Oponentsky posudek na diserta¢ni praci Mgr. Petry Sudzinové Faktory ovliviiujici
genovou expresi u Bacillus subtilis.

Mgr. Petra Sudzinova vypracovala svoji disertacni praci s ndzvem Faktory ovliviujici
genovou expresi u Bacillus subtilis v Laboratoii mikrobialni genetiky a genové exprese pod
supervizi vedouciho této laboratofe dr. Krasného. Jak nazev diserta¢ni prace napovida, Petra
se ve vSech publikacich ptilozenych k této praci zajimala a rizné zejména endogenni faktory
majici vliv na expresi gent grampozitivni bakterie Bacillus subtilis a kyselindm odolné
bakterie Mycobacterium smegmatis.

Petra podava disertatni praci ve zkracené¢ formé, k cemuz ji pocet ptilozenych
publikaci, tj. sedm, naprosto opraviiuje. Pfedlozena prace obsahuje veskeré pozadované ¢asti
jako je seznam zakladnich zkratek, Gvod, Cesky a anglicky abstrakt, literarni reSersi, jiz
zminéné publikace proslé oponentnim fizenim v impaktovanych casopisech, a diskusi, kde
Petra velmi pékné shrnuje a diskutuje vysledky nejen své a i jinych pracovnich skupin
zabyvajicich se stejnymi védeckymi tématy. Cela prace je psana velmi dobrou anglic¢tinou.

V prvni ¢asti prace, literarnim pichledu na celkem zhruba sedmnacti strandch autorka
velmi pékné a srozumiteln¢ popisuje jak bakteridlni RNA polymerazu jako takovou vcetné
bazalniho popisu fazi transkripce, tak zejména pravé faktory ovliviujici genovou expresi od
faktor proteinovych (transkrip¢ni faktor Spx, RNazuJ1 a pravdépodobnou helikazu HelD)
pies malé molekuly typu (p)ppGpp ¢i iniciaénich ribonukleotidd, aZz po vliv topologie na miru
bakterialni transkripce.

Vv v

kazda predstavena kratkym, zhruba jednostrankovym shrnutim uvadéjicim hlavni vysledky
dané publikace. U praci je také uveden procentualni podil Mgr. Sudzinové na jejich
vypracovani, véetn¢ konkrétniho metodického ¢i jiného prinosu Petry na dané publikaci.
Hlavnim védeckym zajmem Petry byla od pocatku jejiho védeckého badani pravdépodobna
helikaza HelD z bakterie Bacillus subtilis, coZ je patrno z publikaci, které se tomuto proteinu
podrobné vénuji. Petra byla u popsani HelD jakoZto vazebného partnera RNA polymerazy a u
stanoveni jeho biochemickych vlastnosti (Characterization of HelD, an interacting partner of
RNA polymerase from Bacillus subtilis), nasledné se podilela na stanoveni prvni trojrozmérné
struktury HelD pomoci metody SAX, kdy bylo také ukazano doménové sloZeni daneho
proteinu (Domain structure of HelD, an interaction partner of Bacillus subtilis RNA
polymerase) a v neposledni fad¢ byla sdilenou prvni autorkou publikace ukazujici strukturu
proteinového komplexu RNA polymerazy a HelD pomoci CryoEM v prestiznim ¢asopise
Nature Communications (Mycobacterial HelD is a nucleic acids-clearing factor for RNA
polymerase). Dalsim prvoautorskym pocCinem Petry je recentni popis ovlivnéni miry
transkripce stavem nadSroubovicoveho vinuti genomové DNA u bakterie Bacillus subtillis
(Effects of DNA topology on transcription from rRNA promoters in Bacillus subtilis).
V dalSich dvou publikacich se Petra podilela jako spoluautorka na charakterizaci role
transkripéniho faktoru Spx a malého nukleotidu (p)ppGpp Vv regulaci genoveé exprese bakterie
Bacillus subtilis za teplotniho stresu (Spx, the central regulator of the heat and oxidative
stress response in B. subtilis, can repress transcription of translation-related genes; The
alarmones (p)ppGpp are part of the heat shock response of Bacillus subtilis). A v neposledni
fadé¢ se Petra také podilela na popisu nového mechanismu odstranéni komplexti RNA
polymerdz zastavenych na templatove bakteridlni DNA, pii¢emz tyto komplexy nasledné
brani efektivni transkripci praci (The torpedo effect in Bacillus subtilis: RNase J1 resolves
stalled transcription complexes).



Nedilnou soucasti predlozené disertaéni prace je obsdhla diskuze, rozvedena na
osmnacti stranach textu, které pouze podtrhuje a zdlrazituje nespornou kvalitu této disertacni
prace. Autorka diskutuje své vysledky nejenom v kontextu jednotlivych praci piilozenych
k této disertaci, ale také v kontextu s védeckou literaturou zaobirajici se feSenou tematikou.
Diskuse prokazuje vybornou orientaci Petry ve zvolené problematice jakoZto i jeji schopnost
kriticky posoudit a hodnotit dosaZené vysledky v SirSim kontextu.

VSech sedm pftilozenych publikaci proslo naroénym peer review oponentnim fizenim
ve velmi kvalitnich ¢asopisech, coZ prokazuje schopnost nejenom Mgr. Petry Sudzinové, ale
také celého fesitelského kolektivu, velmi kvalitni védecké prace. K predlozené praci mam
nasledujici komentaie, poznamky ¢i dotazy, obecné pramenici z mé zvédavosti, ptipadné z mé
neznalosti:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

Vcelku mne zaujala situace okolo sigma faktoru N (sigN, strana 20) lokalizovaného
na plasmidu a nikoliv v genomu. Je to unikatni situace ¢i je znam néjaky jiny
obdobny pfipad u n¢kterych druhti bakterii ¢i archea?

Je né¢im specificky ribozomalni gen rpmEB, jehoZz exprese jakoZzto jediného
ribozomalniho genu byla zvySena v experimentech testujicich AclpX a Aspx kmeny
(publikace 2, obrazek 3A). Nebo je jeho exprese zvySena za jakychkoliv
~nekomfortnich* ¢i stresovych podminek?

Proc je nutno inkubovat vznikajici komplex RNAP:HelD ve tmé (publikace III, str.
999)?

K publikaci III, konkrétné k obrazku 4 mam jesté dva dotazy. Opravdu se pohybuje
dele¢ni varianta HelDAN v nativnim akrylamidovem gelu stejné rychle jako
nedeletovana, o cca 200 AK vétsi varianta HelD (obrazek 4B)? Z toho samého
obrazku mam pocit, ze vazebna schopnost HelDAN k RNAP je vétsi nez u
nedeletované varianty? Je to mozné?

K velice péknému ,,topologickému® ¢lanku (aka publikace VII), resp. k obrazku 1
bych si dovolil vyjadfit pochybnost o tom, Ze u koncentrace GTP (zelen¢)
zobrazené chybové Usecky ukazuji rozsah ze dvou méfeni, neb je kazda usecka
jinak dlouha.

K té samé publikaci — nemohou byt vysledky ovlivnény nevyhnutelnou pfitomnosti
LIN a OC konformace plasmidu v SC preparaci (obrazek S3)?

Mate néjakou teorii shrnujici vliv topologie templatu na G¢innost transkripce?
Pouze jedna formalni poznamka na zavér - K publikaci IV by bylo vhodné ptilozit
také doplnujici obrazky, nejenom jejich legendy.

Navzdory viem vySe uvedenym ptipominkdm, komentaiim, poznimkam a dotaziim
doporucuji tuto préci k obhajob¢.
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