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Nazev prace:

Expresia, lokalizacia a interaktom proteinu RefZ v priebehu sporulacie u Bacillus
subtilis

Expression, localisation, and interactome of the RefZ protein during sporulation in
Bacillus subtilis

Cil prace: Charakterizace exprese genu refZ a lokalizace proteinu RefZ v modelovém
organismu Bacillus subtilis
Dil¢i cile:

a) Identifikace promotort genu refZ

b) Charakterizace regulace promotort genu refZ

c) Urceni lokalizace proteinu RefZ v buice v pribéhu sporulace a ur€eni promotori

zodpovédnych za ptipadné rozdilnou ¢asoprostorovou expresi
d) Urceni interak¢nich partnerd proteinu RefZ

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 97 stran
Prace je psana ve slovenstiné

Je uveden cesky abstrakt a klicova slova? ANO
Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova?  ANO
Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napséan srozumitelné? ANO
Pouzila autorka v resersi relevantni udaje z literarnich zdroja? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO

Material a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO

Jsou metody srozumitelné€ popsany? ANO
Autorka pouZila ve své diplomové préci fadu riznych metod. Kromé obvyklych
biochemickych a molekularné biologickych metod (napft. izolace DNA, metody PCR,
klonovani fragmentii DNA, izolace a purifikace proteintl, transkripce in vitro) byla pouzita
téz metoda strukturované iluminaéni mikroskopie a metoda imunoprecipitace. Pro dosazeni
pozadovanych vysledki byla zvlasté ptinosnd kombinace metod in vitro a in vivo.

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO
Je dokumentace vysledkl dostacujici? ANO
Postacuje mnozstvi experimentl k ziskani odpovédi na zadané otazky?
ANO

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledka? ANO
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné?  ANO




Formalni Groveii prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova tiroven):

Préce je svym rozsahem (97 str., 35 obr., 21 tabulek), obsahem i1 formou srovnatelna s
obvyklym standardem diplomovych praci. Obrazova dokumentace je kvalitni a nazorné
ilustruje ziskané vysledky a piehledné doplnuje popis teoretickych zakladt. Text je na dobré
urovni a je velmi srozumitelny. Pon¢kud neobvyklé je, Ze neni oznaCen Literarni prehled
jako samostatna sekce, ale jeho jednotlivé kapitoly maji ¢islovani soutadici s ¢islovanim
dalsich sekci jako jsou Material a Metody, Vysledky a Diskuse. Positivem ptredlozené prace
je naopak pfitomnost sekce Ptilohy, obsahujici 3 obrazky a 4 tabulky, které prezentuji
detailni vysledky bioinformatickych a spektrometrickych analyz provadénych ve
spolupracujicich laboratotich.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Planované cile prace byly splnény.

Diplomové prace pfinasi nové poznatky o regulaci exprese genu refZ, kodujiciho u Bacillus
subtilis dulezity protein Uc€astnici se procesu sporulace a o lokalizaci tohoto proteinu v buiice
v priibéhu sporulace. Jednim z hlavnich ptinosii piedlozené diplomové prace je zjisténi, ze na
expresi genu refZ se kromé sigma faktoru SigH podileji téZ sigma faktory SigF a SigG, které
zfejme rozeznavaji stejny promotor. Byl prokazan téz pozitivni vliv transkripcniho faktoru
Spo0A na transkripci genu refZ z obou zjisténych promotori. Tyto vysledky ziskané
pouzitim metody transkripce in vitro byly potvrzeny i experimenty in vivo. Metodami
imunoprecipitace a hmotnostni spektrometrie pak byly urceny proteiny interagujici

s proteinem RefZ. Lze ptedpokladat, Ze ziskané vysledky budou soucasti kvalitni publikace
v mezinarodnim védeckém casopise.

Kvalita predlozené diplomové prace svéd¢i o predpokladech autorky pro védeckou praci.

Otazky a pripominky oponenta:

A. Pripominky:

1) Uvedeni mapy plasmidu pSGrefZFLAG v kapitole Materidl a metody by pfispélo k
lepSimu pochopeni jeho funkce. V Tabulce 1 je pak uveden jako plasmid pSG61154
(+) refZ-3xFLAG.

2) Vlegendé¢ k Obr. 8 je uvedeno RMB misto RBM.

3) Na str. 55, 3. . je uvedeno ,,12 SpoOA vizbovych miest™, zatimco na Obr. 16 a
v Tab. S2 je uvedeno 11 vazebnych mist.

4) Str. 67, 6. 1. alegenda k obr. 33 — Uvedeni konkrétnich antibiotik by pfispélo
k lepsimu pochopeni popsanych vysledk.

5) Kapitola 9.6 — Podrobnéjsi popis pouzitych postupil i vysledki uvedenych v Obr. 33 a
34 by ptispél k jejich lepSimu pochopeni.

6) Tab. S1 a Obr. S2 — Zobrazeni -35 a -10 sekvenci a ptislusnych spaceri navrzenych
promotort by pfispélo k lepSimu zdiivodnéni pouziti téchto fragmenti.

B. Otazky:

1) Nastr. 61, 6.a7.f. je uvedeno ,,konstrukt (LK3228) obsahoval .. niekol’ko
vizbovych miest pre transkripny faktor SpoOA*“. Obsahuje vsech 11 ?

2) Co konkrétné predstavuji pasy na Obr. 34 ? Jaké je vysvétleni pro silny pas
v negativni kontrole ?

3) Jaké konkrétni vzorky byly analyzované hmotnostni spektrometrii ?

Navrh hodnoceni oponenta

X vyborné [ ] velmi dobie [ ] dobfe [ ] nevyhovél(a)

Podpis oponenta:




