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Oponentsky posudek na diplomovou praci Martiny Ptackové:
DNA vazebné vlastnosti proteinti rodiny CSL ve Schizosaccharomyces pombe.

Diplomové prace Martiny Ptackové pojednava o rodiné CSL transkripcnich
faktorti v jednobunécné kvasince Schizosaccharomyces pombe. Tento organismus
uspésné slouzi jako laboratorni model pro fadu fundamentélnich procesti probihajicich
v eukaryotické buiice jako napt. bunécny cyklus ¢i bunécna signalizace. Pro zvolené téma
CSL proteinii predstavuje tato kvasinka navic unikatni systém umoziujici studium CSL
proteinit mimo Notch signalni drahu, ktera se objevuje az u metazoi. Projekt navazuje na
ptedchozi prace této laboratote uspésné publikované v neddvnych letech. Z téchto
davodi se jedna o velmi vhodné€ zvolené téma.

Literarni ptehled je pro neseznalého ¢ténafe Ctivy a srozumitelny a uvadi prehled
vyskytu, struktury, funkce a DNA-vazebnych vlastnosti CSL proteinti a také informace o
Castécné charakterizaci dvou proteinti CSL proteint, Cbfl1 a Cbf12, u S. pombe.
Nevyhodou literarniho prehledu, ktera se stejné tak objevuje 1 v Casti diskuze je
nedostatek jednotici informace, kterou by ¢tenaf obdrzel na zavér (tj. vyskyt — struktura —
funkce CSL proteint v ptirod¢). To ale mize byt zpiisobeno utrzkovitymi informacemi

z riznych bunéénych systému. Jako celek vSak piisobi literarni piehled zdarile.

Cast Material a metody povaZzuji za zevrubnou a vy&erpavajici. Ukazuje na komplexni
metody EMSA a ChIP. Autorka ve své praci vyuzila i praci s genomovou databazi pro
ziskani zakladniho datasetu.

Tim je také uvedena ¢ast Vysledky. Autorka analyzovala 5 nekodujici oblasti 5424 geni
pro piitomnost vazebnych elementi pro CSL proteiny a identifikovala celkem 566
moznych cilovych genl. Souc¢ésti prezentace téchto dat by mohla byt i distribuce motivii
v nekddujich oblastech, tj. histogram vzdalenosti od pocatku transkripce ¢i translace,
tabulka s témito daty je pfitom jako pfiloha prace. Kombinaci s transkripénimi daty
ziskanymi Dr. Pfevorovskym byl sestavem kone¢ny dataset 61 genli s moznym mistem
pro Cbf proteiny. Jako trochu nestastné povazuji porovnani 61 motivii pomoci NJ
analyzy. Vhodnéjsi by mozna bylo rozttidéni jedmotlivych motivii do subtypu, tieba

s charakteristickym sekven¢nim logem.

Pro funkéni vazebné studie autorka ptipravila N-terminédln¢ zkracenou verzi proteinu
Cbf12, ktery tak, jak autorka spravné piedpokladala, nabyl in vitro DNA vazebnych
vlastnosti béhem EMSA. Afinita Cbfl1 a Cbf12DN k vybranym DNA motiviim byla
stanovena pravé pomoci EMSA, pfi niz bylo uspésné identifikovano nékolik specificky
vazanych motivil jak Cbfl1 tak Cbf12DN. Dale bylo zjiSténo, Ze tyto proteiny vazi
jednotlivé elementy s odlisnou afinitou a ziejmée také i s odliSnou specifitou.



Na zékladé téchto vysledkil autorka pouzila tagovany Cbfl1 pro chromatinovou
imunoprecipitaci spojenou s naslednou kvantitativni PCR. Cilem bylo odhalit nativni
Cbf11 vazané tiseky DNA a v nich pak otestovat pfitomnost vytipovanych oblasti.
Vyuzitim kontrolniho kmene autorka s uspéchem otestovala experimetalni design pro
tuto naro¢nou techniku, avsak ve vlastnim ziskaném vzorku nezjistila obohaceni
charakterizovanych usekti DNA.

Autorka zavérem diskutuje ptitomnost CSL proteint v S. pombe, a také divody
neuspéchu v ChIP experimentu. Diskuze plisobi, ze autorka problematice rozumi a je si
védoma experimentalnich uskali projektu. Sife ptivodnich literarnich zdroj vyuzZitych

v této praci navic napovida o teoretickém zvladnuti problematiky. Z formalniho hlediska
mi chybi jasné formulované cile prace. Celkove povazuji praci za zdatilou a doporucuji ji
k obhajobé.

Otazky:
1. Vzhledem k evolu¢ni ptibuznosti améb se skupinou hub a zivocichi, jsou CSL
proteiny (nebo alesponi jejich ¢asteéné homology) ptitomné u skupiny napt. u
Dictyostelium discoideum?

2. Existuje, byt tieba vzdalena, podobnost N-terminalni domény Cbf12 s jinymi
s jinymi proteiny?

3. Neni mozné, Ze by se CSL-vazebnd mista vyskytovala také uvnitt kodujicich
oblasti genii?

4. Jak se stanovuje sila adheze kolonii na plotné?

5. Maji mitochondrialni geny n¢jaké promotory?



