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Slovní vyjádření, komentáře a připomínky vedoucího/oponenta: 
 
Předkládaná práce srovnává a kriticky hodnotí 6 redistribučních fluorescenčních sond k měření 
membránového potenciálu. V teoretickém úvodu je stručně sumarizována biologie kvasinek, 
principy fluorescence, membránového potenciálu a vnitrobuněčného pH. Popis principů 
fluorescenčního měření membránového potenciálu je orientován na použití redistribučních sond a 
metody synchronně skenované fluorescence. V experimentální části jsou vybrané sondy 
srovnávány z hlediska vhodnosti k měření v suspenzích kvasinek na spektrofluorimetru, kde je 
nejvhodnějším kvantitativním parametrem posun maxima fluorescence sondy po navázání na 
intracelulární proteiny. Napřed bylo v experimentech s albuminem, jako modelovým proteinem, se 
kterým sondy interagují zjišťováno, zda je posun maxima fluorescence po navázání na albumin 
dostatečný. Zejména byly zjišťovány podmínky pro měření synchronně skenované fluorescence. 
Přímo v experimentech na buňkách bylo zjišťováno, zda zkoumané sondy jsou substrátem MDR 
pump, kterými se kvasinky zbavují cizorodých látek.   Byly porovnávány barvicí křivky kmenů 
kvasinek, které se buď přirozeně liší aktivitou pump, nebo byly pumpy inhibovány 
farmakologicky.  Poslední část práce využívá zavedené metody a modely k měření závislosti 
membránového potenciálu na hodnotě pH suspenze kvasinek. Autorka prokázala, že kromě 
fluorescenční sondy diSC3(3) je dobře použitelná k měření i sonda diSC3(5). Obě sondy dávají 
kvantitativně shodné výsledky. Ostatní sondy jsou velmi silně odstraňovány z buněk působením 
MDR pump. Možná by byly použitelné právě ke studiu činnosti pump.   
 
Případné otázky při obhajobě a náměty do diskuze: 
Poněkud jsem postrádal podrobnější vysvětlení kalibrace, kterou byly údaje o posunu maxima 
fluorescence převáděny na hodnoty změny membránového potenciálu v mV. Bylo by možné 
podrobněji vysvětlit postup přepočtu od modelových spekter volné a vázané sondy k údaji o 
membránovém potenciálu v mV? 
Při měřeni na kvasinkách kmene AD12 bez použití inhibitoru pump je barvení kvasinek většinou 
studovaných fluorescenčních sond velmi slabé. Nebyl problém získat na tomto kmeni kvasinek 
použitelné výsledky při měření vlivu vnějšího pH na membránový potenciál?     
Domníváte se, že depolarizace buněk vyvolaná nízkými hodnotami pH suspenze souvisí s inhibicí 
H+ ATPasy,  nebo jiným mechanismem?  
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