Oponentsky posudek na diserta¢ni praci Ing. Martiny Janouskové podané pod nazvem
»Interakce nukleovych kyselin s RNA polymerazou*.

Predlozena disertacni prace je Vtzv. zkradcené formé¢ a skladd se z literarni reSerSe, péti
pfiloZzenych odbornych publikaci, na kterych se autorka podilela obvykle nemalou mérou,
z diskuse, kde autorka komentuje, shrnuje a samoziejmé diskutuje dosazené vysledky a
z ostatnich nélezitosti v pracich tohoto typu obvykle se vyskytujicich, jakou je seznam zkratek
apod. Cela préace je psana velmi slusnou angli¢tinou. Prace vznikla v Laboratofi mikrobialni
genetiky a genové exprese (MBU) pod vedenim dr. Krasného.

Literarni reSersSe, uvadéjici ¢tenafe do problematiky feSené v predkladané disertacni praci je
rozlozena do cca 25 stran. Autorka se v literarnim Uvodu zaobira aspekty bakterialni
transkripce, Vv principu od struéného popisu bakterialni RNA polymerazy az po bazalni popis
fazi transkripce. V dalsi c¢asti literarniho piehledu autorka charakterizuje rtizné modifikace
DNA, jak modifikace pfirozené vyskytujici se v buiice tak i modifikace arteficialni. V zavéru
této kapitoly se autorka zamétuje na popis regula¢nich RNA vyskytujicich se v bakterialnich
bunikdch. Dle mého nazoru by celd tato kapitola mohla byt obsahové hutnéjsi a vice
provazana. Autorka se snazila tuto cast disertacni prace co nejvice piizpusobit ptfilozenym
publikacim, coz je sice velmi chvalyhodny pocin, nicméné to vede k urcité roztiisténosti a
povrchnosti informaci obsazenych v literarnim Uvodu. Dokladem miiZze byt napf. zafazeni
kapitoly, nebo spise kapitolky o deviti fadcich, tykajici se restrikéné-modifikacnich systémut
bakterii. Po prostudovani ptilozenych publikaci jsem sice pochopil divod zatazeni této
kapitoly do disertacni prace, nicméné jeji informacni hodnota je nepatrnd a pro praci jako
takovou je zcela jist¢ zbytna. Také by asi bylo vhodné&jsi, pokud by autorka nepozivala
piehledové ¢lanky, nebo je alespon néjak v seznamu literatury vyznacila, jak byva obvyklé.

Jak jiz bylo vySe zminéno, soucasti predkladané disertaéni prace je pét publikaci, na tfech
z nich je Martina JanouSkova vedena jako sdilend prvni autorka. Ke kazdé z publikaci je
uveden jeji procentudlni podil na pfipravé dané publikace, véetné metodiky a vysledku, které
autorka na dané publikaci feSila. VSe je stvrzeno podpisem jejiho skolitele. Prvni 4 publikace
(oznaceny I-1V) vychazeji ze spoluprace Skolitelského pracovisté se skupinou prof. Hocka.
V publikacich oznaéenych autorkou I a II se autorsky tym vénuje piipravé modifikovanych
DNA molekul a naslednému testovani vlivu modifikaci v templatové DNA na jeji transkripci
in vitro. V principu se jedna o syntéze modifikovanych nukleotidd, jejich nasledné pouZiti pro
syntézu modifikovanych DNA molekul. Tyto rizné¢ modifikované DNA poté slouZily jako
templat pro transkripci RNA molekul bakterialnimi RNA polymerazami, pii¢emz byl posléze
studovan vliv modifikaci na u¢innost transkripce. Publikace Il a IV jsou metodicky podobné,
i s velmi podobnym autorskym kolektivem. Opét byl studovan vliv vybranych modifikaci
lokalizovanych na DNA na naslednou schopnost transkripce této DNA pomoci bakteridlnich
RNA polymeraz, ptipadné schopnost restrik¢nich endonukleaz $tépit takto modifikovanou
DNA. Modifikace DNA byly v tomto pfipadé n¢jakym zpisobem regulovatelné (CuAA Click
¢i photocaging). Posledni z pfilozenych publikaci (oznacena jako publikace V) se zabyva
charakterizaci regulace exprese malé RNA Sml izolované z bakterie M. smegmatis. Kazda
Z publikaci je kratce (ccal/2 stranky) piedstavena Ctendii ve formé shrnuti nejzasadnéjSich
zjisteéni.

Vsechny pfilozené publikace jiz proSly oponentnim fizenim v renomovanych ¢asopisech a
dokumentuji schopnost nejen autorky, ale samoziejmé i celého autorského kolektivu, nejen



experimentalné pracovat na skvélé urovni, ale také ziskané poznatky publikovat v ¢asopisech
s vysokym impact faktorem.

Diskuse je rozvedena na osmi stranach textu. Autorka vcelku uspé$né konfrontuje dosazené
vysledky s vysledky z literatury. Diskuse by moZzna mohla byt o néco delsi a hlubsi, nebot’
svét modifikaci DNA skytd nepfeberné moznosti, nicméné stavajici stav je vice nez
dostate¢ny a dokumentuje autorcinu orientaci v problematice.

K predkladané praci mam nasledujici otazky, obecné pramenici zmé zvédavosti, ze
zajimavosti predkladaného tématu, ¢i pfipadné z mé neznalosti:

1/ Jaka je stabilita vami zvolenych modifikaci? Neni mozné, Ze dojde Kk jejich odstépeni?

2/ Na ucinnost transkripce DNA molekul, ale napiiklad i na restrikéni St€peni DNA, ma
bezesporu vliv take konformace DNA molekul. Ta je dana nejenom velikosti modifikujici
slouceniny, ale také jeji pfipadnym nabojem. Mate n&jakou piedstavu, jak vami zvolené
modifikace méni konformaci DNA?

3/ Nejsem si zcela jist, zda jsem to nékde v prilozenych publikacich nepiehlédl, ale jak casto
dochézi k piedc¢asné terminaci transkripce na modifikovanych DNA templatech? A obdobna
otazka mne napada s ohledem na ozafené DNA templaty.

4/ Jaka je efektivita CUAAC click reakce?

5/ Rad bych se zeptal, co minite vétou v publikaci I, Figure 5 ,,nespecifické signaly z [a-
2p|luUTP*?

6/ Testovali jste, jaky vliv ma zvySeni hladiny Msl RNA v M. smegmatis nad hladinu
obvyklou v dané fazi rtstu?

7/ U kvasinek je vcelku dobfe zndm proces tzv. ,,domestikace, kdy v pribéhu kultivace
puvodné divokého kmene dochazi k jeho zménam, obvykle na Urovni genové exprese. Miize
toto nastat 1 u bakterii a ptipadné to ve vysledku vést ke ztrat¢ Sm1 RNA?

Navzdory vSem vySe uvedenym komentdiim a dotaziim doporucuji praci k obhajobé.
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