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Slovni vyjadieni, komentare a pripominky vedouciho/oponenta:

Diplomova prace Tomase Bartla se zabyva védecky i klinicky aktudlni tématikou —
¢innosti relativné neselektivnich membranovych pump patogenni kvasinky Candida albicans,
CaCdrlp a CaCdr2p, které jsou zodpovédné za odstranovani Sirokého spektra rdznorodych
latek/1€kt z bunék. Nadmérna exprese téchto transportér, ktera vede k fenoménu nazyvanému
mnohocetna 1ékova rezistence, je totiz nejcastéjsi pricinou Klinicky vyznamné rezistence
patogennich kvasinek na bézné pouZzivana antimykotika, azoly. K pifekondni této rezistence lze
pouzit tzv. kombinovanou terapii, pti niz je 1ék podavan spolu s dalsi latkou ucinné inhibujici
export 1éciva MDR pumpou, coz vede diky zvySené intracelularni koncentraci podavaného 1éku
k Gspésné 1é¢be kandidoz.

Soucasné znalosti o inhibitorech a substratech pump CaCdrlp a CaCdr2p jsou zalozeny
hlavné na studiich provadénych bud’ se sbirkou mutantnich kment C. albicans homologné
exprimujicimi tyto pumpy, nebo souborem nepatogennich kment S. cerevisiae s heterologné
exprimovanymi pumpami z kvasinky C. albicans, zejména CaCdrlp a CaCdr2p, ale také
CaMdrlp. | piesto, ze bylo pomoci nepatogenniho systému dosazeno celé fady vyznamnych
vysledkd pii studiu vazebnych kapes pump CaCdrlp a CaCdr2p, vyskytuji se v literatuie ¢asto
vyhrady k pouziti tohoto systému vzhledem k odlisnému metabolismu kvasinek C. albicans a S.
cerevisiae.

Ackoliv bylo hlavnim cilem diplomové prace ptispét k rozsifeni poznatkli o uspotradani
vazebné kapsy pumpy CaCdrlp pomoci kmene AD/CDR1 heterologné exprimujiciho tuto pumpu,
bylo nezbytné nejprve prokazat, Zze pouziti kment s heterologni expresi MDR pump kvasinky C.
albicans je pro funk¢ni charakterizaci téchto pump stejné vhodné jako pouziti mutantnich kment
C. albicans. Pro tyto srovnavaci studie byly pouzity dvé hlavni metody, zonovy test a diS-Cs(3)
fluorescen¢ni metoda. Jak vyplynulo z porovnani vysledkt prvni a druhé casti prace ziskanych
pomoci kmenu s heterologné exprimovanymi pumpami CaCdrlp a CaCdr2p (popi. CaMdrlp) s
vysledky dosazenymi pii pouziti mutantnich kment C. albicans v disertacni praci Mgr. Ivy
Jan¢ikové, Ph.D., jsou tyto kmeny stejné¢ vhodné pro stanoveni substratové specifity pump
CaCdrlp a CaCdr2p, vyhledani jejich u¢innych inhibitort a studium uspofadani vazebnych mist v
jejich vazebné kapse jako mutantni kmeny C. albicans, v mnoha ptipadech dokonce i vyhodné&jsi.
Bezesporu velkou vyhodou téchto kment se ukazala byt nadprodukce MDR pump v membrané
kvasinek stejn¢ jako u bunék klinického izolatu CY 1123 rezistentniho na flukonazol.

Trieti, st€zejni cast diplomové prace se soustfedila na analyzu vazebnych mist ve vazebné
kapse pumpy CaCdrlp pomoci série triazolti s podobnou strukturou — ravukonazol a vSechny
intermediaty vzniklé pii jeho syntéze, vorikonazol a flukonazol. Divodem jejich pouziti byla
skutecnost, Ze se jedna o chemické analogy, tzn., jsou si strukturné velmi podobné a navzajem se
lisi pouze substituenty. Vysledky, které byly i vtéto Casti ziskané pomoci vhodné zvolené
kombinace diS-C3(3) fluorescenc¢ni metody a zoénovych testd, jasné prokazaly pifitomnost alespon
dvou vazebnych mist ve vazebné kapse pumpy CaCdrlp, kazdé zodpovédné za vazbu jiné
¢asti/skupiny triazold. Jedno vazebné misto bylo identifikovano pomoci benzonitrilové skupiny,
druhé, popt. tieti, vazebné misto pomoci alesponn jedné ze dvou spoleénych funkénich skupin
triazolu (1,2,4-triazolova a/nebo 1,3-difluorobenzenova skupina).

Ackoliv bude zapotiebi provést jest¢ néktera dalSi dopliiujici méteni, jiz ted je ziejmy
vyznam dosazenych vysledkii. O kvalité a dulezitosti vysledkli diplomové prace svéd¢i rovnéz
skutecnost, ze jsou soucasti pripravované publikace.

Diplomant tspésné zvladl jak ptedepsanou literaturu, tak potfebné experimentalni metody.
Po velmi kratké dob& byl schopen samostatné provadét experimenty, pribézné navrhovat dalsi
postupy a analyzovat vysledky. Prace, ktera je napsana v ¢eském jazyce, je dobie a prehledné
zpracovana a ma velmi dobrou grafickou upravu.



Vzhledem k vysoké trovni diplomové prace Tomase Bartla doporucuji jeji prijeti Kk
obhajob¢ a navrhuji klasifikovat ji stupném vyborné.

Piipadné otazky pri obhajobé a naméty do diskuze:
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uznat jako diplomovou.
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