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Nazev prace:
Studying a katanin-like protein as a potential sensor of glutamylation in a cell

Studium katanin-like proteinu coby potencidlniho senzoru glutamylace tubulinu v burice

Cile prace
(Volné pielozeno z textu diplomové prace.)

Posoudit na zdklad¢ pfedbéznych vysledki, zda by katnal2i2 mohl slouzit jako geneticky
kédovany marker pro glutamylaci tubulinu v cilidrni axonemé a tedy:

1) Kvantitativn€ posoudit a porovnat korelaci mezi signdly kataninu a glutamylace tubulinu
v ciliich.
2) Otestovat vztah mezi kataninem a glutamylaci pomoci modulace urovné glutamylace
tubulinu.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZzadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 67 stran
Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova? Abstrakt ANO, klicova slova NE.
Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napséan srozumitelné? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO
Kolik metod bylo pouzito? Vice nez deset riznych metodickych piistupii.
Jsou metody srozumiteln€ popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimentti? ANO
Je dokumentace vysledkl dostacujici? ANO
Postacuje mnozstvi experimentil k ziskani odpovédi na zadané otazky? ANO




Diskuze:

Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki? ANO

Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO

Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO, ale
vzhledem k tomu, ze Ctyfi experimenty nepiinesly jasné nebo velmi presvédcivé vysledky
(ovéfeni na dalSich dvou bunéénych liniich, expanzni mikroskopie , overexprese glutamylaz
a jejich knockdown pomoci siRNA), bylo by pifinosné zamyslet se nad vice moznymi
upravami téchto experimentti do budoucna.

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné?  ANO

Formalni droven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova troven):

Formalni Groven je velmi dobrd, pfedevsim v jeji experimentalni ¢asti.

Pouze v ptehledu literatury se ¢tenafi misty haie orientuje. Doporucila bych zde graficky
rozli$it podkapitoly od kapitol (mozna i kvtli tomu, Ze vSechny urovné nadpisii maji stejny
font, doslo k chybé cislovani kapitol (viz obsah - kapitoly 1.3. a 1.4. a 1.5., pfedpokladam
mély byt "1.3.4. a 1.3.5."). Déle by lepsi srozumitelnosti pomohlo roz¢lenit posledni kapitolu
("1.5.") na podkapitoly (takto vcelku na 5 stranach ptisobi hutn€). Pfisté bych se nebala ptidat
i vice nazornych obrazka, které by také Ctendii dale usnadnily orientaci v popisované
problematice.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Cile prace byly splnény, k ovéefeni fungovani kataninu jako axonemadlniho markeru
slouziciho jako senzor glutamylace tubulinu bylo pouZito vice riznych ptistupti.

Korelace glutamylace a kataninu (cil 1) byla méfena pomoci kvantifikace signalu z IF a
ExM. Pro manipulaci trovné glutamylace (cil 2) byla pouZzita overexprese a siRNA
knockdown pfislusnych enzymd.

Sice ne vSechny pfistupy vedly ke zddrnému potvrzeni hypotézy, autorka ale navrhuje mozna
feSeni a 1 v této formé se jednd o celkové kvalitné odvedenou praci s velkym poctem
experimentl, dostacujici pro splnéni predpokladli diplomové prace. Praci s radosti
doporucuji k obhajob¢.

Otazky a pripominky oponenta:

1) Ohledné prezentace vysledkl bych v ptipadé obrazki z imunofluorescenci (IF) doporucila
srovnat vedle sebe stejna cilia v riznych kanalech a vzdy pfidat jejich "prekryv" (overlay,
merge), aby ¢tenaf 1épe vidél lokalizaci vSech studovanych proteini a vedle nich ptislusSnou
kvantifikaci. Napiiklad obr.11 je mirné matouci, protoze graf ukazuje kvantifikaci alfa-beta
tubulinu zatimco obrazky z IF acetylovany tubulin a pouze v ptekryvu s katnal2i2.

2) Rada bych se zeptala, jak pfesn¢ byla kvantifikace IF provadéna - v kapitole " 3.2.
Methods " je popséno jen velmi obecné dvéma vétami (kap. 3.3., str.41). Signél byl tedy
kvantifikovan automaticky pomoci R softwaru nebo nejprve byla manuédln¢ v ImageJ uréena
néjaka "linie", na které byl signal poté dale zméten v R softwaru?

Z textu (kap. 4.1.) je totiz hlfe pochopitelné, pro¢ je v nékterych kvantifikacich signal
katnal2i2 i na dcefinych centriolach (obr. 10) a v jinych ne (obr. 11,14,16). Nazorné ukazani
vstupnich obrazki a dané "linie" by jasné Ctendfe piesvédcilo, ze k rozdilnym vysledkim
vedl bud’ slabsi signal protilatky (dcefinou centriolu nevidime) nebo je to zplsobeno
métenim (linie byla nakreslena mimo dcefinou centriolu). Autorka vysvétluje absenci tohoto
signdlu v obrazku 16 bud slabSim signdlem katnal2i2 nebo kvili zprimérovani dat. Mam




dojem, Ze mezi témito dvéma pfi¢inami by mélo byt snadné rozhodnout, pokud uvidime
vstupni data:

3) Na jednotlivych grafech z kvantifikaci k obr. 16 je tedy vidét vice peakd katnal2i2,
odpovidajicich dcefiné a mateiské centriole a ztrati se az primérem? Nebo uz na IF
obrézcich neni signal katnal2i2 na dcefiné centriole vidét?

Zde presvédcivosti prezentovanych dat opét ubira fakt, Ze ke grafim nejsou uvedeny vSechny
(reprezentativni) vstupni IF obrazky studovanych proteini (viz mij komentar ¢. 1).

4) Se zavérem kapitoly 4.1.1. "overall patterns of using markers in the IMCD3 line still
reflect the previously noted correlation between katnal2i2 and tubulin monoglutamylation" je
pro m¢ téZké souhlasit, pokud vyplyva pouze z uvedeného obrazku (obr.17) - zde bych
fekla, Ze linie katnal2i2 (Cervend) odpovida spiSe acetylovanému tubulinu (fialova). Mohla
byste to néjak blize komentovat? Mohou tfeba jednotlivé vstupni grafy ilustrovat korelaci
Iépe nez jejich celkovy primér?

5) S tim souvisi také ma dalsi otdzka: Zajimalo by mé, jak vypadaji grafy jednotlivych cilii
uExM (obr.19), zda pfed jejich zprimérovanim neni vidét lokalizace katnal2i2
a glutamylace v ramci jednoho cilia Iépe?

(Formalni poznadmka: Trochu matouci je zde vyména barev pro jednotlivé protilatky oproti
predchozim graftim.)

6) Planujete v budoucnu néjaké dalsi ptistupy pro dosazeni tGspéSné overexprese TTLL
enzymu?
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