrazkii a 5 tabulek.

4. Diskuse

V diskusi se autor vénuje kritickym mistim pfi izolaci a modifikaci tubulini a pfedklada hypotézu o
moznych polyglutamylovanych formach u tyrosinovaného a-tubulinu, detyrosinovaného a-tubulinu a A3-
tubulinu po ptisobeni TTLL11. Diskuse svédéi o tom Ze autor umi na zakladé ziskanych dat formulovat
hypotézy pro dalsi experimenty.

Podle mého nazoru jde o metodicky velmi bohatou praci, ktera pfinesla nové vysledky na jejichz
zakladé bude mozno pokracovat ve studiu funkce modifikovanych tubulinii. Be. Miroslav Basta
prokazal dobry piehled odborné literatury, schopnost aplikovat fadu molekulirné biologickych a
biochemickych metod, a kriticky zhodnotit ziskana data.

Dilé¢i pfipominky k praci a otizky do diskuse

Piipominky k prezentaci a dokumentaci

Na str. 9 je odkaz na Tabulku 2, ktera vSak chybi. Na str. 67 je odkaz na Obr. 23 (asi ma byt Obr. 24); na
str. 68 je odkaz na Obr. 24 (asi ma byt Obr. 25). U Obr. 27 a 29 chybi oznaceni modifikace (polyE ?). V
piiloze je u Obr. 1, Obr. 3, a Obr. 4 ziejmé chybny popis ndzvu obrazku.

Bylo by uZite¢né ukézat mapy viech nové vytvorenych plasmidi.

Naméty pro diskusi

Pro¢ je dilezité védét jakd je Groven polyglutamylace u tyrosinovaného a-tubulinu, detyrosinovaného o-
tubulinu a A3-tubulinu, s ohledem na funkce mikrotubulii v bufice?

Teoreticky by $lo pouzit k piipravé A3-tubulinu riizné cytosolické karboxypeptidazy (CCPs), a k piipravé
polyglutamylovaného a-tubulinu ruzné “tubulin tyrosine like-ligases™ (TTLLs). Pro¢ jste se rozhodli pro
CCP1 aTTLL11?

Pro izolaci tubulinii z bunéénych kultur jste pouzili jak TOG kolony, tak cykly polymerace-
depolymerace. Kterym pfistupem jste dosahli vyssi ¢istoty tubulinii?

Testovali jste polymera¢ni vlastnosti takto purifikovanych tubulini (za jakych podminek)?
Polyglutamylace s TTLL11 byla provedena i na mozkovém tubulini (Obr. 29). Jakym zpisobem byl
izolovan?

Pro¢ jste k identifikaci tubulinu izolovaného z TOG kolony preferovali “peptide mass fingerprinting”
(Obr. 19), misto imunoblotingu se specifickymi protilatkami?

Piitomnost A2-tubulin byla prokazovéna hmotnostni spektrometrii, $lo by vyuZit i specifickou protilatku,
kterou mate k dispozici?

Pro jaké dalsi experimenty, vedle studia Grovné polyglutamylace, lze vyuzit Vami izolované frakce s
modifikovanymi a-tubuliny?

A3-tubulin je zajimava modifikace s ohledem na dynamiku mikrotubulii, protoZe na rozdil od
detyrosinového a-tubulinu a A2-tubulinu je spojovéana s dynamickymi mikrotubuly. Co je v soucasné
dob¢ znamo o mechanismu pusobeni této modifikace na dynamickou nestabilitu mikrotubuli?
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