Posudek oponenta na disertacni praci Mgr. Ivy Jancikové ,,Studium transportnich

mechanismi mikroorganismi.”

Diserta¢ni prace Mgr. Ivy Janc¢ikové je napsana Cesky v plné form¢, ma 133 stran a je
doplnéna kopiemi tfi ¢lanka autorky a abstrakty konferencnich ptispévki. Prace ma
standardni ¢lenéni, je napsana piehledné bez formalnich nedostatkli. Obrazky a grafy
maji odpovidajici grafickou uroven. Prace se zabyva srovnanim vlastnosti
membranovych transporti MDR u tii druht kvasinek Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces lactis a Candida albicans.

Teoretickd ¢ast pojednava z riznych hledisek o vSech tiech druzich kvasinek, jejich
membranovém potencidlu a zejména o mechanismech, kterymi kvasinky odstranuji z
cytosolu cizorodé latky. Podrobné jsou rozebrany jednotlivé mechanismy
membranového transportu u vSech tii druhti kvasinek a zvlastni pozornost je
vénovéana mechanismim, které podmifiuji obranu patogennich mikroorganismu proti
1ékim. Tento aspekt ptispiva k aktudlnosti a praktické aplikovatelnosti tématu,
protoze potencidlné patogenni kvasinka Candida albicans ptredstavuje vazny
medicinsky problém a potlaceni jeji odolnosti k antimykotikim je i pfedmétem
l€katského vyzkumu. Déle jsou rozebrany rizné varianty farmakologického piisobeni
proti kvasinkam a jejich mechanismy. Zvlastni kapitola je vénovana vyuziti
fluorescencnich sond ke studiu vlastnosti MDR pump.

Cést Material a metody obsahuje standardni seznam pouzitych latek, postupy piipravy
roztokl, kultivace a uchovavani kvasinkovych kment. Podrobné jsou popsany
experimentalni techniky méteni rastovych kiivek, zonovy a kapkovy test k pfimému
sledovani inhibice ristu kvasinek a fluorescencni techniky ke sledovani akumulace
fluorescencnich sond v bunkach.

Cile prace jsou stanoveny jasn¢. Vysledky prace je mozno rozdélit do tfi casti.

V prvni €asti jsou porovnavany vlastnosti MDR pumpy Pdr5 u kvasinek S.cerevisiae
a K. lactis. Vlastnosti vazebné kapsy u obou forem pumpy Pdr5 jsou studovany za
pomoci skupiny azolovych antimykotik a skupiny latek s jiz dfive popsanymi
vazebnymi misty u S. cerevisiae. Zajimavym vysledkem préce je, zatimco vazebna
kapsa pumpy Pdr5 u S. cerevisiae obsahuje 3 odliSna vazebna mista, u K. lactis je

kapsa mens$i a obsahuje jen jedno vazebné misto o které latky kompetuji.



Druhé ¢ast prace se zabyva vlivem delece dvou genti zapojenych v metabolismu
membranovych komponent K. lactis. Bylo zjisténo, ze vlivem delece dochazi

k hyperpolarizaci bunék.

Tteti Cast prace se zabyva metodami vyhleddvani inhibitort MDR pump u potencialné
patogenni kvasinky C. albicans. Cilem bylo ov¢éfit, zda by bylo mozné pouzit model
kvasinky S. cerevisiae k vyhleddvani inhibitori MDR pump kvasinky C. albicans. Na
nejvyznamngjSich MDR pumpach C. albicans Cdrlp a Cdr2p to bylo ovéteno pro
znamé inhibitory farnesol, enniatin B a beauvericin. Postup pak byl vyuzit pro
testovani vlastnosti derivatt 1,4 dihydropyridinu a jeden byl vytipovan jako G¢inny
inhibitor pumpy Cdrlp.

Diskuse vysledkt je rozdélena u jednotlivych kapitol a je pfiméfend. Zavér prehledné
shrnuje dosazené vysledky. Seznam literatury obsahuje 146 polozek. Prace je
ukoncena seznamem zkratek a seznamem publikaci autorky, které jsou i pfiloZeny.
Cile prace byly splnény a byla ziskdna fada novych poznatkl. Aktudlnost a kvalitu
vysledkd dokazuje i to, Ze vysledky prace uspésné prosly recenznim fizenim

v mezinarodnich ¢asopisech. K praci mam nékolik otdzek, které nijak nesnizuji
vysokou uroven predkladané prace. Autorka prokézala schopnost samostatné tvirci

védecké prace a splnila podminky pro udéleni titulu PhD.

V Praze dne 2. 8. 2018
RNDr. Jan Krtsek, CSc.



Otazky:

Pouzivali jste 2-deoxy-D-glukosu k tomu, abyste vyiadili z ¢cinnosti MDR pumpy
prostiednictvim vycerpani ATP. Neni mozné, aby deplece ATP ovlivnila piimo i
hodnotu membranového potencidlu inhibici H'-ATPasy?

Na obrazku 3-23 ukazujete inhibi¢ni zény vyvolané ptisobenim sondy diS-Cs(3).
Nemiize tento fakt ovlivnit pouZiti této sondy k méteni barvicich kiivek?

Je ptekvapivé, ze ionofory enniatin B a beauvericin neovliviiuji membranovy
potencial kvasinek. Muzete to néjak vysvétlit?

Pti analyze vlastnosti klinického izolatu Candidy albicans CY 1123 se ukazalo, Ze
nadprodukce pumpy CaCdrlp je jednou z pfi¢in rezistence tohoto kmene kvasinek k
azolim. Bylo by mozné, Ze by se na zv1asté vykonném mechanismu odstranovani



