Oponentsky posudek disertacni prace RNDr. Marie Kodedové
»Studium ¢innosti mikrobidlnich MDR pump pomoci fluorescenénich sond:

stanoveni ucinku potencialnich inhibitora‘.

Predkladana disertacni prace se zabyva védecky aktudlni tématikou, vyvojem novych
metodickych postupii pro rychlé a levné testovani chemickych latek s potencidlnim
antifungicidnim u¢inkem. Hlavnim zdmérem disertace bylo upravit dfive vytvoienou metodu
vyuZivajici distribuci fluorescenéni sondy diS-C;(3) v bunkach kvasinek tak, aby ji bylo
mozné pouzit pro rychlou detekci zmén aktivit hlavnich pump MDR, zmén v relativnim
membranovém potencidlu a zmén vlastnosti bunécné stény a plasmatické membrany. Jako
modelovy organismus byly vybrany kvasinky S. cerevisiae, a to série kment liSici se expresi
ruznych druhtt ATPas typu MDR. V praci byly velmi vhodné kombinovany biofyzikdlni a
mikrobiologické metody a byla ziskana cela fada zajimavych vysledkd, z nichz podstatna ¢ast
jiz byla publikovéana ve dvou ¢lancich v mezinarodnich ¢asopisech.

Prace (117 stran, dvé publikace a Sest abstraktli jako ptilohy) je klasicky ¢lenéna do tii
hlavnich kapitol. Teoreticka tvodni ¢ast prace podava podrobny a velmi Ctivé napsany
ptehled o antimykotikach, o jejich u€incich a o mechanismech, které builky pouzivaji na
obranu proti nim. Tuto kapitolu pokladam za nejlepsi z celé prace, svéd¢i o pilném studiu a
Sirokych znalostech oboru. K této ¢asti bych méla tii dotazy:

® Na strané 3 je zminéno, ze elektrochemicky gradient vytvareny cinnosti ATPasy
Pmalhouby potiebuji pro tvorbu energie. Je mozné to blize objasnit?

® Na str. 7 je zminéna rodina transportérii typu MSF, jejiz clenové se podileji na
transportu riuznych toxickych latek, cukru, fosfatii dalSich Zivin, k cemuz v kvasinkach
vyuzivaji protonmotorickou silu. Jaky je zakladni rozdil mezi transportéry pro toxické latky a
transportéry zZivin?

® Na str. 28 je diskutovana uloha lysosomii a vakuol. Jaky je jejich vztah? Jsou to
totozné organely? V poslednim odstavci na str. 28 by zirejmé mélo byt misto ,,v extraceluldarni
tekutiné* uvedeno ,,v cytosolu“. Miizete vysveétlit proc?

Material a metody jsou velmi piehledné¢ a podrobné popsany na 20 stranéch.
K tplnosti snad chybi jen zminka, kolikrat byly jednotlivé experimenty, at’ uz s fluorescenéni
sondou ¢i vysevové a zoénové testy opakovany, ptipadné, jestli jsou dale uvadéné vysledky
prumérnymi hodnotami atd.

Kapitola vysledky a diskuse (celkem 46 stran) je Clenéna do péti hlavnich Casti,

zamé&fujicich se na experimentalni zodpovézeni zékladnich otdzek definovanych v tvodu této



kapitoly. V jednotlivych kapitolach je popsano velké mnozstvi ziskanych vysledkt svéd¢icich
o mimofadné pili piedkladatelky. Udajii je takové mnoZstvi, Ze se &tendf v popisu
jednotlivych experimentli ponékud ztraci (napft. str. 70-72). Vyhodou by zde bylo na konci
kazdé podkapitoly struén¢ shrnout hlavni vysledky a jejich vyznam. Napf. pro jinak velmi
hezky napsanou a zajimavou kapitolu 3.2.4., ve které jsou popsany vysledky testd celé fady
latek, by zobecniujici souhrn vysledki byl zcela jisté ptinosem.

