
Posudek vcdouciho na diplomovou praci Davida Dzamby "Mefeni
membranoveho potencialu u mutantnich kmenu Saccharomyces cerevisiae
deficientnich v ruznych membranovych transporterech"

Diplomova prace Davida Dzamby byla zadana v kontcxtu problcmatiky dlouhodobe
resene v oddeleni biofyziky, ktera se zabyva cinnosti ruznych membranovych transporteru
kvasinek S. cerevisiaae, jejieh ulohou pfi budovani a udrzovani membranoveho potencialu i
pfi odstranovani cizorodych latck z cytosolu.

Hlavni naplni diplomove prace. seslavajici ze dvou casti. byla jednak pfiprava
mutantnich kmenu kvasinek N. cerevisiaae deficicntnich v ruznych Iranportcrech drasliku
pomoci molckularnc biologickych metod, jednak podrobna charaktcrizacc vlivu techto mulaci
na rust bunek za ruznych kultivacnich podminck a zejmcna jejich pfispcvck k vchkosti
membranoveho potencialu. V ramci diplomove prace byla rovncz studovana aktivita pump
zodpovednych za mnohocetnou lekovou rezistenci.

Pro studium vlivu mutaci na velikost membranoveho potencialu byla zvolena
Huorcscencni metoda vyvinuta v oddelcni biofyziky l;U UK. zalozena na pou/.ili redistribucni
potenciometricke fluoresccncni sondy diS-C3(3). Vzhledem k tomu. zc sonda jc substratcm
dvou hlavnich MDR pump u kvasinek Saccharomyccs ccrevisitie - Pdr5p a Snq2p. Izc mctodu
soucasne pouzit i pro slcdovani aktivity techto pump a jejich /.men. napf. pfi pusobeni
exogennieh strcsoru - inhibitoru.

ICmcny pouzite pro posouzeni vlivu mutaci na velikost membranoveho potencialu
kvasinek zahrnovaly 2 sety isogennich kmenu s ruznym zasloupenim draselnych transporteru:
prvni odvozeny od kmenc PLY232 Apdrl, Apdr3 - delelovany v trankripcnich faktorech.
druhy od kmenc PLY232 ApdrS. Asnq2, Ayorl - delelovany v gcneeh kodujicich tfi hlavni
MDR pumpy Pdr5p, Snq2p a Yorlp.

Vysledky ziskane v diplomove praci ukazaly na fadu zajimavych skulecnosti, mimo
jinc, zc nepfitomnosl Iransporleru drasliku vedla k podstatnemu posunu polohy
fluoreseencniho maxima do cervene oblasli spektra indikujiei hyperpolarizaci, coz bylo patrno
zejmena u setu kmenu odvozenych od referencniho kmenc PLY232 Apdrl, Apdr3. A dale
studie vlivu ruslovc faze na uroven intracelularni koncentrace sondy a pouzili rady ruznych
inhibitoru pump Pdr5 a Snq2 ukazaly, ze krome techto hlavnich MDR pump odstranuji
fluoreseencni sondu z. cyU^solu i dalsi pumpy pfilomnc \c membrane (pravdepodobne
pumpy Pdrl? a PdrlO).

Druhc zjisteni je dulezite pro budouci vyuzili teto melody, nebof umo/nuje hlubsi
studium aktivily techto dvou dosud malo prozkoumanych pump, klere mohou mil podstatny
vliv na zivt>tn! pochody v bunkach.

Vysledky dosazene v teto diplomove praci pfedstavuji odrazovy mustek pro dalsi
smery vyzkumu oddeleni biofyziky FU UK.

Diplomanl uspesnc zvladl jak pfedepsanou Uteraiuru. Lak potfebne expcrimenlalni
melody. Po velmi kratke dobe byl schopen provadet narocne cxperimenlalni programy na
obou pracovistieh a dokazal prubezne navrhovat dalsi postupy. Prace jc sepsana pfehledne a
ma velmi dobrou grafickou upravn.
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