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Zadané cile prace, véetné tématu literarniho prehledu:

Cilem této prace byla bioinformaticka a experimentalni charakterizace predpokladané
vicepodjednotkové nekanonické RNA polymerazy kddované linearnimi plasmidy kvasinky
Kluyveromyces lactis. Tato polymeraza byla pouze piedpovézena in silico a tudiz o ni
neexistuji zddnd relevantni experimentalni data.

Piistup studenta k praci s literaturou:

Michaliv pFistup K praci s literaturou je naprosto vzorny. Clanky aktivné vyhledava,
v piipadé jejich nedostupnosti nema problém autorim napsat apod. V literature se
orientuje velmi dobfre, je schopen se orientovat i v mnohdy velmi komplikovanych
krystalografickych publikacich a datech.

Pristup studenta k praci v laboratofi (pfistup pii uceni se novych metod, aktivita,
samostatnost, systemati¢nost prace i dochazky do laboratote):

Michal zacal pracovat v nasi laboratofi jiz v bakalaFském studijnim programu
znaénym tempem, ze kterého neslevil ani v navazujicim studium magisterském. Velmi
brzo si osvojil zakladni molekularné-biologické metody, k nimz pridal postupem Fasu
mnoho metod naroénych a pokrocilych. Michal pracuje velmi precisné, ve vysledcich,
kterych vygeneroval zna¢né mnoZstvi, je schopen se orientovat i po del$i ¢asové
prestiavce. Michal pracuje velmi samostatné, je schopen si experimenty plinovat,
navrhovat i hodnotit.

Piedmétem Michalova zajmu byla vySe zminéna RNA polymeraza a jeji témér totalni
charakterizace. V zaplavé ziskanych vysledki bych vyzdvihnul nové vytvoreny
kvasinkovy kmen obsahujici RNA polymerazu s yYEGFP znackou na N-konci. Takto
modifikovany kvasinkovy kmen produkuje funkéni RNA polymerazu, kterou je moZno
vypurifikovat pomoci imunoprecipitace. Ac¢koliv nejsou prvotni experimenty prilis
vydarené, a to diky neprili§ funk¢éni komercéné dodavané soupravé, doufame, Ze se nam
po optimalizacich podafi pomoci GFP znac¢ky vypurifikovat a nasledné charakterizovat
cely transkripéni aparat linearnich plasmidi. Dal§im zajimavych a slibnym vysledkem
je vytvoreni a prvotni otestovani bakterialnich expresnich plasmidii s naklonovanym
genem pro RNA polymerazu. Michal prokazal, Ze bude, alesponi doufame, moZné tento
protein nadprodukovat v bakterialnich expresnich systémech. V tomto piipadé bude
nutna urcita optimalizace, ostatné jako v pripadé vySe uvedenych imunoprecipitaci.
Pozornost také zaslouzi velmi rozsahla bioinformaticka analyza RNA polymerazy,
kterou zpracoval zcela samostatné, a ve které se mu podarilo potvrdit a dokonce
roz$irit dikazy zarazujici tento ORF mezi RNA polymerazy.




Je nutno podotknout, Ze Michal provadél i dalsi experimenty, vétS§inou zamérené na
charakterizaci produktii dalSich ¢tecich ramcu linearnich plasmida K. lactis. Jelikoz
ovSem tyto ,,viceprace“ nesouvisi s charakterizaci transkripéniho aparatu, nejsou

v diplomové praci uvedeny.

K Michalové védecké praci obecné mam pouze drobnou vytku, ktera sméruje k jeho
neprili§ velka ochoté poustét se do rozsahlejsich optimalizaci ¢ehokoliv, zejména ovS§em
do optimalizaci bakterialni exprese.

Pristup studenta p¥i sepisovani prace:

Michal zacal se sepisovanim diplomové prace vcas a dodaval mi postupné, vétSinou ve
vysledku pouze k nahlédnuti, svlij rukopis, do které¢ho jsem zasahoval pouze naprosto
minimaln¢. Jedinym jeho neSvarem, ktery se ho drzi jiz od dob sepisovani prace bakalaiské a
ktery jsem byl tedy nucen korigovat, bylo ob¢asné naduzivani velmi dlouhych a
komplikovanych souvéti. Nicméné predkladana prace se témét nelisi od rukopisu, ktery jsem
dostal ke korekci. Dle mého nézoru se jedna o dilo nadprimérné kvality, které znaéné
ptesahuje pozadavky kladené na praci diplomovou.

Splnéni cila prace a celkové hodnoceni:

Michalovu diplomovou praci a stejné tak jeho celé dosavadni piisobeni v nasi laboratori
hodnotim velmi kladné a téSim se, tedy v pripadé aspésného obhajeni této diplomové
prace, na jeji pokracovani v ramci jeho postgradualniho studia.
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