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Bacillus subtilis

Cile prace

V této praci jsou definovany dva hlavni cile prace. Za prvé je to potvrzeni pritomnosti
neobvyklych nukleotidt asociovanych s delta proteinem. Dal$im cilem bylo ovéfit vliv
podjednotky delta RNA polymerazy na iniciaci transkripce in vivo.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO

Rozsah prace (pocet stran): celkem 100 stran

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova, ANO, ale vcelku struny
Je uveden seznam zkratek? ANO, ale ne zcela Gplny

Literdrni prehled:
Odpovida tématu? vcelku ANO
Je napsén srozumiteln&? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literdrnich zdroja? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostate¢né a jsou v praci spravné citovany? viceméné ANO,

v

obcas by ovsem bylo vhodngjsi citovat ,,plivodni® praci a nikoliv ptfehledové ¢lanky.

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO
Kolik metod bylo pouzito? Vice nez 20
Jsou metody srozumiteln€ popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO
Je dokumentace vysledkt dostacujici?  ANO, az na kapitolu 7.1.2., kde bych uvital lepsi
Dokumentaci experiment;
Postatuje mnoZstvi experimentl k ziskani odpovédi na zadané otazky?
ANO, pouzita paleta experimentalnich technik je dostacujici, nicmén¢ nékteré
z téchto experimentl by bylo tfeba zopakovat

Diskuze:

Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledka? SpiSe jde o shrnuti
vysledki nez o diskuzi v pravém slova smyslu

Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO, ale pouze sporadicky

Jsou uvedeny né&jaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO




Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO

Formalni troveri priace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova trovern):

Po formalni strdnce je prace veelku v pofadku, az na, alesponi dle mého nazoru, veelku
minimalistické provedeni jak ¢eského tak i anglického abstraktu a na ne zcela Uplny seznam
zkratek. Stejné tak v kapitole Materidl, by se mél ocitnout veskery pouzity material. Zkratka
et al. by se mé&la uvadét v kurzive, coz autor ¢inni, s vyjimkou vSech obrazka. Posledni
formalni vytkou je pouziti ¢islovani stranek, s ¢islovanim se obvykle za¢ina az u abstraktu.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Cile prace byly splnény. S ohledem na bohatou metodiku a s prihlédnutim k dobrému
formalnimu vypracovani této diplomové prace se jedna o praci veelku zdaFilou.

Otazky a pripominky oponenta:

Nejprve bych si dovolil par ptipominek:

1) Rozhodné& bych v této praci nepouzival obrazky prevzaté z Wikipedie (obr. 1 a 7)

2) Co se literarniho Gvodu tyce, je dle mého nazoru, alespoii na stranach 10-16, prilis
,,uCebnicovy*, a do jisté miry, v tomto provedeni, vcelku zbyte¢ny

3) U obrazku 14 (str. 31) neni zfejma koncentrace NTPs.

4) Pokud zminujete svoji bakalatskou praci (str. 32), bylo by dobfe ji fadné citovat

5) Jaké strukturni homology jsou uvedeny na obrazku 15 (str. 33)?

6) Jaky je rozdil mezi maximalnim zrychlenim a maximalnim odstiedivym zrychlenim?
V préci operujete s obéma terminy.

7) O seznamu pouzitych ptistroji a materidlu jsem se jiz zmitioval, je vcelku netuplny,
neuceleny, nepfesny.

8) Kapitola metody by mohla byt uspotfddéana logictéji, napt. popis Stépeni PCR reakce
bych navrhoval uvést ZA samotny popis provedeni PCR apod. VétSinou nejsou
uvedeny presné koncentrace slozek jednotlivych reakei (napt. u PCR), piipadné jsou
uvedeny ne zcela presné (koncentrace primerti pouzitych k sekvenovani je 3 — 10
pmol)

9) Opravdu jste inkuboval §tépeny vektor s alkalickou fosfatazou 6 hodin? A stejné tak,
opravdu jste $tépil PCR amplifikovany produkt (neni uvedeno, zda byl ptecistény)
taktéz 6 hodin?

10) Jakou revezni transkriptazu jste pouzil na ,,primer extension®?

11) Opravdu jste centrifugoval Ni-NTA agardzu pii 15 000g?

12) Termin ,,no¢ni* kultura, ktery je v této praci hojné uzivany neni dle mne idedlni

13) Urea se preklada do ¢estiny obvykle jako mocovina.

A nyni par otazek:

1) Velmi Casto se zmitujete, Ze tfeba relativné vysokd koncentrace NTP pro iniciaci
transkripce (napf. str. 28), nicmén¢ nikde neuvadite zadny konkrétni udaj. Jaka
koncentrace je tedy tfeba?

2) Na strané 16 uvadite, Ze se u B. subtilis ppGpp véaze na podjednotku f’. Kam se vaze
u E. coli? Na stran¢ 25 uvadite, Ze to neni znamo, coz mne trochu prekvapuje. Jak
moc je homologni podjednotka B u B.subtilis a E.coli?




4)

S)

6)

Pozorovali jste pfitomnost cyklickych nukleotidii opakované nebo $lo pouze o jediné
pozorovani?

UZ jsem se zminil o kapitole 7.1.2. Zde postradam obrazovou dokumentaci
provedenych experimentt (PCR, ovéreni klonovani, pfipadné sekvenace a ovéieni
integrace expresni kazety do chromozomu). Podatilo se Vam vyizolovat alespon malé
mnozstvi proteinu?

V grafu na strané 85 jsou dle Vés vynesena data ze dvou nezavislych experimentt.
Jednalo se o biologicka ¢i technicka opakovani? Jak moc ziskané hodnoty kolisaly? A
jaké hodnoty jste nakonec vynesl do grafu?

Na stran¢ 86 a 87 opét uvadite, ze jde o dva nezévislé experimenty. Stejna otazka,
jednalo se o biologicka ¢i technickd opakovéani? Na stran¢ 87 mate uvedené
vyhodnoceni experimenty ve forme grafu. Neptijde mi optimalni pocitat ze DVOU
hodnot smérodatnou odchylku.

Navrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucasti zverejnénych informaci)

[ ]vyborng [ ] velmi dobre dobte [ ] nevyhovél(a)
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