
Oponentský posudek na disertační práci Ing. Martiny Janouškové podané pod názvem 
„Interakce nukleových kyselin s RNA polymerázou“. 

 

Předložená disertační práce je v tzv. zkrácené formě a skládá se z literární rešerše, pěti 
přiložených odborných publikací, na kterých se autorka podílela obvykle nemalou měrou, 
z diskuse, kde autorka komentuje, shrnuje a samozřejmě diskutuje dosažené výsledky a 
z ostatních náležitostí v pracích tohoto typu obvykle se vyskytujících, jakou je seznam zkratek 
apod. Celá práce je psána velmi slušnou angličtinou. Práce vznikla v Laboratoři mikrobiální 
genetiky a genové exprese (MBU) pod vedením dr. Krásného. 

Literární rešerše, uvádějící čtenáře do problematiky řešené v předkládané disertační práci je 
rozložena do cca 25 stran. Autorka se v literárním úvodu zaobírá aspekty bakteriální 
transkripce, v principu od stručného popisu bakteriální RNA polymerázy až po bazální popis 
fází transkripce. V další části literárního přehledu autorka charakterizuje různé modifikace 
DNA, jak modifikace přirozeně vyskytující se v buňce tak i modifikace arteficiální. V závěru 
této kapitoly se autorka zaměřuje na popis regulačních RNA vyskytujících se v bakteriálních 
buňkách. Dle mého názoru by celá tato kapitola mohla být obsahově hutnější a více 
provázaná. Autorka se snažila tuto část disertační práce co nejvíce přizpůsobit přiloženým 
publikacím, což je sice velmi chvályhodný počin, nicméně to vede k určité roztříštěnosti a 
povrchnosti informací obsažených v literárním úvodu. Dokladem může být např. zařazení 
kapitoly, nebo spíše kapitolky o devíti řádcích, týkající se restrikčně-modifikačních systémů 
bakterií. Po prostudování přiložených publikací jsem sice pochopil důvod zařazení této 
kapitoly do disertační práce, nicméně její informační hodnota je nepatrná a pro práci jako 
takovou je zcela jistě zbytná. Také by asi bylo vhodnější, pokud by autorka nepožívala 
přehledové články, nebo je alespoň nějak v seznamu literatury vyznačila, jak bývá obvyklé.  

Jak již bylo výše zmíněno, součástí předkládané disertační práce je pět publikací, na třech 
z nich je Martina Janoušková vedena jako sdílená první autorka. Ke každé z publikací je 
uveden její procentuální podíl na přípravě dané publikace, včetně metodiky a výsledků, které 
autorka na dané publikaci řešila. Vše je stvrzeno podpisem jejího školitele. První 4 publikace 
(označeny I-IV) vycházejí ze spolupráce školitelského pracoviště se skupinou prof. Hocka. 
V publikacích označených autorkou I a II se autorský tým věnuje přípravě modifikovaných 
DNA molekul a následnému testování vlivu modifikací v templátové DNA na její transkripci 
in vitro. V principu se jedná o syntéze modifikovaných nukleotidů, jejich následné použití pro 
syntézu modifikovaných DNA molekul. Tyto různě modifikované DNA poté sloužily jako 
templát pro transkripci RNA molekul bakteriálními RNA polymerázami, přičemž byl posléze 
studován vliv modifikací na účinnost transkripce.  Publikace III a IV jsou metodicky podobné, 
i s velmi podobným autorským kolektivem. Opět byl studován vliv vybraných modifikací 
lokalizovaných na DNA na následnou schopnost transkripce této DNA pomocí bakteriálních 
RNA polymeráz, případně schopnost restrikčních endonukleáz štěpit takto modifikovanou 
DNA. Modifikace DNA byly v tomto případě nějakým způsobem regulovatelné (CuAA Click 
či photocaging). Poslední z přiložených publikací (označena jako publikace V) se zabývá 
charakterizací regulace exprese malé RNA Sm1 izolované z bakterie M. smegmatis. Každá 
z publikací je krátce (cca1/2 stránky) představena čtenáři ve formě shrnutí nejzásadnějších 
zjištění.  

Všechny přiložené publikace již prošly oponentním řízením v renomovaných časopisech a 
dokumentují schopnost nejen autorky, ale samozřejmě i celého autorského kolektivu, nejen 



experimentálně pracovat na skvělé úrovni, ale také získané poznatky publikovat v časopisech 
s vysokým impact faktorem.  

Diskuse je rozvedena na osmi stranách textu. Autorka vcelku úspěšně konfrontuje dosažené 
výsledky s výsledky z literatury. Diskuse by možná mohla být o něco delší a hlubší, neboť 
svět modifikací DNA skýtá nepřeberné možnosti, nicméně stávající stav je více než 
dostatečný a dokumentuje autorčinu orientaci v problematice. 

K předkládané práci mám následující otázky, obecně pramenící z mé zvědavosti, ze 
zajímavosti předkládaného tématu, či případně z mé neznalosti: 

1/ Jaká je stabilita vámi zvolených modifikací? Není možné, že dojde k jejich odštěpení? 

2/ Na účinnost transkripce DNA molekul, ale například i na restrikční štěpení DNA, má 
bezesporu vliv také konformace DNA molekul. Ta je dána nejenom velikostí modifikující 
sloučeniny, ale také její případným nábojem. Máte nějakou představu, jak vámi zvolené 
modifikace mění konformaci DNA? 

3/ Nejsem si zcela jist, zda jsem to někde v přiložených publikacích nepřehlédl, ale jak často 
dochází k předčasné terminaci transkripce na modifikovaných DNA templátech? A obdobná 
otázka mne napadá s ohledem na ozářené DNA templáty. 

4/ Jaká je efektivita CuAAC click reakce? 

5/ Rád bych se zeptal, co míníte větou v publikaci I, Figure 5 „nespecifické signály z [α-
32P]UTP“? 

6/ Testovali jste, jaký vliv má zvýšení hladiny Ms1 RNA v M. smegmatis nad hladinu 
obvyklou v dané fázi růstu? 

7/ U kvasinek je vcelku dobře znám proces tzv. „domestikace“, kdy v průběhu kultivace 
původně divokého kmene dochází k jeho změnám, obvykle na úrovni genové exprese. Může 
toto nastat i u bakterií a případně to ve výsledku vést ke ztrátě Sm1 RNA?  

Navzdory všem výše uvedeným komentářům a dotazům doporučuji práci k obhajobě. 

 

15. srpna 2019 v Praze 

       Mgr. Václav Vopálenský, PhD 


