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Slovni vyjadieni, komentare a pfipominky vedouciho/oponenta:

Piedkladand prace srovnava a kriticky hodnoti 6 redistribu¢nich fluorescen¢nich sond k métfeni
membranového potencialu. V teoretickém tivodu je struéné sumarizovana biologie kvasinek,
principy fluorescence, membranového potencidlu a vnitrobunééného pH. Popis principt
fluorescenéniho méfeni membranového potencialu je orientovan na pouziti redistribucnich sond a
metody synchronné skenované fluorescence. V experimentalni ¢asti jsou vybrané sondy
srovnavany z hlediska vhodnosti k méfeni v suspenzich kvasinek na spektrofluorimetru, kde je
nejvhodnéjs$im kvantitativnim parametrem posun maxima fluorescence sondy po navazani na
intraceluldrni proteiny. Napfed bylo v experimentech s albuminem, jako modelovym proteinem, se
kterym sondy interaguji zjistovano, zda je posun maxima fluorescence po navazani na albumin
dostate¢ny. Zejména byly zjistovany podminky pro méteni synchronné skenované fluorescence.
Ptimo v experimentech na buiikach bylo zjistovano, zda zkoumané sondy jsou substratem MDR
pump, kterymi se kvasinky zbavuji cizorodych latek. Byly porovnavany barvici kiivky kmenii
kvasinek, které se bud’ pfirozené 1isi aktivitou pump, nebo byly pumpy inhibovany
farmakologicky. Posledni ¢ast prace vyuziva zavedené metody a modely k méfeni zavislosti
membranového potencialu na hodnoté pH suspenze kvasinek. Autorka prokazala, ze kromé
fluorescencni sondy diSC;(3) je dobie pouzitelna k méfeni i sonda diSCs(5). Obé sondy davaji
kvantitativné shodné vysledky. Ostatni sondy jsou velmi siln¢ odstranovany z bun¢k pisobenim
MDR pump. Mozné by byly pouzitelné pravé ke studiu ¢innosti pump.

Pripadné otazky pri obhajobé a naméty do diskuze:

Ponékud jsem postradal podrobné&jsi vysvétleni kalibrace, kterou byly udaje o posunu maxima
fluorescence prevadény na hodnoty zmény membranového potencidlu v mV. Bylo by mozné
podrobnéji vysvétlit postup prepoctu od modelovych spekter volné a vazané sondy k tdaji o
membranovém potencidlu v mV?

Pii méfeni na kvasinkdch kmene AD12 bez pouziti inhibitoru pump je barveni kvasinek vétSinou
studovanych fluorescen¢nich sond velmi slabé. Nebyl problém ziskat na tomto kmeni kvasinek
pouzitelné vysledky pii méfeni vlivu vnéj$iho pH na membranovy potencidl?

Domnivate se, Ze depolarizace bunék vyvolana nizkymi hodnotami pH suspenze souvisi s inhibici
H' ATPasy, nebo jinym mechanismem?
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