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Bc. Markéta Andrsova (2012)
Charakterizace a funkéni analyza genu I1ST2 v kvasince Saccharomyces

cerevisiae

Diplomova prace Markéty Andrsové byla vypracovana v Oddéleni membranového
transportu Fyziologického Ustavu AV CR, v.v.i. pod vedenim Dr. Hany Sychrové. Jednim z
hlavnich smé&rl vyzkumu tohoto tymu je studium transportnich systému kvasinek pro
kationty alkalickych kovd.

Prace si kladla za cil objasnéni Uulohy proteinu Ist2 v toleranci bunék
Saccharomyces cerevisiae ke zvysené koncentraci soli v médiu a jeho podilu pfi regulaci
vnitrobuné&&né homeostaze ionta.

Prvnim krokem bylo ovéreni né&kterych faktl uvadé&nych v literatufe o vyznamu a
funkci proteinu Ist2. Za timto Uc¢elem byl zakoupen kmen CEN.PK a tentyz kmen, v némz
byl gen 1ST2 nahrazen auxotrofnim markerem URA3. Jeho pfitomnost zlepSuje rdst
bun&k a muZe tedy zkreslovat zmény fenotypu vyvolané deleci sledovanych gend.
Autorka se proto pokusila pfipravit stejny dele¢ni kmen, v némz by byl URA3 nahrazen
jinym markerem. Opakované pokusy o nahrazeni genu IST2 markery LEU2 nebo KanMX
bohuzel nebyly Uspésné a planovany dele¢ni kmen se nepodafilo pfipravit. Vétsina
experimentd v této praci véak byla provadéna v laboratornim kmeni BY4741 a od néj
odvozenych kmenech s delecemi genl pro transportéry kationtd.

V téchto kmenech autorka nahradila gen I1ST2 markery LEU2 a/nebo KanMX a
poté markery odstranila rekombinaci vyuzivajici cre/lox systém. Ziskala tak 4 nové
kmeny bez genu IST2, u nichz dale sledovala a porovnavala jejich fenotyp predevsim ve
vztahu k toleranci bunék vi¢&i zvySené koncentraci rlznych soli v médiu. Fyziologické
parametry jednotlivych kmend sledovala pomoci kapkovych testl, méFenim rlstovych
kfivek, vnitrobunééného pH a mérenim membranového potencidlu. Také mérila
vnitrobunécny obsah sodiku plamenovou emisni spektrometrii.

Autorce se podafilo potvrdit vysledky z literatury o vlivu delece IST2 na zvySenou
toleranci kvasinkové bunky k vyssi koncentraci NaCl a KCl a zjistila nové poznatky o
tomto fenotypu v pfitomnosti LiCl. Dale ziskala Fadu informaci z porovnavani kmenl se
soutasnou absenci importnich systémuy pro draslik.

Vymizeni sledovaného fenotypu bylo ovéreno zpétnym vnesenim genu IST2 v
plazmidu do bunék. Konstrukce plazmidu s funkénim genem IST2 byla jednim z dalSich

vysledk({ této prace.



Kromé& experimentélnich vysledki autorka vyhledala ve volné& pfistupnych
databazich vsechny homology genu IST2 v dalSich kvasinkovych druzich a porovnala

jejich podobnost.

Diplomova prace Markéty AndrSové je klasicky clenéna. Napln i rozsah
jednotlivych kapitol odpovidaji jejich urceni. Prace je napsana logicky a srozumitelné,
pouze v nékterych pasazich se vyskytuje premira zbytecné slozZitych souvéti. Také
anglicky abstrakt by zaslouzil mensi jazykovou korekturu. Cil prace je jasné formulovan.
Metodicka c¢ast je dostatecné podrobna a prehledné sepsana. Experimentalni ¢ast velmi
dobre ilustruje vysledky experimentl. Diskuse je vécnad a dostateéné& podrobnd. Citace
jsou zapsany spravnym zplsobem a jejich vybér i pocet rovn&Z ukazuji na vysokou

kvalitu diplomové prace. Graficka Uprava textu je p&kna a pocet pieklept minimalni.

K diplomové praci Markéty Andr$ové mam nékolik dotazll a pfipominek:

V prehledu kmenl (str. 31) chybi kmen BYT3, ktery byl pouzit pfi nelsp&sném
pokusu o deleci IST2. Jeho genotyp je vSak uveden alespon v experimentalni ¢asti prace
(str. 47).

Z obr.10 na str. 54 je zifejmé, ze kmen CEN.PK je daleko citlivéjsi ke zvysené
koncentraci NaCl nez kmen BY4741. Je zndmo vice o snizené toleranci CEN.PK vU¢i solim,
piipadné o rozdilné aktivité jeho transportér ve srovndni s jinymi kmeny?

Je Skoda, ze se nepodarilo pfipravit z kmene CEN.PK deletant IST2 s jinym
markerem. Tusite, co bylo pfi¢inou tohoto nelspéchu? Nebylo mozné vyuzit kmen
CEN.FE1-2A a pouze odstranit marker URA3 nebo ho vymeénit za jiny?

Nezkouseli jste potlacit vliv URA3 pridavkem zvyseného mnozstvi uracylu do média u
kmend bez URA3?

V literarnim prehledu uvadite, Ze protein Ist2 obsahuje C-koncovou doménu, diky
niz se muze vyhnout klasické sekre¢ni draze. Je tato doména pfitomna i u Vami
nalezenych homologll genu 1ST2? Existuji i dal&i proteiny s podobnou doménou?

Mate néjakou teorii o mechanizmu plsobeni proteinu Ist2, pfipadné co se d&je v
jeho nepritomnosti?

Je nebo bude tato prace nebo jeji ¢ast soucasti néjaké publikace?
Uvedené pripominky jsou jen formalniho charakteru a nijak nesnizuji kvalitu
prace. PredloZzena diplomova prace Markéty AndrSové po vsech strankach vyhovuje

podminkam na takovouto praci kladenym a doporucuji ji k obhajobé.
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