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Posudek skolitele na disertacni praci Mgr. Jakuba Zahumenského
Charakterizace vlastnosti nativnich a heterologné exprimovanych membranovych
transportéri u kvasinek pomoci fluorescencnich sond

Disertacni prace je zaméfena na studium vlastnosti membranovych transportéric U Kkvasinek
Saccharomyces cerevisiae, které jsou pouzivany jako modelovy jednobunécny organismus
eukaryontni burniky. Tato problematika je i po mnoha letech vyzkumu stale velmi aktualni, nebot
zivot bun€k je neodmyslitelné spojen s jejich vyjimecnou schopnosti selektivné transportovat celou
fadu relevantnich latek pres membranu.

Hlavnim cilem disertacni prace bylo studium c¢innosti membranovych transportért, které se
podileji jak na mnohocetné 1ékové rezistenci (MDR) u kvasinek, tak na budovani a udrzovani jejich
membranového potencialu. Pro posouzeni vlastnosti téchto proteinid byla jejich aktivita cilené
modulovana celou fadou chemickych stresorti (riizné inhibitory, alkoholy, povrchové aktivni latky,
atd.). Vzhledem k zajimavym a dulezitym vysledkim ziskanym v souvislosti s ¢innosti studovanych
nativnich transportéru jiz v pocatecnich fazich prace, je cela diserta¢ni prace zamétena pouze na tyto
burice vlastni transportéry.

Pro studium této problematiky byla jako klicova zvolena fluorescen¢ni metoda, tzv. ,,DiS-C3(3)
assay“, vyvinuta v oddé€leni biofyziky Fyzikalniho tstavu UK. Tato metoda, ktera je zalozena na
pouziti potenciometrické redistribuéni fluorescenc¢ni sondy diS-Cs3(3), umoziuje soucasné méfeni
zmeén membranového potencialu kvasinkovych bun€k v suspenzi a aktivity jejich dvou hlavnich
MDR pump, Pdr5p a Sng2p.

Pro ziskani komplexni informace o G¢inku chemickych stresord na aktivitu transportéra byla v
praci pouzita cela fada vzajemné se dopliujicich fyzikalnich a biologickych metod: (1) méfeni
extracelularniho a cytosolického pH odrazejici aktivitu hlavniho membranového transportéru, tzv.
H'-ATPazy, ktera aktivné transportuje protony z bunék na ukor hydrolyzy ATP, (2) vysevovy test,
ktery poskytuje informace o zivotaschopnosti bunék vystavenych uc¢inku stresord, (3) zénovy test,
pomoci kterého lIze uréit, zda je dana latka substratem MDR pump, (4) UV absorpéni test pro
stanoveni vytoku intracelularnich molekul z bun€k v dusledku poruseni integrity plazmatické
membrany, (5) stanoveni permeabilizace bunék pomoci jejich barveni propidium jodidem a (6)
stanoveni lokalizace pHluorinu a poskozeni bunétné stény kvasinek pomoci konfokalniho
fluorescen¢niho mikroskopu.

Kromé fady ptuvodnich zjisténi tykajicich se vlivu chemickych stresorti na aktivitu vybranych
membranovych transportéri, které se staly soucasti feseni nékolika projekti (GACR P205/10/1121,
GAUK 456213, GAUK 1072313 a grantovy projekt UK SVV 260 323), pfinasi diserta¢ni prace i
celou fadu dalsich vysledka, které maji potencialni prakticky dopad. Pfestoze nebyly dosud vSechny
vysledky prace publikovany, svéd¢i 2 ¢lanky v odbornych ¢asopisech a 5 konferenénich ptispévki o
jejich znacném rozsahu.

Pti feSeni ukoli doktorandského studia pracoval Mgr. Jakub Zahumensky aktivné a
cilevédomég. Diky svému vysokému pracovnimu nasazeni dokéazal zvladnout i1 celou fadu dalSich
aktivit, které bezprostiedné nesouvisely s jeho vlastni védeckou praci. Podstatnou meérou se
zaslouzil o hladky chod biologické a fluorescencni laboratofe. Vyznamnym zplisobem se zapojil
rovnéz do pedagogického procesu (konzultant bakalaiské prace TomaSe Bartla a vedouci ulohy
»lzolace bilkovin z pfirodnich zdroji* v Praktiku z experimentalnich metod biofyziky a chemické
fyziky I.). V neposledni fad¢ je potieba rovnéZz vyzvednout Gspé$né dokonceny grantovy projekt
GAUK 456213, kterého byl hlavni feSitelem. Je hlavnim autorem jedné z ptilozenych publikaci



tykajici se dulezité ulohy draselného kanalu Toklp v udrzovani membranového potencidlu pfi
depolariza¢nim uc¢inku stresort. Tato studie poprvé dokumentuje vyznamnou fyziologickou tlohu
kanalu pfi chemickém stresu a ukazuje jeho schopnost kompenzovat rozsah depolarizace az ze 75%.
Je spoluautorem zcela novych vysledkt o inhibi¢nim t¢inku alkoholu (od etanolu po hexanol) na
MDR pumpy, Pdr5p a Sng2p.

Samotna disertacni prace, ktera je napsana velmi dobrou anglictinou, piedstavuje kompaktni a
logicky sestaveny celek.

Vzhledem k celkové vynikajici Grovni prace, rozsahu a vyznamu dosazenych vysledki
publikovanych ve vyznamnych recenzovanych ¢asopisech doporucuji jeji piijeti k obhajobé.
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