Oponentsky posudek doktorské disertacni prace Ing. Martiny Zemanové
,,Charakterizace promotoru Corynebacterium glutamicum regulovanych zvySenou teplotou.*

Cilem ptedlozené prace je charakterizovat promotory C. glutamicum regulovanych
zvySenou teplotou. Autorka jednak charakterizovala promotory tii kodujici proteiny podobné
jiz znAmym teplotné adaptacnim proteiniim z jinych bakterii, tak se pokusila vyhledat nové
teplotné regulované promotory. Pfi této snaze isolovala novou regulacni nekodujici RNA,
tento typ regulacnich molekul nebyl doposud u C. glutamicum popsan.

Tématika prace je vysoce aktualni jak z pohledu teoretické védy, rozsifuje znalosti o
teplotné adaptacnich mechanismech mikroorganismu, tak i primyslového vyuziti v konstrukci
kment nadprodukujicich aminokyseliny. Cile prace byly splnény a navic autorka dosahla
zcela nového originalniho vysledku v objeveni doposud nepopsané ncRNA. Stanovenim
transkrip&nich pocatku z jednotlivych promotort objasnila mechanismy regulace z téchto
promotoru.

Prace je rozsahla (147 stran), peclivé sepsana, obsahuje vSechny predepsané kapitoly a
formality. V teoretickém uvodu shrnuje autorka poznatky ze vsech okruhd, které se tykaji jeji
prace tzn. charakterizace pouzitého kmenu, typy promotoru a jejich regulacni funkce v gram
pozitivnich i gramnegativnich mikroorganismech, popisuje i souCasné znalosti o regulacnich
nekodujicich RNA, jejichz tématika vyplynula az v prubéhu prace.

V metodické Casti, ktera je nejrozsahlejsi, jsou uvedeny vSechny pouzité metody,
kmeny, plazmidy, primery i chemikélie. V experimentélni ¢asti autorka prokéazala schopnosti
zvladnout fadu molekularné genetickych i biochemickych technik, zcela rutinn€ provadéla
naro¢né techniky napf. isolace RNA a stanoveni transkripcnich pocatki metodou PEX. Ve
vyhodnocovani vysledku si vedla logicky a prokazala i schopnosti k teoretické
bioinformatické praci pfi analyze sekvenci promotort.

Prace obsahuje rozsahlou diskusi, v které autorka shrnuje své vysledky a porovnava je
s dosud znamymi fakty o regulaci teplotné zavislych promotorti. Navrhuje na zakladé svych
teoretickych i experimentalnich analyz i mechanismus regulace nekodujici RNA, objevila, ze
tato RNA se pfi ruznych teplotach transkribuje ze dvou promotort s rozdilné dlouhymi
transkripty, které zaujimaji rozdilnou sekundérni strukturu. Vysledky jeji prace jsou dobrym
zakladem pro dalsi kvalitni vyzkum novych regula¢nich mechanismu teplotniho Sokuu C.
glutamicum.

K praci mam nicméné né€kolik technickych pripominek a otazek na autorku.

1. Cast prace je vyti§téna vice & méné nakfivo coz snizuje formalni dojem z prace. (napf.
str. 24-28, obsah, tab. 3.1,3.2 str.34-35).

2. Obr. 2.2 na str. 20 je presentovan nekvalitn€ (rozmazany deformovany), navic bez

vyrazné informacni dulezitosti.

Na str. 26 neni vysvétlena zkratka HN-S a RNA II1.

4. Str. 45 informace o Cistoté vzorku je nevypovidajici, chybi idaj poméru Axee/Asso,
ktery odpovida ¢istému vzorku.

5. Vkap. 3.2.8.3. neni uvedena citace k uzité metodé kvantifikace fluorescen¢niho
reportéru, znamena to, ze autorka tuto metodiku béhem prace sama vypracovala?

6. Pri presentaci vysledku stanoveni aktivity jednotlivych promotoru (tab.4,1 atd.) je
uvedena v tabulce pouze aktivita promotoru pii zvySené teploté a indukéni faktor.
Mozna by bylo lepsi uvést 1 hodnotu pfi standardni teplote, misto uvadéni
srovnavaciho grafu pouze z jedné nejvyssi hodnoty. Ne vzdy je uvedena ze stejného
casového odbéru.
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Pfi studiu promotort integrovanych do chromosomu by mélo byt zdiraznéno do jaké
jeho Casti se fuze promotor- reportérovy gen vklada, do ptivodniho promotoru nebo do
oblasti 3 konce ppc C. glutamicum genu kddovaného integrativnim plazmidem? Tyto
dv€ moZznosti se lisi vlastnosti vzniklého mutanta.

V experimentalni €asti ani v diskusi neni alespon mala analyza pro¢ neni GFP systém
vhodny reportérovy gen. Mate na to néjakou teorii?

V kapitole 4.1.5. shrnuti vysledk® prvni Casti prace uvadite, Ze pfi testovani P-sigE

v mnohokopiovém plasmidu doslo k 4 nasobnému zvySeni aktivity, z jaké hodnoty
vychazite, v tab. 4.1 pfi Case odbéru 60 min, uvadite IF 13,6.

V udebnicich se uvadi, Ze regulace mnoZstvi alternativniho faktoru ** je regulovana
téz vytvafenim komplexu s DnaK. To uz neplati?

Zajimavy jev mi pfipada alternativni mechanismus translace bez vedouci sekvence na
transkriptech nékterych gend C. glutamicum. Uvadite citaci z roku 2003, nebylo v této
problematice od té doby nic publikovano?

Pfipominky v Zadném ptipad€ nesnizuji mij nazor na kvalitu prace, v které autorka prokézala
své schopnosti k samostatné védeckeé praci, jak teoretické tak experimentalni. Z obsahového

i formalniho hlediska je mozné konstatovat, ze predlozena doktorska disertalni prace Ing.
Martiny Zemanové spliuje vSechny pozadavky, které jsou na takovouto préci kladené ve
smyslu § 47, odst. 4 zakona €. 111/1998 Sb. o vysokych Skolach a ¢l. 23 Pravidel pro
organizaci studia PfF UK a doporucuji ji k obhajob*
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