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Slovni vyjadf¥eni, komentare a pfipominky vedouciho/oponenta:

Nazev predkladané diplomové prace se ponckud 1isi od vlastni zpracovavané problematiky, protoze ta
se tyka vlastniho mechanismu acidifikace cytosolu kvasinek protonoforem CCCP. V obecné roving se
prace “vraci” k vyzkumtim provadénym v 80. letech, které se vénovaly existenci a moznému vlivu
povrchového potencialu bunék na transportni pochody pfes plasmatickou membranu. Nové technické
moznosti (vyuZziti pHluorinu jako indikatoru vnitrobunééného pH, moderni spektroskopické techniky)
umoznily diplomantovi pfimo métit rozsah vnitrobunééné acidifikace po ptidani CCCP. Analyzou kiivek
zavislosti takto métené acidifikace cytosolu zplisobené CCCP pii riznych vnéjsich pH dosel k zavéru, ze
oproti v§em dosud pfijimanym tdajtim protonofor CCCP (jako lipofilni slaba kyselina) neptisobi vyrovnani
vnéjsiho a vnitrobunééného pH, ale i pfi zdsaditém vnéjSim pH vede k okyseleni buné¢ného nitra a v
podstaté aktivné transportuje protony do bunék proti jejich elektrochemickému gradientu, coZ je
energizovano pravé povrchovym potencialem. Ptitom se pK, CCCP zvySuje 0 2,2 jednotky pH (na str. 31
se tvrdi, Ze se o tuto hodnotu pK, sniZuje).

Dal3im udajem popsanym v praci je hodnota povrchového potencialu zjisténa touto metodikou, ktera se
podle autora pohybuje za riznych podminek od ~-90 mV do ~-130 mV, tj. v mezich srovnatelnych s
obecné pfijimanou hodnotou difizniho membranového potencialu kvasinek, ktery ma ovSem opacnou
polaritu.

Prace je velmi dobie napsana, vysledky jsou peé¢livé a opakované dokumentovany a technickych
nedostatkl nebo chyb je pomérné malo. Z hlediska stylu jsem na pochybéch o spravnosti pouziti
laboratorniho slangu (“vysledky jsou uvadény v triplikatech” nebo ne Gplné nutnych anglismt (“kompozice
media” misto slozeni, “fluktuujici sloZeni”” misto napf. zmény ve slozeni, ,,exprimace”, atd.). Pteklepy a
podobné nedostatky jsou velmi fidké. Po formalni strance tedy nemam vyhrady. Otazkou zdstava podle
mne interpretace vysledki, ktera nemusi byt nutné tak jednozna¢na, jak diplomant piedestira. Jak sam autor
uvadi, tyto zajimavé a pon¢kud kontroverzni nalezy a jejich pfipadnou obecnéjsi platnost bude nutné
potvrdit s dalSimi protonofory, slabymi kyselinami, a u jinych druht bunék.

Nicméng praci hodnotim jako velmi dobrou az vybornou, a jeji inovativni charakter je pfinosny v tom, Ze
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Piipadné otazky pii obhajobé a naméty do diskuze: nemam
1. Acidifikace cytosolu se zvysuje s rostouci koncentraci CCCP. To by bylo mozné piipsat napt.
vy38imu permeabiliza¢nimu u¢inku CCCP na kyselé vnitrobunééné organely (vakuolarni pH je
kolem 5 - 5,5). Je mozné tento mechanismus vyloucit?
2. Acidifikace cytosolu byla méfena pfi riznych koncentracich CCCP a rtiznych vnéjsich pH. Byl
ucinén pokus méfit také jeji zavislost na hustoté bunécné suspenze? Pokud ano, jaky méla prib&h?
3. Cytosol kvasinek ma pomé&rné zna¢nou pufraéni kapacitu, kterou ionty H' podle autora aktivng
transportované do bunék ionoforem musi prekonavat. Pfitom bylo zjisténo, ze odpovéd pHi, na
piidavek CCCP je velmi rychla (< 3 s), tj. nejméné Casové srovnatelna s ¢isté membranovym
jevem - depolarizaci membranového potencidlu po CCCP. Muzete toto komentovat?
Praci
doporucuji
U nedoporucuji
uznat jako diplomovou/bakalatskou.
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