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Slovni vyjadieni, koment&e a pfipominky vedouciho/oponenta:
Tématem posuzované diplomové prace je studium aegunitrobuséného pH v kvasinkach
prostednictvim pH-citlivé varianty GFP, pHluorinu. Hlawm zangfenim prace je, jak se na této
regulaci podili membranové transportéry jednomolenjanti. V teoretické ¢asti diplomant
podava uceleny afimnéieny gehled témat z oblasti biochemie a biologiaiku tykajicich se
regulace vnitrobutného pH a jeho rolefpudrzovani vnitni homeostaze kvasinkovych takn
Podava strény piehled zakladnich metod pouZzivanych pro taj&ni vnitrobuséného pH
kvasinek a ¥nuje se speciatn pHluorinu jako fluorescemi sona, kterou buiky kvasinek
vyrabsji samy vlastnim proteosyntetickym aparaterdine se optimalizaci tohotdigtupu, snazi
se najit a upozornit naipadné systematické chyby, kterézau ovlivnit vysledky nsieni a jsou
v pozadi rozptylu dosud publikovanych hodnot viitme¢ného pH kvasinek. Diplomant uvadi
piehled publikovanych vysledka nasled& je srovnava s vlastnimi. &feni provadi na dvou
piibuznych modelovych druzich kvasineBaccharomyces cerevisiae a Zygosaccharomyces
rouxii. U druhého druhu kvasinek nebyly dosud publikovéamgvnatelné vysledky &eni
vnitrobure¢ného pH. V teoretickém Gvodu bych ocenil alegsp@miréni zakladnich
elektrochemickych princip pouzivanych pro popis transportnictdna biologické membrén
praw proto, Zze se diplomant v dalSi praci z#mje na téma, jaky maji na regulaci
vnitroburé¢ného pH vliv systémyienasejici fes membranu jednomocné iontyc&sti wnované
metodam jsou popsany pouzivané kvasinkové kmergsnpty, kterymi byly tyto kmeny
transformovany, zpsoby jejich kultivace a vlastni provedeni fluoresrtéch experimerit
V experimentalni¢asti prace se diplomant néjke wnuje nezbytnym korekcim kalibmaich
kiivek na fluorescami pozadi od jednotlivych slozek kalibrdho pufru a diskutuje jejich vliv na
vysledky n&ieni. Zabyva se vlivem typu plasmidu pouzitého pxpresi pHluorinu na vlastni
méieni, pro oba druhy kvasinek stanovuje odliSnou liéni dobu a testuje vliviznych ionofoti
na kalibr&ni méfeni. Déle se &nuje ugovani vnitrobuscného pH pro oba studované druhy
kvasinek za obdobnych podminek vdliSna pH, pitomnost sodiku, nebo drasliku, dostupnost
zdroje energie). M k dispozici mutanty s delecemi v proteinech pfenos sodiku, takZe ibe
sledovat vliv &chto deleci na prové&dé experimenty. Vysledky ziskané pro oba druhy ikeks
jsou v zasa#l srovnatelné. Asi nejvyraZisim efektem zfisobenym nefitomnosti ®kterého
z prenasei sodiku je relativni okyseleni cytosolu kitpmnosti glukdzy, coz diplomant vy&iuje
vlivem prenaséu sodiku na aktivitu hlavni protonové pumpy Pmalpprdce je patrné, Ze
diplomant ¥noval pozornost optimalizaci pouZitych experimemi@h gistupi a potl&eni
moznych systematickych chyb. Proké&zal schopnoglivigeinterpretovat ziskané vysledky. Své
vysledky diskutoval s ohledem na uZ publikovanéledisy jinych i vlastni skupiny a proved|
dikladnou literarni reSerSi. Diplomova prace jeclp@ zpracovana, pouze s drobnymi
nepozornostmi i popisu vysledk experimeni, je napsana srozumitelnou awgghou
s minimalnim mnoZstvim chyb (proofed misto proved).
Pripadné otazky pfi obhajobé a naméty do diskuze:

1. Muze fluorescenci pHluorinuipmo ovlivnit rekterd ze slozek kalibéaiho pufru?
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U nedoporduiji

uznat jako diplomovou/bakatkou.
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