Posudek vedouciho  na diplomovou praci Davida Dzamby «Méreni
membranového potencialu u mutantnich kmenu Saccharomyces cerevisiae
deficientnich v ruznych membranovych transportércch“

Diplomova prace Davida Dzamby byla zadana v kontextu pmb\cmutiky dlouhodob¢
fesené v oddélent biofyziky. ktera s¢ zabyva ginnosti raznych membranovych {ransporterit
kvasinek S. cerevisiaae, jejich alohou pit budovani a udrzovani membranoveho potcncialu 1
pii odstranovani cizorodych latek 7 cytosolu.

Hlavni naplni diplomove prace. sestavajici 7¢ dvou casti. byla jednak piiprava
mutantnich kmeni kvasinek S, cerevisiaae deficientnich v ruznych tranportérech drasliku
pomoci molekularne biologickych metod. jednak podrobna charakterizace viivu techto mutaci
na rast bungk za ruznych kultivacnich podminek a zejména jejich piispevek k velikosti
membranoveého potencialu. v ramci diplomove prace byla rovnéz studovana aktivita pump
zodpovédnych »a mnohocetnou lekovou rezistenci.

Pro studium viivu mutaci na velikost membranoveho potencialu byla zvolena
fluorescenéni metoda vyvinutd v oddéleni biofyziky FU UK. zalozena na pouzit redistribucni
potcnciometrické fluorescencni sondy diS-C3(3)- Vzhledem k tomu. ¢ sonda je substratem
dvou hlavnich MDR pump u kvasinek Saccharomyces cerevisiae - PArdp a Sng2p. 1ze metodu
soucasné pouZit i pro sledovani aktivity techto pump & jejich zmen. napi. pil pisobeni
exogennich stresort - inhibitoru.

Kmeny pouzité pro posouzeni vlivu mutaci na velikost membranoveho potencialu
kvasinek sahrnovaly 2 sety isogennich kmend s riaznym zastoupenim drascinych {ransporteru:
prvai odvozeny od kmenc PLY232 Apdrl, Apdr3 - deletovany v rankripénich faktorech,
druhy od kmene PLY232 Apdr5. Asng2. Ayorl - deletovany v genech kodujicich ti hlavni
MDR pumpy PdrSp. Sng2Zp @ Yorlp.

Vysledky Jiskané v diplomove praci ukazaly na fadu zajimavych skutecnosti, mimo
jiné. 7C nepiitomnost transportéru drasliku vedla K podstatnému posunu polohy
fluorescencéniho maxima do ervené oblasti spektra indikujici h)-'pcrpolarizacL coz bylo patrno
zejména u setu kmenti odvozenych od referenéniho kmene P1.Y232 Apdrl. Apdr3. A dale
studie vlivu ristoveé faze na aroven intracelularni koncentrace sondy a pouZiti fady rtznych
inhibitora pump Pdrs a Snq2 ukazaly. z¢ kromé techto hlavnich MDR pump odstranuji
fluorescenéni sondu 7 cytosolu i dalsi pumpy pritomné v bunecné membranc (pruvdépmlohné
pumpy pdr15 a Pdrl0).

Druh¢ zjiseni je dulezite pro budouci vyuziti teto metody. nebot umoziuje hiubsi
studium aktivity techto dvou dosud malo pmzkomnanj-*ch pump. ktere mohou mit podstatny
vliv na zivotni pochody v bunkach.

Vysledky dosazené v I¢to dip}omové praci predstavuji odrazovy mustek pro dalsi
sméry vyzkumu oddéleni biofyziky FU UK.

Diplomant aspesné zvladl jak piedepsanou literaturu. tak potiebné experimentalni
metody. Po velmi kratké dobé byl schopen provadet narocné experimentaln programy na
obou pmcovié}tich a dokazal prubézné navrhovat dalSi postupy. Prace jc sepsana pichledne a
ma velmi dobrou grafickou upravu.

Diplop}wvou pracl Davida Dzamby doporuéuii k ohhaiohe 2 navrhinii Llasifileas—t =
stupném ,
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