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Né&zev préce: The omega subunit of Bacillus subtilis RNA polymerase
Podjednotka omega RNA polymeréazy z Bacillus subtilis

Cile prace:
Izolace a purifikace podjednotky omega RNA polymerasy z Bacillus subtilis.
Testovani vlivu izolované podjednotky omega na transkripci z vybranych promotori.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZzadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 105 stran

Prace je psana 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 DNA, metody PCR, klonovani fragmentd DNA, izolace a purifikace
proteint, transkripce in vitro).

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimentd? 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 vysledkia? ANO
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné?  ANO




Formalni Groven prace (obrazovd dokumentace, grafika, text, jazykova troven):

Préce je svym rozsahem (105 str., 37 obr., 20 tabulek), obsahem i formou srovnatelna s

obvyklym standardem diplomovych praci. Obrazova dokumentace je kvalitni a nazorné
ilustruje ziskané vysledky a ptehledné dopliiuje popis teoretickych zaklada v Literarnim
piehledu. Anglicky text je na dobré urovni a je velmi srozumitelny.

SpInéni cili prace a celkové hodnoceni:

Planované cile prace byly splnény.

Diplomova prace popisuje piipravu riznych rekombinantnich plasmidu s cilem izolovat
funk¢ni podjednotku omega RNA polymerasy (RNAP) z Bacillus subtilis ve vysoké
koncentraci a Cistoté. Jako nejvhodnéjsi se ukdzalo pouziti plasmidového vektoru pET22b,
které vede k produkci podjednotky o s hexahistidinovou kotvou (w-His). Byly
optimalizovany podminky pro jeji produkci v rozpustné formé a pro jeji purifikaci. Funkce
purifikované podjednotky w-His pii transkripci pak byla testovana metodou transkripce in
vitro. Bylo zjisténo, Ze pfitomnost podjednotky m-His v RNAP vykazuje silny pozitivni efekt
na transkripci, jak z vegetativnich promotort Bacillus subtilis (RNAP + SigA), tak

Z promotort gentli uplatiiujicich se pii sporulaci (RNAP + SigF, RNAP + SigE). Tento
pozitivni efekt byl jesté zesilen pfitomnosti transkripéniho faktoru delta. Jedna se o zcela
nové originalni vysledky. Vzhledem k tomu, ze funkce podjednotky omega pfi transkripci u
B. subtilis dosud nebyla popséana, vysledky ziskané v této diplomové praci vyznamné
posunuji znalosti o regulaci iniciace transkripce u této modelové bakterie. Lze predpokladat,
ze ziskané vysledky budou soucasti kvalitni publikace v mezinarodnim védeckém Casopise.
Kvalita ptedlozené diplomové prace svédci o predpokladech autorky pro védeckou préaci.

Otazky a pripominky oponenta:

A) Pripominky:

V diplomové praci jsou nékteré nepiesné nebo nejasne formulace.

1) Str. 9, 5-6. i.: Definice ,,RNA sequences that encode proteins are termed mRNAs“ neni
piesna.

2) Str. 22, 7. t. zdola: Termin ,,redundancy of the ® subunit“ neni jasny.

3) Str. 32, 2. . zdola: Misto ,,key sporulation factors* mé byt ,,key sporulation sigma factors*.
4) Str. 36, 10. f.: Véta ,,A set of experiments done in the Krasny showed* neni jasna.

5) Str. 72, 2. f.: Véta ,,The design of the constructs is shown in Fig. 19“ neodpovida
ptislusnému obrazku, kde je jen velmi obecné schéma.

6) Str. 76, 6. t. zdola: Termin ,,MBP-® was grown" neni pfesny.

7) Str. 87, 1. odstavec: Terminy ,,ribosomal promoters* a ,,non-ribosomal promoters* nejsou
presné.

8) Str. 91, 8-9. t. zdola: Véta ,,the cleavage of the MBP-tag was not possible because ®
aggregated* neodpovida skutecnosti.

9) Str. 93, 16-17. t.: Véta ,,the o subunit in E. coli is co-transcribed with the gene spoT* neni
presna.

B) Otazky:

1) Jaké je vysvétleni dalsich past (kromé podjednotek a, B, B’, €) viditelnych na obr. 30 ?
2) Na obrazcich 32 az 36 je na ose Y vynesena relativni transkripce. Na obr. 32 a 33 jsou
uvedeny jeji hodnoty ziejmé v arbitrarnich jednotkéch, zatimco na obr. 34-36 jsou uvedeny
v procentech. Jaké byly divody pro uvadéni riznych jednotek relativni transkripce?

Néavrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvetejnénych informaci)
DX vyborné [ ]velmi dobfe [ |dobie [ |nevyhovél(a)

Podpis oponenta:







