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Ohodnoceni disertacni prace Mgr. Tomase Hendrycha na tema ),OvHvnem

cinnosti membranovych transportnich systemu kvasinek stresov^mi faktory".

Mgr. Tomas Hendrych vypracoval svoji disertacni praci v oboru biofyziky na Fyzikalnim
ustavu Matematicko-fyzikalni fakulty Univerzity Karlovy pod odbornym vedenim docentky
RNDr Dany Gaskove. Hlavnim cilem jeho disertacni prace bylo, pomoci redistribucni
potenciometricke fluorescencni sondy diS-C3(3) studovat vliv ruznych chemickych latek, tzv.
xenobiotik, na cinnost membranovych transportnich proteinu typu MDR pump v kvasince
Saccharomyces cerevisiae. MDRpumpyjsouzodpovedne" zatzv. mnohocetnou lekovou
rezistenci (multidrug resistance, MDR) a to jak v prokaryotickych tak i v eukaryotickych
mikroorganismech, vcetne patogennich druhu. Sledovani vstupu fluorescencni sondy diS-
Cs(3) do bunek v zavislosti na membranovem potencialu se ukazalo v dfivejsich pracich na
oddeleni biofyziky vhodnou metodou sledovani funkcni aktivity techto MDR pump.
Vysledky pokusu v pfedlozene disertaci s kvasinkou Saccharomyces cerevisiae, slouzici jako
^m_pdelo.vy,system.pro_eukar,yoticke bunky i-\ '̂ssich-'erganismu-, by-se tak mohly osvedcitpfi -
vyhledavani nov^ch antimikrobialnich latek ci ucinnych inhibitoru MDR pump, coz by
zfetehie pfispelo k uspechu v zapase s infekcnimi nakazami v klinicke praxi.
Metoda redistribuce potenciometricke fluorescencni sondy diS-Csp) byla vypracovana na
skolicim pracovisti a prokazala se byt vhodnym nastrojem ke studiu nejen membranoveho
potencialu bunek ale take a zejmena aktivity jednotlivych MDR pump v modelovem systemu
S. cerevisiae. V pfedlozene praci se kandidatu podarilo metodicky protokol dale zdokonalit,
takze je nyni mozne touto metodou citlive diagnostikovat ucinek ruznych xenobiotik, biocidu
a jinych inhibitoru, na modelovy system,, jmenovite rozlisovat rnezi inhibici pump,
depolarizaci bunecni membrany ci permeabilizaci bunek). V kombinaci s vysevovymi testy
kandidat v prvni casti prace prokazal, ze popsanou fluorescencni metodou Ize spolehlive
sledovat kratkodoby vliv biocidu na bunecni membranu a tak ji pouzit jako diagnosticky
nastroj k posouzeni jejich mikrobicidni ucinnosti.



V druhe, obsahlejsi casti prace se kandidat venoval studiu soucasneho vlivu xenobiotik na
membranovy potencial a na aktivitu dvou stszejnich MDR pump modeloveho systemu, Pdr5p
a Snq2p. K tomu ucelu pouzil sadu izogennich S. cerevisiae kmenu, exprimujicich ruzne
kombinace MDR pump. Pouzitim jiz drive popsaneho inhibitoru FK506 (pumpy Pdr5p)
prokazal, ze je metoda vhodna pro stanoveni minimalni koncentrace xenobiotik s okamzitym
inhibicnirn ucinkem. Dalsl, z klinickeho hlediska vyznamne, vyuziti fluorescencni metody
spociva v moznosti porovnani miry ucinnosti jednotlivych xenobiotik (leku a biocidu). V
kombinace popsane metody se zonovymi testy kandidat dale prokazal, ze lyzozomotropni
latkaDM-ll,kterainriibujeplazmatickouH+-ATPazu, neni substratem anijedne ze
studovanych MDR pump. Jina lyzozomotropni latka taktez inhibujici plazmatickou H -
ATPazu, MRG-12, naproti timu je z bunek A^ypuzovana obema pumpami, Pdr5p a Snq2p.
Velmi vyznamne je take pozorovani interakce protonoforu CCCP s jednotlivymi izogennimi
mutantnimi kmeny S. cerevisiae. Pfidani CCCP k ranne exponencialnim bunkam zpusobuje
okamzitou aktivaci plazmaticke H -ATPazy. Teprve pfidani inhibitoru teto ATPazy vede k
depolarizaci'bunecrirmembfany. Dale se ukazalo, ze CCCPle sub^tratenTobou studovanych
pump. Stadium ovlivnem transportu sondy diS-Ca(3) pumpou Snq2p vedlo k zajirnavemu
zaveru, ze tato pumpa muze transportovat soucasne dva substraty nezavisle na sobe. Tim by
bylo teoreticky rnozne, pouzitim ruznych chemicky modifikovanych substratu, prispet k
objasnem struktury vazebnych mist teto pumpy.
0 kvalite a vyznamnosti vysledku predlozene dizertace svedci skutecnost, ze byly
publikovany ve dvouch peer-reviewed odbornych casopisech (v BBA publikaci prvnim
autorem, ve Fol. Microbiol. druhym autorem) a prezentovany na fade mezinarodnich
vedeckych kongresech. Jejich formalni zpracovani v pfedlozeni dizertaci je pfikladne. Az na
nskolik malo tiskovych chyb, pokud se vsak \^skytly v legendach k obrazkum (napr. k obr.
5.19B, spravne AD13 narnisto AD12 a obr. 5.19C, spravne US50-18C namisto AD12) nebo
na str. 72 nespravny poukaz na vysevovy test ovsem zavaznych, Ize vyjadfit jen chvalu a
uznani. K pisemne praci samotne nemam zadnych dotazu.
Zaverem s pfesvedcenim prohlasuji, ze dizertacni prace Mgr. Tomase Hendrycha
signifikantne pfispela k rozsifeni a dalsimu vyvoji vednlho oboru a tim pfesvsdcive prokazala
jeho schopnost k samostatne vedecke praci. Doporucuji matematicko-fyzikalni fakulte
predlozenou dizertacni praci pfijmout jako podklad pro udeleni vedeckeho titulu.

(Milan Hofer)


