Posudek vedouciho na diplomovou praci Jakuba Zahumenského
“Studium exprese MDR-pump u kvasinek Saccharomyces cerevisiae za riznych
ristovych podminek: metoda s fluorescen¢ni sondou diS-C3(3)“

Diplomova prace Jakuba Zahumenského byla zaddna v kontextu problematiky
dlouhodob¢ fesené v odde€leni biofyziky, kterd se zabyva Cinnosti rGznych transportéra z
rodiny ABC u kvasinek S. cerevisiae. Nékteré z téchto transportérti hraji vyznamnou tlohu pfi
budovani a udrzovani membranového potencialu (zejména H'-ATPaza), jiné se podileji na
odstraiiovani cizorodych latek z cytosolu (napf. PdrSp, Sng2p a Yorlp), a jsou tak
zodpovédné za fenotyp mnohocetné 1ékové rezistence u kvasinek.

Hlavni naplni diplomové prace, sestdvajici ze dvou casti, byla jednak pfiprava
mutantnich kment kvasinek S. cerevisiaae deficientnich v ABC tranportérech Pdr10p a
Pdr15p, jednak podrobna charakterizace vlivu téchto mutaci na rist kvasinkové kultury a
zejména na barveni bunék redistribuc¢ni potenciometrickou fluorescen¢ni sondou diS-C;(3) v
ruznych fazich jejich rastu. Intracelularni koncentrace fluorescencni sondy, ktera je fizena
velikosti membranového potencialu, miize byt totiz vyrazné redukovana ¢innosti MDR pump,
které ji aktivn€ odstranuji z cytosolu.

Jiz diive bylo v odd¢leni biofyziky zjisténo, ze sonda je substratem dvou hlavnich
MDR pump u kvasinek S. cerevisiae - Pdr5p a Snq2p, coz umoznilo pouzit fluorescencni
metodu pro soucasné sledovani zmén membranového potencidlu a aktivity téchto pump pfi
pusobeni rtiznych exogennich stresorti. Vzhledem k vysoké homologii transportéri Pdr10p a
Pdr15p s Pdr5p jsme se domnivali, Ze fluorescenéni sonda by mohla byt rovnéz jejich
substratem. Tato skutecnost by umoznila ziskat nové informace o téchto dvou transportérech,
které nejsou zdaleka tak dobie charakterizované jako PdrSp.

V ramci diplomové prace byly ptfipraveny dva sety isogennich kmend s rlznym
zastoupenim transportér Pdr10p a Pdrl5p: prvni odvozeny od kmene PLY232, druhy od
kmene PLY643 (PLY232 Apdr5, Asng2, Ayorl) s deletovanymi geny kodujicimi tfi hlavni
MDR pumpy Pdr5p, Sng2p a Yorlp.

Ackoliv se v ramci diplomové prace nepodafilo jednoznaéné prokazat ucast
studovanych transportéri na aktivnim odstranovani fluorescen¢ni sondy z bunék, z vysledki
diplomové prace jasn¢ vyplynulo, Ze nepfitomnost alespont jednoho ze studovanych ABC
transportéri silné ovliviiuje aktivitu i aktivaci H'-ATPazy. Vyznam tohoto zjisténi je
obrovsky, ukazujici na zatim neznamy zpisob regulace tohoto nejrozsifenéjSiho a
esencidlniho enzymu plazmatické membrany, ktery tidi dulezit¢ fyziologické procesy v
bunice. Ackoliv bude zapotiebi provést mnoho dal$ich dopliujicich méteni, jiz ted’ je zfejmy
vyznam dosazenych vysledki. Vysledky této diplomové prace tak piedstavuji odrazovy
mustek pro dalsi sméry vyzkumu oddéleni biofyziky FU UK.

Diplomant uaspésné zvladl jak piedepsanou literaturu, tak potfebné experimentalni
metody. Po velmi kratké dobé byl schopen provadét ndroéné experimenty, prubézné
navrhovat dalsi postupy a analyzovat vysledky. Prace, ktera je napsana v anglickém jazyce, je
dobfe a ptehledné zpracovana a ma velmi dobrou grafickou upravu.

Vzhledem k vysoké trovni diplomové prace Jakuba Zahumenského doporucuji jeji
pfijeti k obhajobé a navrhuji klasifikovat ji stupném vyborné.
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