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Pfedkladana prace je zalozena na vysledcich ziskanych kombinaci molekularne

biologickeho pfistupu, studia rustovych kfivek a spektroskopickych mefeni barvicich kfivek

popisujicich membranovy potencial a aktivitu pump ruznych geneticky defmovanych kmenu

kvasinek

Prace je napsana v anglickem jazyce a ma standardni 5leneni. Ovod shrnuje informace o

kvasinkach Saccharomyces cerevisiae, jejich rustu, membranovem potencialu a ruznych

membranovych transportnich systernech. Zvlastni pozornost je venovana transportnim

systemurn pro odstrahovani cizorodych latek (ABC pumpy) a systemum transportujicim

draselne kationty. Samostatna kapitola ]e venovana metodam mefeni membranoveho

potencialu V metodicke casti je nejvice prostoru venovano technikarn kultivace kvasinek,

izolovani DNA a molekularne-biologickym postupum pfipravy novych kmenu kvasinek.

Popis vlastni expenmentalni metody ziskavani barvicich kfivek je pomerne strucny a Jen

doplhuje podrobnejsi pasaz o mefeni membranoveho potencialu v uvodu

Jednim z ukolu prace byla pfiprava novych kmenu kvasinek s definovanou expresi

draslikovych kanalu TOK a Kir. Metodami molekularni biologie byly ziskany 3 nove kmeny a

byly ovefeny jejich vlastnostl. Za zvlaste zajimave a potencialne dulezite povazuji zvladnuti

funkcni exprese mysiho draslikoveho kanalu Kir 2.1 v buhkach kvasinky. Mefeni rustu a

membranoveho transportu pak byla provadena na rnnohem sirsim spektru kmenu kvasinek,

ktere poskytla spolupracujici laboratof na universite v Bonnu Vyber modelu byl zamefen na

kmeny s dobfe definovanymi rozdily v expresi ABC pump a systemu transportu draselnych

iontu. Z namefenych barvicich kfivek tak bylo mozno identifikovat, zda jde o zmenu

membranoveho potencialu, nebo zmenu v cinnosti pump a ktery system je za zmenu

zodpovedny. Velmi dulezitym faktorem se ukazala byt rustova faze kvasinek, ktera velmi

silne ovlivhovala intensitu transportu.

Vysledky experimentu ukazaly, ze exprese transportnich systernu pro draslik v kvasinkach

vyrazne ovlivnuje membranovy potencial kvasinek tak, ze je depolarizuje.

Vysledky take naznacuji, ze na vypuzovani sondy z bunek se mohou za urcitych okolnosti

podilet i jme pumpy nez Snq2p, Yorlp a PdrSp. Take se ukazalo, ze potlaceni exprese

pump prostfednictvim zasahu do regulacnich faktoru je mene ucinne nez pfime vyfazeni

pfislusneho genu.

Uchazec zvladl fadu experimentalnich metod od kultivace kvasinek, metody molekularni

biologie jako je homologni rekombinace a spektroskopicke techniky. Zadane cile prace byly

splneny a byly ziskany originalni a velmi hodnotne vysledky.

K praci rnam nekolik otazek a forrnalnich pfipominek, ktere nesnizuji vysokou hodnotu

pfedkladane prace.
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Pfiporninky a otazky:

Mefeni barvicich kfivek bylo provadeno v C-P pufru, ktera neobsahuje zadne draselne

lonty. Jaky duvod melo pouziti takoveho pufru7 Nemuze to zkreslit ziskane vysledky?

Str 28 Odstavec 3.2.3. Duvodem pro mefeni rustovych kfivek ve dvou paralelnich etapach

byly casove duvody, nebo to ma jegte jiny uceP

V Uvodu nebo Metodach jsem postradal vysvetleni rozdilu rnezi kultivacnimi medii YPD a

YNB a vysvetleni duvodu jejich pouziti. Domnivam se ze pro ctenare, ktery neni

odbornikem na kultivaci kvasinek by to melo byt vysvetleno.

Str. 50. nahofe Vysvetleni, ze zabranenim vytoku drasliku z bunek se bunky

hyperpolarizuji je nejasne, rnuzete to lepe specifikovat7


