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Nazev prace:
Doména 1.1 primarniho faktoru sigma a novy systém pro expresi RNA polymerdzy z
Bacillus subtilis

Cile prace

Klonovat a purifikovat doménové konstrukty faktoru ¢* a ovéfit funkci autoinhibiéni
domény 1.1

Klonovat a purifikovat rRNAP z B. subtilis a otestovat jeji funkci a vlastnosti

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZzadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 92 stran

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

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

Ptipominky:
Obrazek 1 je zminén na stran¢ 9, ale je az na stran¢ 12. M¢l by byt co nejblize mistu, kde je
poprvé zminén.

V legendé u obrazku 6 je uvedeno, Ze schéma ¢&asti faktoru 6>* bylo popsano vyse. Ale ten
popis patii i do legendy.

Str. 25, 2. odstavec kapitoly 2.1.4.3: Zde je dost zmatené popsdna RNA vazebna N-koncova
doména faktoru Rho (...“Kazda podjednotka faktoru Rho obsahuje N—koncovou doménu. Tato
doména ma schopnost vazat RNA. Naproti tomu N—doména ma schopnost vazat sekvence na
RNA (Rho utilisation sites), které jsou cca 40 nt dlouhé a obsahuji hodné cytosinu...)

Material a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO

Kolik metod bylo pouzito? 24 metod zahrnujicich praci s mikroorganismy, s DNA i
s proteiny a transkripci in vitro

Jsou metody srozumitelné popsany? ANO, misty az velmi detailné, kapitola tvoii tietinu
celkové prace

Pfipominky:




V tabulce 6 (str. 44) nesedi objemy jednotlivych komponent reakce (na celkovych 48ul
reakce neodpovidaji jenom 3ul 10x koncentrovaného pufru).

Na str. 49 (kapitola 4.7.1) jsou zminéné 0,51 falkonky. Ty budou ale mit objem 50ml.

Str. 55, 4. tadek odspodu: ,,... na UV lamp¢ (nazev stroje??)... Chybi pfipadny nazev / firma,
navic je tu zapomenuta autorcina poznamka v zavorce.

Str. 44, 46 pozor na fosforilaci (po r je ypsilon)

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO
Je dokumentace vysledkt dostacujici? ANO
Postacuje mnozstvi experimentil k ziskdni odpovédi na zadané otdzky? ANO

Ptipominky:
Tabulka 13 (str. 63) ma ukazat sekvence primerti pouzitych pro amplifikaci promotorovych
sekvenci, ale sekvence v tabulce chybi.

Na str. 60, posledni fadek nad tabulkou 11: ,,Kotva se exprimuje na konci proteinu... M¢la
byste uvést, o ktery konec se jedna.

U obrazkl z gelové chromatografie a analyzy frakci pomoci SDS-PAGE (obr. 14 na str. 62 a
obr. 20 na str. 71) neni jasné, které frakce z chromatogramu jsou v jednotlivych drahach na
gelu.

Na obr. 15 (str. 65) neni uvedeno, jak byla provedena statistika. Na osach y by mélo byt
uvedeno, ze se jednd o relativni vazebnou aktivitu.

Na obr. 16 (str. 66), obr. 22 (str. 72) a obr. 23 (str.74) chybi tdaj o poc¢tu opakovani
experimentl a o provedené statistice (o jakou odchylku se jedna).

Na obr. 18 (str. 69) nesedi dobte popisky velikosti jednotlivych bandit markeru. Déle jsou
vzdy oznaceny drahy 1 a 2, ale neni jasné, zda je mezi drahami rozdil nebo jsou naneseny
duplicitné.

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

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO

Formalni Grovei prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova Groven):

Graficka aroven prace je v poradku. Je zde primétené mnozstvi obrazki, graft a tabulek.
Préce je psana velmi ¢tiveé. Jsou v ni sice razné preklepy, ale neni jich moc.




Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Literarni ptehled dobfe pokryva zpracované téma. Je psany jasné€ a ¢tivé. Navic je doplnén
fadou vhodn¢ vybranych schematickych obrazki, které usnadiiuji ¢teni a pochopeni textu.

Oceiuji Sirokou Skéalu metod, kterymi autorka pfi praci disponovala. Metody jsou dobfe a
podrobné zdokumentovany, experimenty by podle nich bylo mozné jednozna¢né zopakovat.

Cile prace jsou jasn¢ definované a povazuji za splnéné, tiebaze se nepodaftilo purifikovat
vSechny planované doménové konstrukty faktoru c*.

Vysledky jsou dobfe diskutovany a je nastinény smér ptipadného dalsiho vyzkumu.

Celkové hodnotim diplomovou praci jako velmi zdarilou a doporucuji ji k obhajobé.

Otazky a pripominky oponenta:

Pfipominky (vétSinou drobné) jsem piidala pod hodnoceni jednotlivych casti prace.

K diplomové praci mam nasledujici otazky:
Pro¢ se pro indukci exprese domén ¢ a pro RNAP pouzivala odlisna koncentrace IPTG?

Primery se sekvencemi restrikénich enzymti pouzitych pro klonovani jsou ¢asto velmi dlouhé
(ptes 50 nt). Jaky je k tomu divod?

Z davodu vysoké srazlivosti proteinti se nepodatilo purifikovat vSechny planované
doménové konstrukty faktoru c*. Zkousela jste tento problém vyfesit dialyzou do jiného
pufru?

V préci je v souvislosti s IRNAP okrajové zminén faktor HelD. Jaka je jeho funkce?

V diskusi navrhujete mozné vyuziti rRNAP pro tvorbu novych antibiotik. Jakym zpiisobem
by se to provadélo?

Navrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucasti zvetejnénych informaci)

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

Podpis oponenta:




