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Oponentsky posudek na magisterskou praci
Bc. Moniky Horadzné

Mechanisms reugulating MTM-6 protein activity on endosomes

Diplomova prace Moniky Horazné se zabyva hledanim moznych regulator( fosfatazy MTM-6 z
myotubularinové rodiny a zkoumanim jejich vlivu na Wnt signalizaci u C. elegans.

Diplomova prace je psana vynikajici angli¢tinou, formalné na velmi vysoké urovni, stylové Cisté a
prehledné.

Literarni Gvod je pfiméreného rozsahu a poskytuje dobry informacni zaklad pro ¢asti vysledkd a
diskuze. Nékteré dil¢i poznatky sice nejsou v obecné ¢asti Uvodu presné citovany, ale protoZe autorka
Cerpa z asi 160 praci, tak mi tento drobny nedostatek pfipada omluvitelny.

Cast materialG a metod je dlikladné zpracovéna a ve velkém rozsahu (31 stran) shrnuje PCR, Western
blotting, kvasinkovy dvojhybridni systém a praci s C. elegans.

Jako jeden z cill préce si autorka vytycila zjistit, zda MTM-6 interaguje s vytipovanymi kandidatnimi
proteiny. Z vysledk je patrné, Ze autorka testovala pripadné interakce s MTM-6 pouze pomoci
kvasinkového dvojhybridniho systému. Zajimalo by mé, proc se nepokusila ptipadnou interakci ovéfit
néjakou dalsi metodou, napf. GST pull-down, koimunoprecipitace ¢i FRET, kdyZ méla dle praci
zminénych v Gvodu dobry dvod véfit, Ze alespon nékteré vytipované proteiny se na MTM-6 vazou?
Dalsi ¢ast vysledkd potom popisuje a rozebira nedspésny pokus o nalezeni novych interakénich
partnerll MTM-6 rovnéz kvasinkovym dvojhybridnim systémem a otestovani genetické interakce
mtm-6 avybranych gen( pomoci RNAi v C.elegans.

Celkové jsou vysledky sice kratké (13 stran), ale je to dano tim, Ze obsahuji negativni vysledky a
shrnuji ¢asové a objemové naroc¢né analyzy mutantnich ¢ervl do jedné tabulky a t¥i grafd. Autoréina
snaha o rozireseni probléma s nefunkénim kvasinkovym dvojhybridnim systémem a analyzy cerv(
pfedstavuji i tak velké mnoZstvi prace, jez musela uchazecka zvladnout, a poukazuji tak na jeji pili.
Diskuze je obsahld a probira jak negativni vysledky kvasinkového dvojhybridniho systému tak
pripadné genetické interakce mtm-6 s testovanymi geny. Autorka se ve studované problematice
dobre vyzn3a, coz doklada vlastnim modelem funkce protein(i SEL-5, PPK-1 a CSNK-1 v zavéru diskuze.
Prestoze, jak autorka sama poznamenava, ani jeden z protein( zahrnutych v tomto modelu
pravdépodobné pfimo neovliviuje MTM-6, bylo by lepsi, kdyby v souhrnném obrazku diplomové
prace zamérené na MTM-6, tento protein nechybél.

Celkoveé vsak praci Moniky Hordzné hodnotim vyborné a jednoznacné doporucuji k obhajobé.

Otazky do diskuze:

Jakym zpUsobem by uchazecka prokazala, Ze SEL-5 je v mutantnim kmenu ok363 konstitutivné aktivni
kindzou, misto inaktivovanou kinazou?

Jaky je QL.d fenotypové skére u csnk-1 mutantnich cervi?
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Whnt signalizace ma u C.elegans vliv také na utvareni vulvy. Je tento proces také zasazen u mtm-6
mutantnich ¢erv(i (0k330)? Jak ho Ize srovnat s migraci QL bunék?

Ma vsech 5 ligand(l Wnt C. elegans, nejen EGL-20, poskozenou sekreci v mtm-6 mutantnim Cervu?
Jak nejlépe by slo experimentalné ovérit model navrzeny v zavéru diskuze (obr. 22)?

Existuje néjaka citace/¢lanek, ktera by podpofrila diskuzni bod autorky, Zze muize existovat rozdil
mezi analogickymi posttranslacnimi modifikacemi u C. elegans a S. cerevisiae?

Je rozdil QL.d fenotypu mezi mtm-6 knock-down (RNAi) a mtm-6 knock-out (0k330)?

Pro vyhledavani genetickych interakénich partneru RNAi screeningem je obzvlasté vhodné, aby
penetrace fenotypu daného genu byla 50%. Pak Ize sledovat narlst nebo pokles penetrace daného
fenotypu. Jak Ize dosdhnou toho, aby cerv s KO daného genu mel penetraci sledovaného fenotypu
onéch 50 %?
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