K vysledkim mam jednu vyhradu. Velmi casto je v textu poZivan vyraz substrat a
inhibitor témét jako synonymum. Mélo by byt jasn€é odliSeno, kdy se mluvi o skutecném
inhibitoru aktivity transportéru a kdy o substratu, jehoz pfitomnost snizuje transport jiného
substratu, ale neovliviluje samotou transportni aktivitu proteinu. V dasledku toho je obcas
velmi slozité textu porozumét. Napft. v popisu obr. 3-7 je uvedeno, Ze ,,enniatin je substratem
Yorlp a kompetitivnim inhibitorem pumpy Pdr5“. Tato latka nemlze byt kompetitivnim
inhibitorem proteinu ale pouze kompetitivnim inhibitorem transportu jiného substratu timto
proteinem, a to samoziejmée musi platit i pro transport ostatnich substrati pumpy Yorl. Takze,
pokud je latka substratem, je 1 kompetitivnim inhibitorem transportu dalSich substrati. Pojem
kompetitivni inhibice souvisi s kinetikou transportu a nebo enzymové reakce, jedna se o
pfesn¢ definovany pojem a tento typ inhibice se prokazuje souborem kinetickych méfeni
(zména Kr ¢i Kp), proto neni zcela spravné k obr. 3-7 uvést, ze ukazuje kompetitivni inhibici.
Stejné tak neni dolozen dale zmiflovany charakter kompetitivni inhibice mezi CCCP a
sondou. Podobné efekty mohou nastat i pfi jiném typu inhibice (i ten mize byt zavisly na
koncentraci obou testovanych latek).

® Na str. 60 v dolnim odstavci neni zcela jasné, co znamena ,,ureni minimalni
koncentrace latky, pfi niZ nastavd okamzitda a uplna inhibice”. Jednd se koncentraci
inhibitoru, ktera zcela potlaci aktivitu proteinu nebo o koncentraci substratu, ktera zamezi
transportu jiného substratu timtéz transportérem, a tedy porovnani afinity pumpy ke dvéema
jejim substratiim?

V kapitole 3.3.3. autorka testovala ucinky komercnich biocidi jako je ODDC nebo
BAC na kvasinky. ProtoZe jsem pted nékolika lety oponovala disertacni praci z této
laboratote, kterd se v€novala obdobné tématice (tytéz latky, tatdz sonda, tytéZ pumpy MDR),
chtéla bych se zeptat, zda je mozné

® strucné shrnout ziskané vysledky a porovnat je s vysledky disertacni prdace Kamily

Mogquin. Co nového bylo zjisténo?



A zavérem bych méla jesté jeden dotaz:
® Na str. 87 se uvadi, ze PYG-14 je zajimava antifungalni latka, nicméné obr. 3-17E

tomu prilis nenasvedcuje. Je mozné ten zaver blize vysvetlit?

Predkladané praci je mozné vytknout nékolik drobnych formalnich nedostatkti - napf.
nejednotny pravopis (endosom — ribozom), pouzivani anglicismti (napt. MDR pumpy, XBD
doména apod.), nejednotné nazvoslovi (pro¢ né€kdy plasmatickd a nékdy cytoplasmaticka
membrana), obfas nespravny pojem (napi. plasmatickd ATPasa), nicméné téchto formalnich
nedostatkil je v predkladané praci, v porovnani s jinymi pracemi, které jsem Cetla, velmi malé
mnozstvi.

M¢ ptipominky a otazky jsou spiSe navrhem k diskusi, nez aby mély ubirat na celkové
kvalit¢ predkladané prace. Autorka pfistupovala k feSenému problému dobie teoreticky
vybavena, vyvinula nové aplikace ptivodni metody, které byla schopna cilené vyuzivat a
ziskat v dané problematice fadu novych poznatkd.

Zéaveérem mohu konstatovat, ze podle mého nazoru autorka prokazala své schopnosti
k samostatné tvofivé védecké praci, a tudiz doporucuji tuto praci k obhajobé a po jejim

provedeni udélit autorce védecko-akademicky titul PhD.

V Praze, 9. bfezna 2011
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