Analyza genil bnioyntetického shluku linkomycinu vyuzitelnych pro
ptipravu hybridnich latek

Oponentsky posudek
na dizerta¢ni praci Mgr. Dany Ulanove

V soucasnosti predstavuji infekéni onemocnéni pfic¢inu poloviny vSech umrti
V rozvojovych zemich, zatimco ve zbytku svéta je vaznym problémem rychle vzrhstajici
vyskyt patogenti odolnych k antibiotikiim. Spole¢nym feSenim obou problémul je vyroba
antibiotik novych struktur; ekonomicky pfijatelnd, ale zejména dostatecné rychld, aby udrzela
k rok sexplozivni dynamikou produkce novych typi a kombinaci rezistence. ASI
nejspolehlivéjsi cestou vedouci k tomuto cili je dokonald znalost genetického zazemi
biosyntetickych drah ptfirozenych antibiotik a nasledna cilena modifikace jeho molekuly/
struktury antibiotika vybérem vhodnych gend a/nebo prekurzorti z rtiznych produkénich
kmend.

Pravé timto smérem se vydala Mgr. D. Ulanové ve své dizertaci, podporovana
zdzemim své Skolici laboratofe. Laboratofe, kterd se soustavnym studiem fyziologie a
genetiky streptomycet postupné vypracovala k vysokému metodickému a invencnimu
standardu v oblasti vyzkumu sekundarniho metabolizmu, konkrétné biosyntézy celesticetinu a
linkomycinu (LM). Prace si kladla za cil pfispét k upfesnéni netplného obrazu biosyntetické
drahy LM, jako nutné podminky pro kontrolované obmény struktury pfirozené¢ho
linkomycinu. Lze konstatovat, ze vytceného cile bylo dosazeno, jak dokazuji i publikace
vysledki v dizertaci uvedené.

Predkladand dizertace v rozsahu 165 stran ma klasické ¢lenéni. Literarni piehled
zabira plnych 61 stran, je vyborné psany, aktualni (fada publikaci z r.2009) a dokumentuje
vzd¢lanost autorky v Siroké oblasti dizertace. Je zaméfen na dva tematické okruhy: prvni se
zabyva rodem Streptomyces a jeho sekundarnim metabolizmem, druhy antibiotiky —
prehledem jejich struktur, vyhledavanim novych typd, cilenou modifikaci biosyntézy a
syntézu linkosamidl. Dobfe volenych 22 obrazkl pfispiva k didaktické urovni celé kapitoly.
Rozsah Literarniho piehledu neni samotcéelny — je teoretickou prupravou K ¢asti
experimentalni, jejiz strukturu pfedznamenava. Za zvazeni by podle mého néazoru stalo
uvazovat o publikovani tohoto textu formou ptehlednych ¢lanki.

Material a metoda na 27 strandch pfesné a peclivé popisuje metodické postupy
kultivacni, ob$irny soubor technik genovych manipulaci s E. coli a bakteriemi rodu
Streptomyces, zastoupeny jsou metody separacni a analytické. Zejména zavedeni a zvladnuti
recentni metody Redirect targeting system zvySuje exaktnost a Setrnost mutacnich zasahli do
zkoumanych gent shluku Imb. V kombinaci s fermentacnimi a obohacovacimi pokusy pak
byly ziskany jasné vysledky.

Experimentalni ¢ast je rozsahem i obsahem tzce propojena s Literarnim piehledem.

Struktura vysledki odpovid4 tfem hlavnim cilim prace : 1. mutacni analyza Imb genli
s predpokladanou funkci, 2. cilend manipulace s biosyntetickou drdhou linkomycinu a 3.
testovani sbirky padnich akinomycet. Text je veden jako jako fada jednotlivych pokusi -
krokli, z nichz kazdy je vysvétlen, graficky dolozen a vyhodnocen jako vychozi bod pro
nasledujici postup.
Vysledky 1. casti - inaktivace sedmi vybranych lmb gent S naslednou charakterizaci
analyza N- a C- koncii genu ImbN ovéfend naslednymi obohacovacimi pokusy, které
dokazuji podvojnou funkci proteinu LmbN v biosyntéze PPL i MTL. Pozorovani kumulace
PPL, ale nikoliv MTL v AN_PP naznacuje vicestupiiovou kontrolu produkce antibiotika.



