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Oponentsky posudek diplomové prace

Bc. Tomas Kouba:
Vliv DNA elementi na aktivitu a regulaci rRNA promotoru u Bacillus
subtilis

Diplomova prace se zabyva hledanim sekvenénich prvkil promotori Bacillus subtilis
majicich vliv na regulaci iniciace transkripce koncentraci inicia¢niho nukleotidu. Regulace
funkce promotort genti pro rRNA je u B. subtilis ztejmé zcela odliSna od regulace popsané
u Escherichia coli a z tohoto ditvodu jsou poznatky o mechanismu regulace velmi zajimavé.

Prace ma 86 stran (Literarni uvod 27, Material a metody 22, Vysledky 19 a Diskuse 5).
Literarni ¢ast dostateéné uvadi do problematiky, je rozsahla, ptehlednd, srozumitelnd a
logicky uspoifddana. Text je doplnén velkym poctem obrazki. Tyto obrazky jsou vsak
pievzaté z odbornych praci a autor se nepokusil je ani modifikovat, tim méné tvofit obrazky
vlastni. V obréazcich zistaly i prvky, které se k vykladu pfimo nevztahuji, a také anglické
texty. Schopnosti autora pracovat s grafikou v pocitaci by jist¢ umoznily vytvofit vlastni,
vystiznéj$i a instruktivnéjsi obrazky.

Podet chyb, anglicismii a neobratnych formulaci v literdrnim pifehledu i dalSich ¢astech
nepiesahuje béZny standard diplomové prace. Autor n€kterymi vyrazy a formulacemi — i kdyz
pomérné vzacné — doklada zhoubny vliv médii na cCesky jazyk. Napt. na str. 6:
“Gvod...struéné mapuje souCasny stav poznani“ (tedy nikoliv popisuje ¢i dokladd). Dalsi
jazykové prohiesky shledavam spiSe v pouzivani anglicisml, z nichz mé nejvice zaujala
formulace na str. 33: ,,...tato diplomova prace adresuje tuto otazku.“ Str. 17 ,, G a C bohaty
diskriminator®, str. 38 resinové Castice, str. 40 mercaptoethanol, str. 43 forward a reverse
vlékna, str. 43 cycler. U nepfelozitelnych nebo bézn¢ pouzivanych odbornych anglickych
vyrazi je vhodné pouzivat kurzivu.

Dalsi drobné chyby a nedostatky: str. 13: ,,podjednotky maji kruhovy tvar®; str. 13: misto A
by mély byt pouzivany nm; str. 33: posledni fadka: adenin neni nukleotid; str. 39: ,,falkonky*.
Tabulka 1 na str. 16 je nevhodné¢ uspofadanad. Jednotky ¢asu se zkracuji s, min, h. Na str. 42 je
piesné popisovana piiprava gelu (,,agar6za rozvarena v mikrovinné troubg, ochlazena tekouci
vodou...*), ale v zavéru postupu jen zminéno: ,,U plazmidt byla zkoumana kvalita a kvantita“
bez dalsich podrobnosti. Autor se mnohde neubranil textovému editoru, ktery po tecce
vnucuje velka pismena (E. Coli, B. Subtilis). Pouzité anglicismy jsou odbornou vefejnosti
z v&tsi ¢asti ignorovany a drazdi dnes jiz jen staromilce. Str. 17: Doporu¢ovany ¢esky termin
pro consensus sequence je ,konven¢ni sekvence™ (i ,.konsensus™ je snad pfijatelny). Co je zde
minéno ,,nekonven¢nimi hexamery?*

Metody jsou popsany podrobné, piehledné a dostateéné. Mnohé udaje jsou uvadény
v tabulkéch, které vSak nejsou Cislovany (napf. str. 47).

Vysledky jsou psany struéné a vystizné. Tato hutnd, ale logickd a srozumitelnd forma
umoziiuje Ctenaii snadno sledovat pribéh experimentalnich praci, které se odvijeji jako
napinavy piibéh. Vysledky jsou zjevné podlozeny obrovskym mnozstvim experiment, které
vedly k potvrzeni vytéené pracovni hypotézy a vytvofeni velmi ucelené prace. Autor pii tom



pouZil velky po€et pokro€ilych metod a prokazal tak svoje technické schopnosti. Mél ziejmé i
zna¢nou davku Stésti, protoze vysledky do sebe vyborné zapadaji a vytvareji nakonec
jednoznacny a jasny zavér. Vysledky jsou velmi dobfe dokumentovany vystiznymi obrazky.

Vytky:

Str. 59: Tabulka 2: Sloupce ,,genotyp* a ,,rezistence® jsou zbyte¢né, protoZe idaj je ve vsech
piipadech stejny. ,.Koncentrace plazmidové DNA* spiSe neZ ,.koncentrace plazmida“.

Str. 60, obrazek 35: Jak bylo prokézano, Ze horni pas obsahuje chromosomovou DNA?
Domnival bych se spiSe, vzhledem k jeho ostrosti, Ze obsahuje jinou konformaéni formu
plazmidové DNA.

Str. 70: U obrazku 46 by mélo byt uvedeno, Ze se jedna o hypotézu.

Str. 72: Text ,,Vyhodnoceni primarnich dat“ u obrazkt 48 a 49 nic neiika.

Otazky:

1) Zavisi dle nazoru autora studovana regulace promotoru pouze na sekvenci oblasti —10 a
diskriminatoru, nebo téZ na fyzikalné-chemickych vlastnostech vldkna DNA (ohyb DNA,
stabilita a flexibilita dvousroubovice, tendence tvofit uréitou konformaci). Mohou zcela
odlisné sekvence DNA urcovat témé&f stejnou regulaci zkoumaného typu?

2) Da se predpokladat, zda citlivost ke koncentraci iNTP bude zvySovana hexamerem —10
s vy$8i nebo nizsi podobnosti konvenéni (konsensus) sekvenci? Je dlouhy polo¢as rozpadu
komplexu RP, (a tim ztrata regulace) p¥i pouZiti RNAP z E. coli dan pevnou vazbou RNAP na
promotor, jehoz sekvence je u B. subtilis velmi blizka konvenéni sekvenci?

Prace ma celkové vysokou uroven. Velky pocet experimentélnich udaji je dobfe zpracovan a
interpretovan. Prace je uzaviena potvrzenim hypotézy. Piedkladana prace dle mého nazoru
zcela spliuje pozadavky na kvalitu diplomové prace. Doporuduji proto jednoznacné pfijmout
praci k obhajobé.
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