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Nazev prace: SigN from Bacillus subtilis: Functional characterization
SigN z Bacillus subtilis: Funkéni charakterizace

Cil prace: Charakterizace transkripce ze SigN-dependentnich promotori
Dildi cile:
a) lzolace proteinu SigN a RNA polymerasy z Bacillus subtilis
b) Ptiprava konstruktii pro studium transkripce
c) Experimentalni testovani vybranych potencialnich SigN-dependentnich promotort
d) Stanoveni koncentraci iNTP regulujicich aktivitu SigN-dependentnich promotort
e) Studium efektu topologie DNA na aktivitu SigN-dependentnich promotort
in vitro
f) Studium efektu topologie DNA na aktivitu SigN-dependentnich promotort
in vivo

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 86 stran

Prace je psdana v angli¢tiné

Je uveden Cesky abstrakt a klicova slova?  ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napsan srozumitelné? ANO
Pouzila autorka v resersi relevantni Gdaje z literarnich zdroju? 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 praci fadu biochemickych a molekularné biologickych
metod (napf. izolace a purifikace proteind, metody PCR, klonovani fragmentti DNA,
transkripce in vitro). Pro dosazeni poZadovanych vysledkil byla zv1asté piinosnd kombinace
metod in vitro a in vivo.

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimentii? ANO
Je dokumentace vysledkt dostacujici? ANO
Postacuje mnoZzstvi experimentt k ziskdni odpovédi na zadané otazky?
ANO




Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledkti? 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 iroven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova troven):

Préace je svym rozsahem (86 str., 27 obr., 13 tabulek), obsahem i1 formou srovnatelna s
obvyklym standardem diplomovych praci. Obrazova dokumentace je kvalitni a nazorné
ilustruje ziskané vysledky a prehledné dopliuje popis teoretickych zakladi v Literarnim
prehledu. Anglicky text je na dobré urovni a je velmi srozumitelny. Vyskyt pieklepi je
zanedbatelny.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Planované cile prace byly splnény.

Diplomova prace piinasi zcela nové poznatky o funkci vysoce specifického sigma faktoru
SigN, kédovaného genem na plasmidu ptirodniho kmene Bacillus subtilis 3610. Zakladni
vlastnosti tohoto sigma faktoru, objeveného v roce 2016, byly popsany dosud pouze ve dvou
publikacich. Bylo zjisténo, ze sigma faktor SigN je zodpovédny za transkripci pouze
omezeného poctu gentt kddovanych plasmidem pBS32. Hlavnim p#inosem piedlozené
diplomové prace je ptimy experimentalni diikaz rozeznavani promotora vybranych
plasmidovych gent sigma faktorem SigN. Odlisnost sigma faktoru SigN od zndmych sigma
faktort RNA polymerasy byla pak potvrzena zjisténim, Ze, na rozdil od znamych sigma
faktorti, SigN rozeznava s vétsi ucinnosti promotory v relaxované forme.

Kvalita vysledkd popsanych v této diplomové praci je potvrzena zafazenim nékterych z nich
do publikace pracovnikut laboratote doc. Krasného, ktera vysla letos v ¢asopise
Microorganisms (IF: 4,2).

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

Pripominky a otazky oponenta:
A) Pripominky:
1) Uvedeni seznamu pouzitych plasmidi a jejich zakladnich charakteristik v kapitole
Material by pfispé€lo k lepSimu pochopeni funkce pouzivanych konstrukta.
2) Zobrazeni -35 a -10 sekvenci a ptislusnych spacerti testovanych promotori by
ptispélo k lepSimu pochopeni interpretace ziskanych vysledku.
3) V textu je uveden kmen LK 2504, ktery neni zminén v seznamu pouzitych kment
(Tabulka 1).
B) Otazka:
V Diskusi je uvedeno, ze mezi sekvencemi -35 a-10 jsou u promotoru tii testovanych
chromosomovych genti (PydjC, PyybN, PnosA) spacery dlouhé 16 bp. Jak dlouhé jsou
spacery u dalsich dvou testovanych promotorti chromosomovych gent (PdpoL,
PphyC)? Pokud testované promotory chromosomovych gent opravdu nejsou SigN-
dependentni, byly zjistény v jejich ,,upstream* sekvencich potencidlni promotory
rozeznavané jinymi sigma faktory?

Névrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvetejnénych informaci)
<] vyborné [ ] velmi dobe [ | dobfe [ |nevyhovél(a)
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