Oponentsky posudek na disertaéni praci Mgr. Radoslava Silara na téma:

Ucast alternativnich sigma faktor(i RNA polymerasy pfi regulaci exprese gent
Corynebacterium glutamicum

PFedkladana disertaéni prace Mgr. Radoslava Silara na téma ,U¢ast alternativnich sigma
faktord RNA polymerasy pfi regulaci exprese genl Corynebacterium glutamicum® se zabyva
studiem regulaci transkripce sigma faktory RNA polymerasy s extracytoplazmatickou funkci
(ECF) gram-pozitivni, aerobni bakterie Corynebacterium glutamicum,ktera je jednak
vyznamnym producentem aminokyselin, ale téZ modelovym kmenem pro studium dalSich
patogennich kmen( této bakterie. Sigma faktory RNA polymerasy s extracytoplazmatickou
funkci (ECF) se uplatiuji pfi adaptaci buriky na stresové podminky vyvolané zménami ve
vnéjsim prostredi. Toto téma je v laboratofri Skolitele studovano intenzivné rfadu let a
laboratof je vyznamna v této problematice i na svétové urovni.

V praci byla studovana predevsim regulace exprese genl kodujicich nejvyznamnéjsi ECF
sigma faktor SigH a jeho anti-sigma faktor RshA pfistupem in vivo pomoci promoter probe
vektorud v divokém kmeni a dele¢nich mutantech nékterych ze sedmi ECF sigma faktoru
kédovanych v genomu Corynebacterium glutamicum. Dale byly stanoveny geny patfici k
regulonu SigH metodou microarrays a stanoven transkripéni poéatek vybranych, nové
objevenych SigH zavislych genli metodou primer extension. Vysledky jsou potvrzeny
experimenty vyuZzivajici transkripci in vitro.

Prace je predkladana v plné verzi a opira se zejména o dvé autorovy publikace, na kterych je
druhym a prvnim spoluautorem. Dosahl nékolika vysledkd posouvajici poznani o regulaci
transkripce u tohoto modelového organismu.

Transkrip¢ni analyzou operonu sigH-rshA byly identifikovany ¢tyfi vegetativni promotory
genu sigH a jeden SigH-dependentni promotor genu rshA. Metodou DNA Microarrays byly
porovnany transkrip¢ni profily tohoto dele¢niho kmene s divokym kmenem. 83 gen(i u
dele¢niho kmene, vykazalo zvySenou miru transkripce v porovnani s divokym kmenem a
vétsina byla téZ nalezena predchozim experimentem s vyfazenym genem sigH. Coz prokazuje
na Ucast komplexu SigH-RshA na regulaci exprese genl operonu. Tyto geny se ucastni
bunécné odpovédi na disulfidovy stres, tepelny Sok, bunééné SOS odpovédi pfi poSkozeni
DNA nebo jsou soucdsti bunééného proteasomu. Byly stanoveny promotorové aktivity
vybranych nové identifikovanych SigH-dependentnich genl (dnaJ2, uvrA a uvrD),
identifikovany jejich transkrip¢ni poc¢atky a nasledné odvozeny promotorové motivy -10 a -
35.

Pouzitim in-vitro transkripéniho systému bylo u SigH-dependentnich promotor( gen( clgR,
dnaK a dnaJ2 zjisténo, Ze jsou specificky rozeznavany téz ECF sigma faktorem SigE. Bylo tak



poprvé u C. glutamicum prokazano, Ze jeden promotor mlze byt soucasné rozezndvan vice
nez jednim sigma faktorem.

Prace obsahuje vSechny kapitoly pfedepsané pro tento typ prace a spliuje vSsechny formalni
pozadavky na tuto prdci kladenou. V Uvodu podava autor prehled pres celou problematiku
od charakteristiky regulace transkripce az po popis pouzitych hlavnich metod, microarrays a
in vitro transkripci. Uvod mi pFijde jako nejslabsi ¢ast celé prace, je to spise prehled obecnych
znalosti o sigma faktorech, stresovych odpovédi a pouZitych metodikach. Zvlasté v ¢asti o
sigma faktorech bych ocekdvala podrobnéjsi resersi. Autor stale opakuje obecné informace
v Uvodu jednotlivych kapitol, jakoby text byl psan oddélené a nemél informacni navaznost a
gradaci. Dale je zarazejici, Ze reSerSe obsahuje minimum odkazu z poslednich péti let. Napfr.
regulace tepelného Soku je zcela zastarala s odkazem na préci z roku 2006 a neni uvedena
ani zminka, jaké sigma faktory by mohly regulovat geny zodpovédné za tepelnou adaptaci —
copak se tato problematika jiz nestuduje a nejsou novéjsi publikace?

Kapitola material obsahuje vSechny pouzité metody, které jsou popsany srozumitelné, ale
mozna zbytecné podrobné s ohledem na typ pdace, napf. obrazky genetickych map komercné
dodavanych plazmidd.

Vysledky jsou popsany v logickém sledu, jak pravdépodobné byly v pribéhu prace provadény
a postupné publikovany, jsou vysvétleny i cile provadénych experimentd, jsou komentovany
vysledky. Jediné, co asi zaslouzilo vysvétleni jiz v kapitole 4.2.1, je jak byl predigovan
promotor pro gen pro antisigma faktor rshA, ktery lezi bezprostfedné za genem sigH.
Dokumentace vysledkl je provedena jednak prevzetim obrazkl a graf(i z prislusnych
publikaci, jednak jsou pravdépodobné nové vytvoreny pro disertaci. Pfevzaty obrazek 4.22 je
ale ve Spatné reprodukéni kvalité oproti origindlim a nové vytvorené obrazky bych ocekavala
v jednotné grafické Upravé, coZ neni a napf. v obrazcich 4.7 a 4.15 - silné sloupce nepUsobi
dobfe ve srovnani s ostatnimi grafy. Text ddle obsahuje nékolik preklepl a chyb ve
formatovani (napf. str. 120). Prace je napsana vcelku dobrym jazykem a Ctivé.

