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Posudek oponenta na diplomovou praci Jaromira Zahradky ,Priprava a charakterizace
plasmidu YEX-GFP-Nhal a jeho vyuziti pro studium proteinu Nhal ze Saccharomyces
cerevisiae*

Jaromir Zahrddka se ve své diplomové praci zabyva Na'/H™ antiporterem Nhal z modelového
organismu, kvasinek Saccharomyces cerevisiae. VE§i Cast prace je vé€novdna uspéSné piipravé
plasmidu (resp. n&kolika plasmidii) pro expresi antiporteru Nhal znafeného na N-konci zelenym
fluorescenénim proteinem (GFP). Diplomant exprimoval takto znaCeny antiporter v kmenu S.
cerevisiae BW31a. Tento kmen neobsahuje gen NHAI a umoziiuje tedy studovat lokalizaci a aktivitu
antiporteru Nhal exprimovaného pouze z pfipraveného plasmidu.

Ve druhé &asti prace se diplomant vénoval deleci genu NHAI v genomu kvasinky S. cerevisiae
BY4741. Tato Cast je sice mensi co do rozsahu textu, ale nikoli co do rozsahu provedenych
experimentd, které probihaly v rdmci mezindrodniho projektu TRANSLUCENT.

Préce Jaromira Zahrddky navazuje na tradici studia membrinového transportu ve Fyziologickém
dstavu AV CR. Diplomant t¢eln& vyuzil nékterych molekuldrnich nastrojd, které byly jiz difve
vytvofeny v labolatofi Dr. Sychrové a sam pripravil n€kolik dalSich — plasmidy, dele¢ni kazetu,
mutantni kmen S. cerevisiae. Jaromir Zahrddka si v pribéhu prdze musel osvojit fadu
experimentédlnich technik: kultivace kvasinek za riznych podminek, molekuldrni klonovéni,
fluorescenéni mikroskopii, atomovou absorpéni spektrometrii a dalsi.

Price je sepsdna prehledng, dobte se &te. Vedle informaéné bohatého Teoretického tvodu, jsem
ocenila zejména Cdst Materidl a metody. Jednotlivé postupy jsou popsdny podrobné a v
natolik praktickém duchu, Ze je kazdy miZe snadno zopakovat. Takovyto text pak miiZe slouZit nejen
jako podklad k obhajobg, ale zaroven jako cennd pifrucka pro dalsi studenty a kolegy.

Cile prace jsou stanoveny jasné a vysledky experimenti, které vedly k naplnéni téchto cili, jsou dobfe
dokumentovany. Diplomant vysledky logicky interpretoval, diskutoval a prehledn€ shrnul. Za
nejzajimaveéjsi vysledek osobné povazuji fenotypové rozdily mezi kvasinkami exprimujicimi Nhal
s GFP bud’ na N- nebo na C-konci.

Je zfejmé, Ze Jaromir Zahrddka zvladl mnohd tskali experimentalni prace a poradil si s interpretaci a
sepsanim vysledkd. Jeho diplomovou praci proto doporucuji k dal$imu fizeni.

K praci mam né&kolik drobnych piipominek a dotaz.
Formalni ptipominky:

1. V teoretické ¢asti na strang 27 je model uspoiadani ScNhalp v membrané. Pro ¢tenafe by bylo
pifjemné, kdyby byl ve Vysledcich nebo v Diskusi ukdzdn tento model znovu, oviem s
vyznaenymi pozicemi mutaci, které byly v rdmci diplomové prace studovany.

2. P popisu vysledkd kapkovych testi se autor zmifiuje o zjiStovani schopnosti studovanych
kment@ rast v piftomnosti NaCl o koncentracich vétSich nez 0,3 M, ale neukazuje Zadny
odpovidajici obrdzek (napf. str. 60). Divodem je patrné skuteCnost, Ze piislusné kvasinky za
t&chto podminek jiZ nerostly. Bylo by v8ak vhodné do textu vloZit pozndmku ,,neukdzdno”,
aby Ctendf po obrazku zbyte¢né nepétral.



Dotazy:

1. Prekvapuje mé, Ze nové vytvoiené plasmidy s dobrou restrikéni analyzou byly sekvenovany azZ
na zdklad¢ studia fenotypu kvasinek, které byly t€mito plasmidy transformovany. KdyZ uZ byl
ale ¢aste¢né charakterizovan fenotyp i u kandidatd pYEX-GFP-Nhal (2) a pYEX-GFP-Nhal
(6), nestdlo by za to, dat tyto plasmidy taky sekvenovat a zjistit tak, které mutace necekany,
nezéadouci fenotyp zptsobily?

2. Pro¢ nebyl pouzit kmen BW31a[pGRU1-Nhal] exprimujici antiporter Nhal s GFP na C-konci
jako dalsi z kontrol v kapkovych testech (str. 66-67) a pii méfen{ vystupu kationtii alkalickych
kovii z bunék (str.68-69) ?

3. GFP na N-konci Nhal pravdépodobné zpiisobuje problémy pii prichodu antiporteru sekrecni
drahou. MiZe to souviset s tim, Ze transmembranové ¢4st antiporteru se nachdzi v jeho N-
koncové ¢asti? Bylo by zajimavé a smysluplné zabyvat se podrobnégji vlivem extenze
antiporteru na jeho sekreci, lokalizaci, pfipadné sbaleni, anebo byly podobné jevy uz
dostate¢né studovany v jinych (podobnych) systémech?
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