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Nazev prace:

Hybridni faktory RNA polymerasy Corynebacterium glutamicum.

Cile prace
Viz Splnéni cilt a prace samotna.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZzadovanému? ANO NE
Rozsah prace (pocet stran): 60

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova, ANO NE

Je uveden seznam zkratek? ANO NE

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO NE
Je napsan srozumitelné? ANO NE
Pouzil(a) autor(ka) v resersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO NE
Jsou pouzZité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO NE

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentéalni kapitole? =~ ANO NE
Kolik metod bylo pouzito?

Jsou metody srozumitelné popsany? ANO NE

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO NE
Je dokumentace vysledkl dostacujici? ANO  NE - v ¢em jsou nedostatky?
Postacuje mnozstvi experimentt k ziskdni odpovédi na zadané otazky?
ANO NE — co chybi, v ¢em je nedostacujici?

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki? ANO NE
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO NE
Jsou uvedeny néjaké hypotézy €1 navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO NE

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO NE

Formalni Groven prace (obrazovd dokumentace, grafika, text, jazykova troven):

Formalni uroven préce je vybornd. Vyskytuje se pouze n€kolik neptesnosti/nekonsistenci,
napf. v ndzvu je pouzito ,,...RNA polymerasy...*, zatimco v textu se pouziva ,,...RNA
polymerazy...“.




Autor se nevyhnul pouzivani zargonu (napf. str. 4, 3. odstavec ¢asti 3.2.: ,,..muze jadro RNA
polymerazy nasyntetizovat...* (misto napft. ,,polymeraci vytvofit*), nebo na str. 34 dole
»-..vyizolovana plazmidova DNA...“ Misto ,,pfipravena plazmidova DNA...“ nebo alesponl
,,...1zolovana...*.

Konec¢né u grafli, zachycujicich promotorovou aktivitu bych doporuc¢oval misto linearni
Skaly pouzit skalu logaritmickou, ktera umozni lepsi porovnani zmén mezi konstrukty (napf-.
v Obr. 13 vysoka aktivita PrsdA+IPTG vizualn¢ zhorSuje posouzeni nartustu aktivity
PsigHD).

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Hlavnim cilem prace bylo vytvofit hybridni/modifikované faktory sigma z Corynebacterium
glutamicum. Pro tento projekt byly pouzity faktory sigma D a H, ze kterych byly navrzeny a
pfipraveny hybridni geny. Jejich expresi v C. glutamicum mély vznikat hybridni faktory
sigma, které by rozpoznéavaly pouze (v idedlnim piipad¢€) hybridni promotory. Tyto hybridni
promotory byly vytvoteny ze znamych sekvenénich motivii SigD a SigH zavislych
promotord. Nasledné byl cely systém experimentalné ovéien in vivo pomoci kombinace dvou
plazmidd, jeden nesouci gen pro faktor sigma, druhy nesouci promotorovy konstrukt
fuzovany na gen pro GFP. Vysledky ukéazaly nizkou specifitu/aktivitu vytvotfenych
konstruktt. Proto byly nasledn¢ ptipraveny na zékladé pocitacového navrhu (Dr. Ivan
Barvik, MatFyz, UK) specifické mutace v domén¢ 4 faktoru SigH. Tyto mutanty byly opét
testovany a tentokrat byla pozorovana silnd a pomérné specificka exprese z promotorového
konstruktu PsigDH. Bylo tedy dosazeno plivodniho cile.

Préce plisobi velmi kompaktnim dojmem, je pe€livé napsana a vysledky se SigH se
specifickymi mutacemi jsou impresivni. Praci hodnotim vysoko a pfeju autorovi hodné
uspéchtl v jeho profesni kariére.

Otazky a pripominky oponenta:

1/ Aktivita promotorii byla testovdna v ¢asech nula, 3, 6 a 24 hodin po indukci exprese
daného faktoru sigma. V jaké fazi ristu se buiikky nachazely v téchto ¢asovych bodech?

2/ Plazmidy byly béhem tohoto riistu udrzovany v bunce pfitomnosti antibiotika v médiu.
Pokud by rekombinantni produkty byly pro butiky $kodlivé, mohla reagovat mutaci plazmidu
se zachovanim genu pro resistenci. Byla nasledné (po 24 hod) kontrolovana integrita
plazmida?

3/ Faktory SigD a SigH byly vybrany, protoZe ,,...striktn€ rozeznavaji promotory...regulony
téchto faktora jsou vylucné...* (str. 33 nahote). Zaroven ale na str. 14 je zmin€no, Ze existuji
pfirozené hybridni promotory, které jsou rozpoznavany obéma faktory (posledni odstavec).
Nebyla by tedy pro tvorbu hybridnich/mutovanych faktorii sigma vhodna lepsi kombinace,
kde takové hybridni promotory neexistuji?

4/ SigH se specifickymi mutacemi v domén¢ 4 GspéSné€ rozpoznal hybridni promotor.
Nicméné, tyto varianty SigH vykazovaly aktivity 1 na SigD-zéavislych promotorech, coz by
v ptipad¢ pouZiti napt. pro prumyslovou produkci mohlo nezddoucim zplisobem ovlivnit




vytézky. Bylo by mozné navrhnout dal$i mutace v SigH, které by vedly ke zvySeni specifity?

Navrh hodnoceni oponenta (znadmka nebude soucasti zvefejnénych informaci)
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