POSUDEK VEDOUCIHO NA DIPLOMOVOU PRAC]

Diplomovéa prace studentky Radky Muzikové »Mikroskopickd méreni
vnitrobunééného pH kvasinek* navazuje na projekty studia kvasinkovych bunék
dlouhodobé feSenych na nasem pracovisti. Prace se zabyva problematikou
neinvazivniho mapovani pH v cytozolu a vorganelach Zivych kvasinek pomoci
fluorescenéni mikroskopie.  Cilem prace bylo zavést metodiku pomérového
fluorescencniho méfeni bunééného pH. K dosazeni téchto cilil diplomatka musela
zvladla fadu experimentalnich metodik od péstovani bunék a jejich fluorescenéniho
barveni po kvantitativni metody fluorescenéni videomikroskopie a zpracovani obrazu.

V prabéhu prace na diplomovém ukolu autorka pracovala peclivé a iniciativné.
Zvladla péstovani kvasinek a jejich barveni fluorescenéni sondou pyraninem. To byl
nelehky Ukol, protoZze bun&éna sténa a pritomnost tfi ionizovanych skupin na
molekule pyraninu branilo efektivnimu praniku barviva do buriky. Autorka
optimalizovala metodu elektroporativniho barveni bunék pomoci sekvence kratkych
elektrickych pulzi z hlediska co nejvy3siho stupné obarveni cytozolu kvasinek a co
nejnizsi letality pouzité metody. Optimalizaci se podafilo dosahnout vétsinového
obarveni bunék s vice nez 90% schopnosti jejich dlouhodobého preziti. Byla
vypracovana metodika fluorescenéniho pomérového méfeni a bylo naméreno pH
cytozolu a vakuol dvou kvasinkovych kmend. Jednim z vyznamnych vysledk( prace
je i mikroskopické ové&feni unikatni elektroporativni kalibra¢ni metody, kdy definovana
hodnota pH uvnitf burky je elektroporativné nastavena v procesu barveni. Na velkém

souboru bunék byla otestovana validita této metody a vysledky byly publikovany
v Journal of Fluorescence.

PredloZena prace splfiuje pozadavky kladené na diplomovou praci. Studentka
prokazala schopnost védecky pracovat a prezentovat dosazené vysledky. Uvedeny
vycet hlavnich vysledki ukazuje, e Radka Muzikova splnila Ukoly vytyéené v zadani
diplomové prace a dosahla mnozstvi novych poznatkd. Proto navrhuji tuto praci
uznat a jako praci diplomovou a klasifikovat stupném ../ Zcri e
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