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Cilem predkladané disertacni prace nazvané ,Prekryvy regulonl stresovych sigma faktorli RNA
polymerazy korynebakterii a rhodokok(“ bylo charakterizovat doposud nepopsané regulony stresovych
(ECF) sigma faktord RNA polymerdzy u vybranych zastupch rodu Rhodococcus: R. erythropolis
a R. opacus. Déle porovnat ziskané vysledky s vysledky dfive ziskanymi u pfibuzné a Iépe popsané
bakterie C. glutamicum, cemuz predchazela analyza prekryvl sigma regulonl u C. glutamicum.

Domnivam se, ze po formalni strance je prdce na velmi dobré udrovni. Text je srozumitelny, ctivy
a obsahuje minimalni mnozstvi preklepl. Obrazkova dokumentace je standardni a vhodné doplnuje
prezentovand fakta. Struktura prace je ¢lenéna obvyklym zplsobem. Obsahuje abstrakt, seznam
zkratek, Uvod, cile prace, literarni prehled, materidl a metody, vysledky, diskuzi a souhrn.

Literdrni Uvod je velmi pékné napsdn. Je cCtivy, z jazykového hlediska témér bezchybny s minimem
preklepl a slangovych laboratornich vyrazl, jejichz seznam uvadim niZe. Pokud mohu soudit, tak
Literdrni Uvod shrnuje stru¢né, ale vystizné soucasné poznatky reSeného tématu.

Z metodického hlediska je prace pomérné chudd, ale to je ddno feSenou problematikou. PouZité
metody jsou dostatecné vysvétleny.

Nejobsahlejsi ¢ast disertacni prace tvofi kapitola Vysledky. Tato kapitola ¢ita celkem 55 stranek. Zde
bych mél pfipominku pfedevsim ke kapitole 5.1.1.1. nazvané ,Mutantni varianty faktoru o™ C.
glutamicum®, ktera je pomérné ndrocnd na porozuméni, coz je do zna¢né miry dano feSenou
problematikou. V tomto ohledu by moZna stdlo za to, popremyslet o jednodussi koncepci obrazku
mutantnich proteinovych struktur, kterd se mi nezddla dostate¢né prehlednd. Pfevdind vétsina
vysledku je vSak napsdna srozumitelné a je logicky fazena. Nékteré obrazky jsou nizsi kvality, coz oviem
nesnizuje kvalitu vysledk(. Zjisténé drobné nedostatky uvadim niZe v seznamu pripominek.

Diskuze je obsahla a je prezentovdna na 29-ti strankach. Opét je napsana srozumitelné a autor logicky
diskutuje své vysledky a porovnava s dostupnou literaturou.

Prace obsahuje vice neZ 200 citaci a pokud mohu soudit, pfevazna vétsina jsou pivodni odborné prace.

Tato disertacni prace, kterou autor vypracoval v dobrfe zavedené bakteriologické laboratofi
v Mikrobiologickém Ustavu AV CR v Laboratofi modulace genové exprese pod vedenim Ing. Miroslava
Patka, CSc., se zabyva velmi zajimavou a stéle aktualni problematikou odhaleni funkce sigma faktoru
RNA polymerazy pfi regulaci genové exprese u biotechnologicky vyznamnych mikroorganismi -
korynebakterii a rhodokokt. Origindlni vysledky nasbirané autorem byly publikovany ve dvou
impaktovanych ¢asopisech, z nichZ u jedné z nich je Mgr. Jan Blumenstein prvnim autorem publikace.
Vytycené cile predkladané disertacni prace povazuji za splnéné. Autor prokazal schopnost samostatné
védeckeé prace, a proto doporucuji predkladanou disertacni praci k obhajobé.



Otazky a pfipominky:

1)

2)

5)

Napft. na strané 92, obr. 28 B,C - v pfipadé testovani vlivu SigE faktoru na aktivitu pfislusnych
promotor( mé prekvapila vysoka aktivita promotord u neindukovanych vzorkd. V diskuzi pak
uvadite mozné logické vysvétleni, Ze neni vyloucena slabd exprese SigE i bez pfidani induktoru
IPTG. Presto bych se rad zeptal, zda jste nezkouseli ¢i nezvazovali napf. pomoci imunodetekce
¢i MS analyzy zjistit hladinu Sigk bez pridani IPTG ve vzorku? Mate jesté jiné mozné vysvétleni
pro zvysenou aktivitu téchto promotord? Jinymi slovy, je mozna pritomnost néjakého analogu
IPTG v médiu, ktera by zplsobila produkci SigE bez pridani IPTG?

Vzhledem ktomu, Ze faktor SigA je vegetativnim o faktorem, je esencidlnim proteinem
u bakterii. Umim si predstavit, Ze u nékterych mikroorganism(, které disponuji vysokou
genetickou plasticitou, napf. Streptococcus pneumoniae, B. subtilis atd., by ptiprava delece
v genu kodujici sigA mohla byt provedena a jeji letalita kompenzovdna akumulaci
supresorovych mutaci, které ovsem mohou byt ndapomocné pfi dalSim studiu regulacni drahy
spojené se sigma faktory. Lze v literatufe néjaké takové experimenty/data dohledat? Jak
uvadite na str. 16, oba faktory SigA a SigB jsou si podobné a rovnéz jejich promotory jsou si
podobné. Nebylo by mozné, aby napt. po pripadné deleci SigA prevzal jeho vegetativni funkci
SigB faktor, ktery by sam nesl supresorové mutace a tim kompenzoval letalitu delece genu sigA?

Z nékterych graf(i (napf. na str. 99, obr. 30 — pfedevsim B, C, D, E) je patrné, Ze neindukované
vzorky v ¢ase 0 hod. maji vyssi intenzitu fluorescence nez vzorky po nasledné inkubaci 3, 6 Ci
24 hod. bez indukce a dokonce v nékterych pfipadech i po indukci IPTG. Mate pro to néjaké
vysvétleni?

Aktivita promotorl je mérena jako intenzita fluorescencniho signalu reportérového genu
gfpUV normalizovana na celkové mnoizstvi proteinu ve vzorku. Nebylo by vhodnéjsi

normalizovat intenzitu fluorescence na hladinu exprese samotného sigma faktoru?

MuZete blize popsat zminény fenomén VBNC a porovnat jej s perzistenci u bakterii?

Laboratorni slang — primer (str. 32-39, 50 atd.), nadexprese a podexprese (str. 9, 10,19, 24, 47, 83 atd.),
osekvenovat (str. 8, 34, 110)

Str. 52, obr. 9 — u kmene 4AA_K + IPTG nekoresponduje barevna skala grafu s legendou

Str. 67, radek 13 — chybi tecka za fadovou cislovkou: ,Ve 3. hodiné po indukci...”

Str. 71, fadek 9 — kolonii misto koloniich

Str. 71, fddek 23 — sigH misto sigHg..

Str. 84, kapitola 5.2.3.3., fadek 3 — klonovych misto klonovanych

Str. 119, radek 19 — mérenich misto méreni
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