Oponentsky posudek na disertaéni praci Mgr. Jana Blumensteina nazvanou
,PFekryvy regulonti stresovych sigma faktorit RNA polymerazy korynebakterii a

rhodokoku*

DisertaCni prace se zabyva regulaci promotort u tfi druht bakterii, a to Corynebacterium

glutamicum, Rhodococcus erythropolis a Rhodococcus opacus.

Uvod ma 19 stran a je peélivé zpracovan. Poskytuje detailni informace o studovanych
bakteriich, vysvétluje jejich primyslové vyuziti a shrnuje soucasné znalosti o ¢ faktorech u

korynebakterii a rhodokoku.

V &asti Material a metody je popsano klonovani, mutageneze, transformace do E. coli a C.
glutamicum, méfeni fluorescence v bezbuné&tném extraktu C. glutamicum a in vitro
transkripce. Chybé&l mi popis po€itaového modelovani a simulaci molekularni dynamiky (jaky
software byl napfiklad pouzit), které jsou uvedeny v kapitole 5.1.1.3 vysledkl. Chybi zde také
popis izolace RNA, pfipravy cDNA knihoven a analyzy sekvenaénich dat, které jsou

popisovany v podkapitole 5.2.3.1. VSe ostatni je popsano velice podrobné.

Kapitola vysledkl je detailné zpracovana. V prvni Casti je méfena transkripce ze Ctyf
promotor( v pfitomnosti 6° a 6™ (véetné mutantnich variant ") u C. glutamicum. Autorovi se
podafilo vytvorit hybridni P/ promotor, ktery je rozpoznavan pouze mutantnimi variantami
o'. V podkapitole 5.1.1.1. nebylo Uplné ziejmé, zda se jedna o nové vysledky &i dFive
publikovana data z laboratore, v podkapitole 5.1.1.3 (po€itacové modelovani interakce mezi o
faktory a promotory) zase nebylo jasné, nakolik se autor na vysledcich podilel. V druhé &asti
prace je ukazano, jak jednotlivé zamény nukleotidi v promotoru rozpoznavaném o™ u C.
glutamicum vedou k tomu, Ze je promotor rozpoznavan i dalSimi o faktory. V tfeti Casti
vysledkl se autor zabyval o faktory u rhodokokud. Nasel nékolik promotord rozpoznavanych
o®, o a oF, urdil promotorové sekvence dulezité pro konkrétni ¢ faktory a vSe potvrdil pomoci
in vivo dvoukomponentového systému a také pomoci in vitro transkripce. Kapitola vysledku
pfinasi nové a zajimavé poznatky, jen bych nékteré ¢asti, které popisuji klonovani promotora,

restrikéni Stépeni apod., zafadila spiSe do kapitoly Material a metody.

Diskuze na témér 30 stranach detailné vysvétluje a shrnuje ziskana data a dava je do kontextu

se souCasnym stavem poznani, je vidét, Ze autor problematice rozumi a ma rozsahlé znalosti.

K pfedloZzené praci mam nasledujici dotazy:



1. Pocitatové modelovani bylo provadéno na zakladé struktury oF z E. coli, jak se
sekvence domény o4 tohoto o faktoru lisi od o® a o' C. glutamicum? Pokud nejsou
sekvence stejné, jak byly ziskany struktury o® a o' zobrazené na obrazcich 10 az 14?

2. Pro¢ oM aktivuje s dependentni promotor (Pcg0668) v dvoukomponentovém systému
az ve stacionarni fazi ristu? Je b&hem exponencialni faze M z plazmidu exprimovan,
pfipadné je o™ stabilni? Existuje néjaké jiné vysvétleni, pro¢ o™ aktivuje transkripci az
ve stacionarni fazi?

3. In vitro transkripce byly provadény s RNA polymerazou z C. glutamicum a o faktory
z R. erythropolis. Jak sekvenéné podobné jsou si RNA polymerazy z R. erythropolis a
C. glutamicum? (RNA polymeraza z mykobakterii, které jsou rhodokokim blizce
pfibuzné, ma napfiklad 100 aminokyselin navic vlioZzenych do 3 podjednotky).

4. V nékterych grafech bylo patrné, Ze je promotor aktivovan pouze pfitomnosti plazmidu
se o faktorem, aniz by tento o faktor byl indukovan (napf. P1sigB a ct, obrazek 27).
V diskuzi bylo uvedeno, ze to muize byt zplisobeno &aste€nou expresi o faktoru, ke
které z plazmidu dochazi i bez indukce, a vysokou citlivosti promotoru. U P1sigBG.31
dochazi k aktivaci promotoru, i kdyZ exprese of neni indukovana, celkova aktivita
promotoru je vSak niz8i oproti P1sigB, kde k aktivaci bez indukce exprese ot nedochazi
(700 versus 4000 AU). Znamena to, Ze je P1sigBG.ss1épe rozpoznavan cF, ale presto
je transkripce z tohoto promotoru nizsi?

5. Jaky protokol byl pouzit pro sekvenovani primarnich 5’koncu transkriptd (kapitola 5.2.2

a obrazek 22)?

Praci pfes uvedené pfipominky doporucuji k obhajobé.
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