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Posudek skolitele na disertacni praci Mgr. Tomase Hendrycha
Ovlivnem cinnosti membrdnovych transportnich systemu kvasinek stresovymi

faktoiy

Disertacni prace je zamerena na stadium vlivu chemickych stresoru na cinnost membranovych
transporteru kvasinek Saccharomyces cerevisiae. Plazmaticka mernbrana,, vcetne jejich proteinu, je
primarnim misteni ucinku mnoha exogennich stresovych faktoru (teplotni sok, osmoticky stres, nizke
pH, pritomnost ruznych chemickych latek, atd,). Pusobeni techto stresoru muze vest jak k ovlivneni
membranoveho potencialu, ktery je dan cinnosti transmembranovych proteinu umoznujicich
transport malych anorganickych iontu; tak ke zmene aktivity proteinu zodpovednych za mnohocetnou
lekoA'Ou rezistenci. Tyto MDR proteiny hraji dulezitou ulohu v obrane bunek proti ucinku
chemickych stresoru - xenobiotik tim, ze aktivne odstranuji cizorode latky z bunek a umoznuji tak
rezistenci bunek vuci sirokemu spektru ruznych strukturne a funkcne odlisnych latek (inhibitoru,
leku, atd.).

U kvasinek; ktere jsou siroce pouzivany jako model eukaryotickych bunek, je membranovy
potencial udrzovan zejmena cinnosti H -ATPazy, ktera aktivne transportuje protony z bunek; za
mnohocetnou lekovou rezistenci jsou zodpovedny zejmena tfi hlavni MDR pumpy Pdr5p; Snq2p a
Yorlp.

Pro studium teto problematiky byla zvolena fluorescencni metoda, vyvinuta v oddeleni
biofyziky Fyzikalniho ustavu UK, ktera umoznuje soucasne mefeni zmen membranoveho
potencialu a aktivity pump PdrSp a Snq2p pomoci potenciometricke redistribucni sondy diS-C3(3).
V prubehu prace se podarilo zdokonalit mefici protokol do te miry, ze v soucasne dobe umoznuje s
velkou citlivosti diagnostikovat ucinek latek na bunky - od inhibice pump pfes
depolarizaci/hyperpolarizaci az kjejich permeabilizaci, Pomoci analyzy casoveho vyvoje barveni
bunek po aplikaci stresoru se znamym ucinkem na bunky je v praci jasne dokazano, ze
fluorescencni metodu Ize za defmovanych experimentalnlch podminek s uspechem pouzit jak
krychlemu posouzeni mikrobicidni/fungicidni ucinnosti latek, tak ke stanoveni minimalni
koncentrace leku s okamzit>Tii inhibicnim ucinkem na MDR pumpy, a dokonce i k porovnani miry
ucinnosti jednotlivych inhibitoru mezi sebou.

Pro ziskani komplexni informace o ucinku chemickych stresoru na bunky byly v praci rovnez
pouzity dve biologicke metody: (1) vysevovy test, ktery poskytuje rnformace o zivotaschopnosti
bunek vystavenych ucinku stresoru a (2) zonovy test, pomoci ktereho Ize urcit, zda je dana latka
substratem pump.

Krome fady puvodnich zjisteni tykajicich se vlivu chemickych stresoru na bunky, ktere se staly
soucasti feseni nekolika projektu (grantovy projekt MSMT ME-315, projekt)' mezinarodni
spoluprace MSMT/BMBF TSR 113-97 a MSMT/BMBF-CZE 01-032, vyzkumny zamer MSM
0021620835, Vyzkumne centrum 1M0570 MSMT), prinasi disertacni prace i celou radu daisied
vysledku, ktere maji potencialni prakticky dopad. Pfestoze nebyly dosud vsechny vysledky prace
publikovany, svedci 2 clanky v odbornych casopisech a 11 konferencnich prispevku o jejich
znacnem rozsahu.

Pfi feseni ukolu doktorandskeho studia pracoval Mgr. Tomas Hendrych aktivne a cilevedome.
Vytvofenim programu HUGO pro automaticke vyhodnocovani polohy maxima fluorescencniho
spektra se vyrazne zaslouzil o odstraneni subjektivnl chyby pfi manualnim odectu, cimz usnadnil
praci i ostatnim studentum v oddeleni. Je hlavnim autorem zcela novych vysledku t^'kajicich se
kinetiky a mechanismu inhibicniho ucinku leku interagujicich s MDR pumpami Pdr5p a Snq2p



vjedne z prilozenych publikaci. Samotna disertacni prace pfedstavuje kompaktni a logicky
postaveny text.

Yzhledem k celkove urovni prace, rozsahu a vyznamu dosazenych vysledku a stupne jejich
prezentace ve vyznamnych recenzovanych casopisech doporucuji jeji prijetf k obhajobe.
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