Oponentsky posudek na diplomovou praci Jakuba Zahumenského: Study of the expression
on MDR pumps in cells of the yeast Saccharomyces cerevisiae under different growth

conditions: diS-C3(3) assay.

Predkladana prace je napsana anglicky bez zjevnych nedostatkl a je ¢lenéna pfehledné.
Cilem prace bylo prostudovani vlastnosti dvou méné znamych transportnich protein(
kvasinky Pdr10p a Pdr15p, které zhlediska genetické pfibuznosti patfi do skupiny
transportért, zprostfedkovavajicich mnohacetnou lékovou rezistenci tim, ze z cytoplasmy
odstranuji cizorodé latky — napfiklad antibiotika. Vlastni transportni vlastnosti proteint
Pdr10p a Pdr15p, jsou ale zatim prozkoumany jen nedostate¢né a jejich pfesna fyziologicka
role je dosud neznama.

Literarni pfehled rozebira v navaznosti na sebe &tyfi témata:

-biologické vlastnosti modelového organismu kvasinky Saccharomyces cerevisiae a faze
rdstu kultury kvasinek

-struktura a funkce plasmatické membrany kvasinky zejména z hlediska transportnich
proteind

-tvorbu membranového potencialu a metody jeho méfeni

- jev mnohacetné Iékové rezistence u kvasinek, vlastnosti jednotlivych transportér(, véetné
regulace jejich genové exprese.

Popis pouzitych experimentalnich technik zacina metodou pfipravy 6 novych kmena
kvasinek, které byly v ramci diplomové prace pfipraveny. Kmeny byly odvozeny ze dvou jiz
znamych kmenu a vznikly odstranénim genli kodujicich oba studované transportni proteiny
jednotlivé a v kombinaci. Dale nasleduji popisy nejdllezitéjSich pouzitych experimentalnich
technik. Hlavni ¢ast prace spocivala v méfeni rlistovych kfivek riiznych kment( kvasinek a
zejména ,barvicich kfivek®, ziskanych v rdzné rastové fazi kultivace kvasinek. Tato metoda
byla adaptovana z metod méfeni membranového potencidlu na zjiStovani cinnosti
membranovych pump, schopnych transportovat fluorescenéni sondu z cytoplasmy. Metoda
umozfiuje porovnanim barvicich kfivek zjistit, zda studovana latka je substratem
membranovych pfenasecll i zda ovliviiuje membranovy potencial. Dalezitou roli ma pravé
vybér vhodnych kmenu kvasinek, které se I[i§i definovanym zpUsobem v expresi
jednotlivych typd membranovych pump.

Ponékud netypické je usporadani, kdy diskuse je rozdélena na dil¢i Casti, které nasledu;ji
bezprostfedné za jednotlivymi kapitolami vysledkl, ale toto usporadani pfispélo k lepsi
srozumitelnosti prace. Porovnani kmenu, které se liSi pravé v expresi transportéra Pdr10p a
Pdr15p ukazaly fadu zajimavych vysledkd, které neni snadné interpretovat. Barvici kfivky
maji netypicky dvoufazovy charakter, bufiky s odstranénymi pumpami rostou rychleji a jejich
barveni vypovida o vy§Sim membranovém potencialu. To naznacduje, Ze studované proteiny
ovliviiuji rlstové vlastnosti bunék, chovani bunék za nerustovych podminek a jejich

membranovy potencial. Navrhovanym mechanismem pusobeni na membranovy potencial



je prostiednictvim plsobeni na enzym H'-ATPasu. Nepfimé doklady naznaduji, Ze by
mohlo byt ovlivnéno membranového mikrookoli H'- ATPasy a tim i jeji funkce.

Zavéry prace ukazuji, ze zadané cile se podafilo splnit. Byly pfipraveny nové kmeny
kvasinek a byly prostudovany jejich vlastnosti. Autor prace peclivé proved| velké mnozZstvi
experimentu a ziskal cenné originalni vysledky, které jisté budou publikovany.

K praci mam jesté nékolik otdzek které nesnizuji vysokou hodnotu pfedkladané prace.
Celkové praci povazuji za velmi kvalitni a doporuCuji, aby byla hodnocena stupném

vyborné.

RNDr. Jan Krisek, CSc. Praha 16. 5. 2011

Otazky:

1) na str. 6 uvadite, Zze zdrojem dusiku pro kvasinky byl inositol, to je asi omyl, protoze
inositol dusik neobsahuje.

2) na str. 10 uvadite mezi ionofory i gramicidin s tim, Ze tvofi iontové kanaly. Spravnéji by
tedy mél byt fazen mezi membranové kandly a ne mezi pravé ionofory, jako je
valinomycin nebo CCCP.

3) Na str. 25 v navodech na pfipravu pad je u YNB agaru uveden seznam neobsahujici
agar. Je agar soucasti smési YNB?

4) V obrazku 3.11 je uvedeno, Ze kiivky v obou grafech se lisi pfitomnosti koktejlu C-D,
ale zlegendy kobrazku a tvaru kfivek vyplyva, Ze se kfivky pravdépodobné I[iSi
pfitomnosti latky FK506.

5) Je mozno néjak zhodnotit jakou roli na pozorovanych zménach membranového
potencialu méa pfimo zména v aktivitt¢ H'-ATPasy a jakou roli ma draslikova vodivost
membrany?

6) Je mozné odhadnout, zda aktivace H*-ATPasy vlivem CCCP, ktera podle experimentt
muze trvat i déle nez 2 hodiny nepfesahuje energetické zasoby bunék uchovavanych
v C-P pufru?



