Posudek doktorandské disertaéni prace Mgr. Radoslava Silara s nazvem ,,U¢ast
alternativnich sigma faktorii RNA polymerasy pri regulaci exprese genti

Corynebacterium glutamicume

Piedlozena disertaéni price Mgr. Radoslava Silara spliiuje po formélni strince viechna
vyzadovana kritéria. Autor zvolil klasickou formu disertace sestavajici z literarniho piehledu
studované problematiky, ptrehledu materidlu a pouzitych metod a casti vysledkové s
naslednou diskusi a zavérem. Po edi¢ni strance je disertace jako celek velmi peclivé
zpracovana a graficky pisobi velmi piehledné. Pieklept a gramatickych chyb je skute¢né
minimalni pocet, proto je ani nezminuji. K pochopeni souvislosti pomaha srozumitelny
literarni uvod shrnujici feSenou problematiku. Diskuse k jednotlivym okruhiim disertace
poskytuji ¢tenafi dalSi moznost orientace. Rovnéz autoreferat spliiuje vSechny pozadované
nalezitosti a obsahuje 1 seznam publikaci, jichZ je doktorand autorem nebo spoluautorem.
Vysledky experimentalni prace dokazuji, ze doktorand zvladl pestrou Skalu technik.
Skutecnost, ze vétSina vysledkd jiz byla publikovana ve vyznamnych c¢asopisech je
dostatecnou zarukou, Ze se jedna o originalni data, jeZ prosla recenznim fizenim.

Z hlediska odborného obsahu se autor v ptedloZzené praci zabyval regulaci exprese gent
kodujicich sigma faktor SigH a jeho anti-sigma faktor RshA a genti patticich k jejich regulonu
u Corynebacterium glutamicum.

Regulace transkripce sigma faktory RNA polymerasy s extracytoplasmatickou funkci (ECF)
predstavuje velmi G€inny nastroj pro adaptaci buriky na stresové podminky. V genomu S.
glutamicum se nachazi celkem 7 gent kodujicich sigma faktory a SigH je povazovan za

hlavni sigma faktor regulujici iniciaci transkripce za stresovych podminek.
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oblasti genti SigH a rshA, uréeni transkripcnich pocatki téchto gent a odvozeni ptislusnych
promotorovych oblasti. Mezi dalsi cile prace patfila identifikace a nésledna transkripéni
analyza gend regulovanych SigH. Pro tuto analyzu byly pouzity jak in vivo metody, a to

pomoci reportérovych systémil na bazi chloramfenikolacetyltransferasy (CAT) a zelené¢ho



fluorescenéniho proteinu (GFP), DNA microarray, primer extension pomoci metody 5° RACE
tak in vitro transkrip¢niho systému.

Lze konstatovat, Ze stanovenim aktivit promotorovych oblasti genti SigH a rshA byla u obou
genll prokazana ptritomnost aktivnich promotort reagujicich na vnéjsi stresové podminky. U
genu sigH byly identifikovany 4 promotory uréeny dle sekvenci jako SigA-dependentni, u
genu rshA 1 SigH-dependentni promotor.

Krom¢ toho byla pomoci transkripcniho profilovani deleéniho kmene ArshA provedena
identifikace n¢kolika desitek SigH-dependentnich genti. U nékterych z téchto nove
identifikovanych genl byly urceny aktivity promotort, jejich transkripcni pocatky a nasledné
odvozeny konsensus motivy.

Z vysledku ziskanych stanovenim promotorovych aktivit v kmenech s deleci v genech
kédujicich rizné sigma faktory bylo mozné usuzovat, ze tyto promotory mohou byt specificky
rozeznavany vice nez jednim ECF sigma faktorem. K potvrzeni tohoto pfedpokladu byl
pfipraven in vitro transkrip¢ni systém, ktery tento pfedpoklad potvrdil. Kombinaci in vivo a in
vitro metod tak bylo poprvé prokazano, Ze jeden promotor C. glutamicum muize byt
rozeznavan dvéma rozdilnymi sigma faktory.

K ptedlozené disertaci mam pouze né€kolik doplitujicich dotazi:

)} zmény exprese genll u mutanta ArshA ve srovnani s divokym typem jsou relativné
nizké. Ovéroval je autor jinou metodou (napt. qRT-PCR)?

i) béhem piipravy bezbunéénych lyzath byl supernatant prenesen do zkumavek
vysvicenych UV zafenim. Jednalo se o zplsob sterilizace?

iii) delece sigE ma nejvétsi vliv na rist mutanta, dvojitou deleci sigE a sigH se
nepodafilo pfipravit, z c¢ehoz autor usuzuje, ze je letalni. Lze na zaklad€ znamych
skute¢nosti, tj. znalosti funkce gent, jez jsou kontrolovany témito TF, které z nich
jsou za pozorovany genotyp odpovédny?

iv) Ize zcela vyloucit vznik artefakt pii transkripci in vitro? Nepodatilo se napf.
prokazat vazbu zadného sigma faktoru na promotor P3dnaJ2. Lze tuto skute¢nost
vysvétlit 1 jinak?

V) Prosim autora o podrobnéjsi diskuzi vyznamu regulace promotoru vicero sigma
faktory.

Autor bezesporu splnil vytycené cile prace a nepochybné odvedl mnoho ¢asové naroéné
experimentalni prace. V diskusi pak piedvedl schopnost ziskané vysledky uvést do
souvislosti. Podil autora na dosazenych vysledcich povazuji za stéZejni, dostatecné

dokumentovany autorstvim a spoluautorstvim ptiloZenych publikaci.



Konstatuji, ze Groven predlozené prace je velmi vysoka. Domnivam se, ze predkladana prace
Mgr. Radoslava Silara spliuje veskeré pozadavky kladené na doktorské disertaéni prace ve
smyslu § 47, odst. 4 zékona ¢. 111/1998 Sb. o vysokych skoléach a ¢l. 23 Pravidel pro
organizaci studia PiF UK a proto ji doporucuji k obhajobé&. V ptipadé uspésné obhajoby pak
navrhuji, aby byl dle ptislusnych piedpist Mgr. Radoslavu Silarovi udélen titul PhD.

V Praze 26.8.2016 RNDr. Pavel Branny, CSc.
Mikrobiologicky ustav AV CR, v.v.i.