Pozitivni vysledky pfinesla i 2. ¢ast — mutasyntéza, V podobé ocekavanych derivatl

linkomycinu, produkovanych kmenem S.lincolnensis inaktivovanym v genu ImbAX. Ptidané
prekurzory 4-L-butylprolin a 4-L pentylprolin kondenzovaly s cukernou komponentou MTL
a produkt PELIN inhibuje rast vybranych klinickych izolatli S. aureus vice nez ptiivodni LM
a srovnatelné s CLI.
Ve 3. ¢asti prace byl souboru pudnich izolati aktinomycet postupné testovan na piitomnost
gend rezistence ImbB a ImbC, na jejich fylogenetickou ptibuznost bylo usuzovano podle
podobnosti sekvenci 16S rRNA a kone¢né v né¢kolika kmenech byla ovéfovana i produkce
linkomycinu inhibici ristu indikatorové K. rhizophila a tenkovrstevnou chromatografii. Tato
kapitola svéd¢i o pracnosti hledani, pii soucasnych metodickych moznostech, nicméné
v zavéru bylo jedno ze ¢tyi mist sbéru oznaceno jako potencialni nalezis$té novych producenti
LM.

Diskuse na desiti stranach je dusledna a dokazuje schopnost Mgr. D. Ulanové
interpretovat své vysledky v kontextu publikovanych fakti, které pochazeji z 35 citovanych
praci. Dalsim dikazem téhoz je i predlozeni hypotézy, kterd zjisténd, byt neuplnd data
shrnuje a vysvétluje a na polozené otazky navrhuje autorka i vérohodna feseni.

Zavery prace jsou vécné a odpovidaji dosazenym vysledkim. Literarni prameny,
kterych je ptes 200, jsou spravné citovany.

Formalni uroven dila svéd¢i o peClivém zpracovani; prace je psana Cistou CeStinou, pieklepy
se Vv podstaté nevyskytuji ( vyjimka napf. na str. 146 ,,za pouzitim); prace obsahuje 52
kvalitnich obrazki a 10 tabulek, které prispivaji k pochopeni textu

Nyni bych rada pozadala pani Mgr. Ulanovou o odpovédi, piipadné komentate
k nasledujicicm otazkam:

V ¢asti Metodické

*  Které ze Sirokého spektra metod pouzitych v préci jste zavadéla, piipadné optimalizovala a
sama provadéla? (Asi zavadéni jizvy misto inaktivacni kazety...)

* v Metodach je zajimavé nakladano s vodou. Tak na str. 65 se objevuje v piedpisech
kultivac¢nich medii jako slozka dH;O; Vv seznamu zkratek neni zkratka vysvétlena. Na téZe
stran¢ neni na pripravu media MS, jako jediného, uvedena dH20, ale vodovodni voda. Proc¢?
Oproti tomu na str. 75 byla do reakénich systéma pro PCR ptfidavana voda, ne H,0, bez
bliz§iho urceni.Je mozno tyto drobnosti uptesnit?

*  Nastr. 81 se uvadi, ze sekvenacni analyza byla provedena na servisnim pracovisti MBU
v.v.1. a dale firmou Macrogen (Korea). Jedna se opravdu o korejské pracovisté?

V ¢asti Vysledky:

*  Str. 112: Mutace gentl Imb U a V nebyly kompenzovany pfidavkem PPL ani MTL. Lze
usuzovat na roli jejich produktii v biosyntéze LM alespoii napt. podle sekvencnich dat ?

* V praci dokazujete ucast produktu genu ImbN, resp. jeho N-koncové domény Vv syntéze
PPL. Podle sekvencnich dat analogické oblasti ccb (genti syntézy celesticetinu) se patrné
jedna o doménu pro vazbu 4-fosfopanteteinylu, ktera pienasi aktivovany PPL kK MTL pted
jejich kondenzaci. V Diskusi zmiflujete moznost St€peni proteinu LmbN na dvé oddélené
fungujici ¢asti.Jaky by byl naopak Vas nazor, na moznou existenci velkého enzymového
komplexu, ktery by kontroloval zavérecné stupné biosyntézy N-DLM? Analogické struktury
(ATPdependentni adenylace, ppan nosi¢, kondenzaéni doména) podobné syntetdzdm
mastnych kyselin byly prokdzany napf. pii neribozomalni biosyntéze gramicidinu S,
tyrocidinu ¢i surfaktinu v B.subtilis (publikované v r. 2008).

*  Z jakého divodu byla pro testovani uc¢inku derivati pravé LM K.rhizophila?



Zavérem lze konstatovat, Ze dizertatni prace Mrg. Dany Ulanové prokazuje jeji
schopnost samostatné védecky pracovat. Vysledky, které ziskala v prubéhu svého 4letého
piisobeni v laboratofi sekundarniho metabolizmu v MBU byly publikovany v prestiznich,
recenzovanych ¢asopisech. Doktorska prace spliiuje beze zbytku pozadavky dané zakonem ¢.
111/1998 Sh. Navrhuji proto, aby byla pfijata k obhajob¢.
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