Posudek Skolitele na diplomovou praci Lud’ka §tépénka

Ludék Stépanek zalal pracovat v nadi laboratofi ve tietim ro¢niku, kdy se zapojil do FeSeni
projektu studia bunééné biologie a fyziologie kvasinkovych spoledenstev, konkrétng jeho &asti
zabyvajici se amoniakovym signdlnim systémem a funkci amoniaku p#i dlouhodobém vyvoji a
prezivani kolonii. Zaméfeni Lud’kovy préce se tyka relativn€ nové zapocatého sméru experimentt,
ve kterych jsme se zacali podrobnéji zabyvat studiem zmén, které se odehravaji v jednotlivych
¢astech kolonie, tj. diferenciaci kolonie v riznych stadiich jejtho vyvoje. Narozdil od experimentd,
kdy jsme odebirali a analyzovali buiiky z rliznych &4sti kolonie mimo kontext kolonie, hlavnim
ukolem Lud’ka bylo vyzkouset a zavést v laboratofi metody umoziujici studium buné&k v koloniich
in situ, tj. aniz by bylo nutné buriky z kolonie odebrat. Ludék se zaméfil na dva rtizné metodické
pfistupy. Jednak na analyzu fezl kolonii tvofenych kmeny nesoucimi GFP pomoci fluorescenéniho
mikroskopu, jednak na piipravu fezd kolonii pro transmisni elektronovou mikroskopii. Pro
fluoresceneni mikroskopii Ludé€k pfipravil dva kmeny, jeden nesouci zelené znagené peroxisomy (o
nichZ vime, Ze se jejich mnozstvi v priibé¢hu starnuti kolonie méni) a druhy umozZiujici monitorovat
pocatek procesu autofagie. Tyto dva kmeny Lud&k pouzil pro vypracovani metodického postupu
pripravy fezi a orienta¢ni analyzy zmén lokalizace peroxisomu a indukce autofagie v kolonii. Pro
elektronovou mikroskopii Lud¢k vyzkousel nékolik rtiznych postupt fixace a zalévani kolonii a
pripravy preparatd a provedl orientaéni analyzu morfologie bun&k vyskytujicich se v riznych
vrstvach kolonie rodi€ovského kmene BY4742. Pfitom vypracovani fixaéniho a barviciho postupu
pro elektron mikroskopickou vizualizaci bunék kolonii neni vibec jednoduché, protoZze zvlaste
starSi kolonie obsahuji rizné typy rizné starych bunék, které mohou mit riizné povrchové
vlastnosti, které ovliviiyji jejich kontrastovani.

Na praci Lud’ka bych chtéla pfedevsim velmi ocenit invenci (a také trp&livost) se kterou
pristupoval k zavadéni novych metod a kterd rozhodné neni béZn4 u pregraduélnich (a nekdy ani u
posgradudlnich) studentll. Metody, které Ludek vypracoval jsou pro celou nasi laboratof velkym
piinosem. Jsem velmi rada, ze se Lud¢k rozhodl v rdmci doktorského studia ve studiu morfologie a

diferenciace kvasinkovych kolonii pokracovat.

Diplomové prace Lud’ka Stépanka spliiuje poZadavky kladené na praci diplomovou a mtize byt

pfijata k obhajobé.
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