Oponentsky posudek doktorské disertacni prace

Ing. Klara Smidova:
“Analyza a mapovani vazebnych mist regulatorii genové exprese u streptomycet”

Oponent: Ing. Jan Kopecky, PhD.

Ing. Klara Smidova ve své disertaéni préci prezentuje vysledky studia velmi zajimavého
tématu regulace genové exprese u streptomycet. V ramci predlozené prace byly popsany
regulony sigma faktorti HrdB a SigQ a nalezeny cis-asRNA regulujici expresi tii dalSich
sigma faktord SigR, SigB a SigH.

Cile prace byly formulovany zcela jasné a dosti niro¢né, jejich naplnéni vyzadovalo zvladnuti
fady modernich technik véetné pokroc€ilych postup(i analyzy dat. Literarni Givod piehledn¢ a
srozumitelné shrnuje dostupné informace relevantni vzhledem ke stanovenym cilim prace.
Pouzité metody jsou vystizn€ a dostate¢né podrobné popsany, vysledky jsou prezentovany
piehledné a zajimavym zpiisobem diskutovany.

Predkladatelka je prvni autorkou jednoho dosud publikovaného piivodniho ¢lanku a
pfipravovaného manuskriptu, a spoluautorkou jednoho ptivodniho a jednoho piehledového
¢lanku. Dalsi dvé publikované prace, jejichz je spoluautorkou, jsou uvedeny jako s disertaci
nesouvisejici, a¢ jsou na piibuznda témata. Prace byly publikovany v kvalitnich ¢asopisech, a o

Jjejich hodnoté sveédéi, i pfes kratkou dobu od uvetejnéni, citaéni ohlas.

Zavér:

Disertace Ing. Klary Smidové je na vynikajici odborné trovni, pfinesla fadu novych
zajimavych vysledki, a tim i podnétd pro dal$i praci. Autorka splnila cile zadani a prokazala
schopnost zvolit vhodnou strategii k feSeni zadané problematiky, zvladnout pestrou Skélu
potiebnych metod a kriticky hodnotit dosazené vysledky v kontextu sou¢asného poznani, ¢ili
plnou odbornost a zplsobilost k védecké praci. Piedlozend prace z formélniho i odborného
hlediska spliiuje veskeré naroky na disertaéni praci kladené, a proto doporuéuji jeji prijeti

k obhajob¢ a k dalsimu fizeni, vedoucimu k udéleni titulu PhD.

Otazky:
Chip-seq analyzou jste nalezla 2137 gent piepisovanych za ucasti sigma podjednotky HrdB.
Jsou to vesmés geny, které maji homology u jinych streptomycet? Pokud to neplati o vSech,

jaky je pfiblizny podil ostatnich genii? MiZete néco Fici obecné o umisténi gend patticich do



regulonu HrdB na chromosomu, jsou nékteré z nich lokalizovany i v koncovych oblastech

(ramenech) chromosomu?

Za signal svéd&ici o tom, Ze je gen piepisovan za Ucasti zvoleného sigma faktoru, jste
pokladala maximum ziskanych sekvenci fragmentii DNA v intervalu az do 300 pb pfed jeho
pocatkem. Pro¢ pravé 300 pb, jsou skute¢né touto metodou izolovany i tak vzdalené useky,
nebo je interval zvolen pro ptipad chybné predikovanych podatki ORF v anotovaném

genomu?

Je néco zndmo o piipadném vlivu posttranslaénich modifikaci HrdB na rozpoznavani cilovych

sekvenci promotort, ptipadné na asociaci s proteinem RbpA?

Z Vasich vysledkl vyplyva, ze regulony HrdB a komplexu HrdB-RbpA nejsou identické, v
¢lanku uvadite, Ze protein RbpA mize mit vét$i vyznam v pozdejsi fazi ristu. Jsou v regulonu
komplexu HrdB-RbpA vice zastoupeny geny ucastnici se morfologické a metabolické

diferenciace, piipadné zminované geny spojené s produkei antibiotik?

Pro analyzu regulonu HrdB jste pouzila kulturu po 22 h rdstu. Je mozné, Ze je tim vysledek
ochuzen o geny piepisované v pozdgjsi fazi ristu, kdy sigma podjednotka rozpoznava i dalsi

promotory, napt. vlivem interakce s jinymi proteiny?

U genti z HrdB regulonu jste nalezla konzervované motivy v -10 oblasti, uvadite ale, Ze motiv
je spiSe obecny a nelze ho pouZit k predikci genti ¢i operonil pfepisovanych za ucasti HrdB.
Mate piedstavu o tom, jak jsou konzervovany promotory odpovidajicich genil (homologii
HrdB regulonu u S. coelicolor) v ramci rodu Streptomyces, ptipadné u jinych aktinobakterii?

Mohlo by jejich srovnani pomoci k upfesnéni motivu, ktery umoziuje nasednuti HrdB?
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