Diskuze pak obsahuje shrnuti vysledkd, autor vysledky diskutuje a porovnava s literaturou
jako jednotlivé experimenty oddélené a podle mého minéni zcela nevyuzil moznosti srovnat
celkové vysledky ze vSech praci najednou i kdyzZ to byl asi tézké pro mnozstvi vysledku a
neuplnosti informaci a experimentalnich dat od vSech studovanych gen(. Diskuse vysledk(
transkripc¢nich aktivit z promotor( genu sigH je nedostatecna a nebere v Uvahu vechny
uvadéné vysledky, ne u vSech sigH dependentich gen( pfi studiich in vivo jsou uvedeny
vSechny stresové podminky a vSechny kombinace dele¢nich mutant, nebyly provedeny
prislusné experimenty nebo byly provedeny nékym jinym z pracovni skupiny? V diskuzi ani
v zavéru nejsou uvedeny zadné hypotézy a navrhy dalsSich experimentd, autor ani pfipadné
neuvadi své vysledky do kontextu ostatnich praci ve vlastni laboratofi.

Celkoveé praci i pres pripominky hodnotim kladné, autor proved!| fadu hodnotnych
experimentl a systematické prace a vzhledem k poradi v seznamu autorl na uvedenych



publikacich bezesporu prokazal, Ze je schopen védecké prace. Jeho vysledky jsou bezesporu
pfinosem pro dalsi studium problematiky. Praci doporucuji k obhajobé jako podklad pro
udéleni védecké hodnosti PhD.

Pfipominky:

e Vliterarnim Uvodu je nejednotné pouzivani vyrazu pro sigma faktor - sigma faktor x
o-faktor x o"

e Str 75 u citace Holatko et al. neni uveden rok publikovani.

e Proc u peroxidového a diulfidového stresu neni uvedena charakteristika kmene
s deleci genu rshA? Byla déldna nékym jinym nebo délana nebyla? Vysledek by byl
urcité zajimavy.

e Str. 99 — piSete, Ze pro kmeny s deleci v genech sigB a rshA nebylo mozné hodnoty
statisticky vyhodnotit, ale jsou uvadény v grafu se smérodatnymi odchylkami, které
vypadaji, takto prezentované, v porddku a ukazuji na zvySeni aktivity promotoru.

V ¢em byla ta statisticka nevyhodnotitelnost?

e Str. 101 obrazku 4,19 doslo zde k néjaké grafické chybé? Rozsah sekvence
neodpovida vymezenému Useku.

e str.117 ve vété: ,Rozeznavani promotoru P4sigH primarnim sigma faktorem SigH bylo
prokdzano metodou transkripce in-vitro”“. Doslo k faktické chybé nebo preklepu?
Opravdu je, SigH primarni sigma faktor a vaze se na P4sigH? Ve vysledcich
deklarujete, Ze SigH se na P4sigH nevazal.

e Ve své praci pfi in vitro studiich interpretuje vznik nebo absence transkriptu, jako
fakt, Ze se sigma faktor na promotorovou oblast vazZe, ¢i nevaze, nemélo by ale byt
spiSe, Ze je aktivovana transkripce z promotoru, ¢i Ze transkripce probéhla? Sigma
faktor se prece muze vazat, ale transkripce nemusi probéhnout.

e V popisech obrazkd deklarujete (napt. obr. 4.7), Ze hodnoty v grafech jsou
»aritmetické priméry ze Ctyf/tfi nezavislych méreni jednotlivych vzorkd“, Byly to 4/3
méreni z jednoho biologického opakovani nebo jste délal méreni ze 4/3 nezavislych
kultivaci, kolik jste pak mél technickych opakovani?

Otazky:

1. ZVasich experiment( je patrné, Ze delece genu rshA zvysila aktivitu transkripce u
vétsiny SigH zavislych genl— coz muze téz indikovat soucinnost produktl téchto
gend. Je znamo, jakym mechanismem, ¢i na jaky impuls dochazi k uvolnéni SigH od
RshA a naopak a jak je toto regulovano u jednotlivych stresd? Délal jiz nékdo tuto



studii u Corynebacterium glutamicum ptipadné u Mycobacterium &i Streptomyces u
nichz byl nalezen homologni gen?

2. Str 111 -V préci Nakunst et al (2007) bylo experimentalné prokazano (metodou RT-
PCR?), Ze promotor PtrxB je SigM-dependentni. Vy jste prokazali metodou in vitro
transkripce, Ze je naopak SigH a SigE dependentni. Jak se lisi tyto dvé stanoveni a jak
si tento rozdil vysvétlujete? Jak odlvodnite, Ze pravé Vase stanoveni je spravné, kdyz
nebyla provedena napft. in vivo studie tohoto promotoru? Jaké dalsi experimenty by
to mohly prokazat?

3. Mate néjakou pracovni hypotézu, jaky vyznam mohou mit delSi NTR oblasti v expresi
genu sigH?

Z kterych promotoru sigH jsou transkribovany oba geny (sigH i rshA) do jedné mRNA?

5. Je u Korynebakterii prokdzdna koncentracni zavislost na typu prvniho nukleotidu
v pocatku transkripce na miru transkripce z tohoto promotoru?
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