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Oponentsky posudek na diplomovou praci Ivany Fercikové

Produkce fluorescenéné znafenych Ato proteinid u vybranych mutantnich kmeni a u divokych kment
kvasinky S.cerevisiae

Diplomova prace Ivany Feréikové vznikla v Laboratofi biologie kvasinkovych kolonii pod vedenim
Doc.Palkové a navazuje na projekty, které jsou zaméfeny na amoniakovou signalizaci mezi koloniemi.
Konkrétnim cilem prace diplomantky bylo vytvofeni novych intragenové znacenych divokych i mutovanych
kment, které by produkovaly Ato pienasece fizované s fluorescenénimi proteiny GFP ¢i RFP zmista na
chromozomu. Vzhledem k tomu, Ze bez této ptipravné faze by nebylo mozno dale Glohu Ato proteinii studovat,
povazuji toto téma za vyznamné a uzitecné.

Diplomova prace je dobfe zpracovana a ma vSechny potfebné formalni nélezitosti. Prace je napsana
v Ceském jazyce a doprovazi ji kratky anglicky abstrakt. Prace je €lenéna standardnim zplisobem a pouze bych
doporugil, aby cile prace byly zdlraznény v samostatné kapitole. Metodicka ¢ast je dostatecné podrobna a
obsahuje potiebné detailni informace pro pfipadné opakovani experimentl. Uvedené metodiky koresponduji
s cily préce.

V bohatém literarnim piehledu se autorka podrobné vénuje dostupnym informacim o strukture
plazmatické membrany, transportnim systémdm kvasinek, koloniim, biologickym hodindm a technice
intragenového znadeni pomoci fluorescenénich proteinti. Prehled je srozumitelny a obsahuje fadu ilustraci a
recentnich odkazll. Metodicka ¢ast zahrnuje zejména techniky potiebné k pfipravé pomeémé velkého mnozstvi
novych intragenové znacenych kment produkujicich GFP ci RFP fuzni proteiny z chromozom.

Je nepochybné, ze diplomantka ve své experimentalni praci zvladdla fadu modernich molekularné
biologickych, biochemickych a cytologickych technik. Vytvofila vSechny navrhované kvasinkové kmeny
(celkem 18 novych stabilnich intragenové znacenych kmenil). Analyzou fluorescenéniho obrazu bunék riznych
kmeni a z riznych mist kolonii zejména zjistila, ze produkce Ato proteinii koreluje s riznou schopnosti kmenti
prepinat do alkalické faze a produkce amoniaku a tudiz, ze Ato proteiny se ziejmé& Ucastni amoniakové

signalizace jako exportéry amonnych iontd.

K praci mam nékolik malo spiSe formalnich pfipominek:

Pomeérné dost preklept.

V metodach zcela chybi popis mikroskopu a zafizeni, kterym byly mikrofotografie pofizeny.

V popisu vysledki bych preferoval pouziti trpného rodu.

Prezentace mikrofotografii neni standardni — vyfezy nejsou stejné veliké, fluorescenéni obrazy nedoprovazi
komplementarni obraz bunék dle Nomarského (DIC). Doporucil bych montaz jednotlivych obrazi. Umoziiuje
piehledné&jsi popis a srovnani. Doporuéil bych téz lep$i zpracovani napt. pomoci programi Photoshop ¢i
[lustrator.

Spatné umisténi (za konec véty) i formét citaci v textu (rtizny format referenci) — vhodngjsi nastaveni pouzitého
programu.

Netiplné citace — napt. Cap (2004), Kleiner (1981,1985).

K praci mam nasledujici otazky:
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1) Co si myslite o fluorescenénim obrazu prenasect uvnitf bunék. PiSete, Ze se jedna nejspise o vacky
souvisejici se syntézou. Mate pro tento nazor né&jaké poklady? Nejedna se spide o degradaci fliznich
proteini? Pro¢ se domnivate, Ze lze kvantifikovat produkci proteinti na zdklad¢ intensity
fluorescence?

2) Bylo pro pozorovani testovano pouziti osmoticky stabilizovaného pufru ¢i alespon syntetického
media?

3) Byla oveérena spravna integrace GFP ¢i RFP kazet v butikach divokych kmenti?

4) Vite jaky je rozdil v plisobeni inhibitorti protedaz AEBSF a PMSF?

Zavérem konstatuji, ze ve své diplomové praci Ivana Feréikovd prokdzala, ze je schopna zpracovat
dostupné informace o feSeném problému a vyuzit je pii samostatné védecké praci. Vzhledem ke kontinuité
projektl feSenych na Skolicim pracovisti lze nepochybné oéekavat, Ze dosazené vysledky budou souéasti ¢&i spise
vychodiskem kvalitnich publikaci. Vzhledem k mnozstvi i kvalité¢ ziskanych vysledkd praci doporucuji

k obhajobé a hodnotim ji zndmkou ,,vyborn&*.

V Praze dne 17.9.2007
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