Oponentsky posudek na diplomovou praci Davida Dzamby Membrane potential
measurements in Saccharomyces cerevisiae mutant strains deficient in various membrane

transporters

piedkladana prace je zalozena na vysledcich ziskanych kombinaci molekularne
biologického pristupu, studia rustovych krivek a spektroskopicchh méfeni barvicich kFivek
popisujicich membranovy potencial a aktivitu pump riznych geneticky definovanych kmenu
kvasinek

Prace je napsana Vv anglickem jazyce a ma standardni ¢lenéni. Uvod shrnuje informace 0O
kvasinkach Saccharomyces cerevisiae, jejich rustu, membranovem potencialu a ruznych
membranovych transportnich systémech. Zviastni pozornost e vénovana transportnim
systéemum pro odstranovani cizorodych latek (ABC pumpy) a systémum transportujicim
draselné kationty. Samostatna kapitola je vénovana metodam méfeni membranoveho
potencialu V metodicke casti je nejvice prostoru vénovano technikam kultivace kvasinek,
izolovani DNA 2 mo\ekulérné-blo\ogickym postupum pfipravy novych kmenu kvasinek.
Popis viastni expenmentémi metody ziskavani barvicich kfivek je pomerne struény a jen
doplnuje podrobné}éi pasaz o meéfeni 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 noveé kmeny a

byly ovefeny jejich vlastnosti. Za zviaste zajimave a potenciainé dulezité povazuji zvladnuti

funkcni exprese mysiho draslikoveho kanalu Kir 2.1 v bufikach kvasinky. Méfeni rustu a
membranoveho transportu pak byla provadena na mnohem §irsim spektru kmenu kvasinek,
ktere poskytla spoiupracujici laboratof na université v Bonnu. Vyber modelu byl zaméren na
kmeny s dobfe definovanymi rozdily v expresi ABC pump a systému transportu draselnych
jiontu. Z nameérenych parvicich kfivek tak bylo mozno identifikovat, zda jde o zmeénu
membranoveho potencialu, nebo zmeénu v ¢innosti pump 3 ktery system je za zmeénu
zodpovedny. Velmi dulezitym faktorem se ukazala byt rustova faze kvasinek, ktera velmi
siiné ovlivhovala intensitu transportu.

Vysledky experimentu ukazaly, Ze exprese transportnich systemu pro draslik v kvasinkach
vyrazne ovliviuje membranovy potencial kvasinek tak, ze je depolarizuje.

Vysledky take naznacuji, ze na vypuzovani sondy z bunék se mohou za uritych okolnosti
podilet i jiné pumpy nez Sng2p. Yorip @ pdr5p. Take sé ukazalo, ze potlaceni exprese
pump prostfednlctvim zasahu do regulacnich faktorll je mene acinné nez pfimé vyfazeni
prislusneho genu

Uchaze¢ zvlad! fadu experimentélnich metod od kultivace kvasinek, metody molekularni
biologie jako je homologni rekombinace a spektroskopické techniky. Zadane cile prace byly
spinény a byly ziskany originalni a velmi hodnotne vysledky.

K praci mam nékolik otazek a formalnich pripominek, ktere nesnizuji vysokou hodnotu

predkladane prace.




Celkové praci Povazuji za velm; kvalitni g doporuéuji, aby byla hodnocena stupném vyborns

RNDr. Jan Krusek. Qe Praha 12. 5 2009

Pr‘npominky a otazky:
Méreni barvicich kfivek bylo provadéno v c-p pufru, ktera neobsahuje zadne draselne
1onty. Jaky duvod meélo pouziti takového pufry? Nemuze to zkreslit ziskang vysledky?

Str. 28 Odstavec 3.2.3 Duvodem pro méreni rustovych kfivek ve dvou paralelnich etapach
byly ¢asove duvody, nebo to ma jesté jiny ueel?

V' Uvodu nebo Metodach jsem postraday vysvétleni rozdily mezi kultivacnimi medii YPD ga
YNB a vysvétleni divody Jejich pouziti. Domnivam se Ze pro Ctenare, ktery neni
odbornikem na kKultivaci kvasinek by to mélo byt vysvétleno.

Str. 50, nahore Vysvétleni, e zabranénim vytoku drasliky Zbunék se bunky

hyperpo!arizuji je nejasné, muzete to lepe specifikovat?




