Abstrakt

Jednim z kli¢ovych prfedpokladid pro déleni kvasinkovych bunék je pfijem zakladnich Zivin a iont(,
jako je draslik. Draslik je duleZity, monovalentni kation a jeho dostatec¢na intracelularni koncentrace je
rozhodujici pro rtzné procesy, naptiklad regulaci membranového potencidlu a bunééného turgoru,
enzymatickou aktivitu a syntézu proteinli. Dostatecna vnitfni koncentrace drasliku je také jednim z
klicovych signalll pro bunécné déleni. Nicméné protoze také prebytek drasliku mizZe vést k nepfiznivym
fyziologickym dlsledkiim v kvasinkach, jako jsou deacidifikace vakuol a depolarizace plazmatické
membrany, je pro kvasinkové buriky nezbytné, aby cely proces ziskavani drasliku byl ptisné regulovén,
aby se udrzela jeho sprdvna homeostaze. V kvasinkach Saccharomyces cerevisiae je za klicového hrace v
prijmu drasliku povazovan uniportér Trk1. Cilem predkladané disertacni prace bylo ziskat nové poznatky
tykajici se proteinu Trk1, konkrétnéji studovat jeho schopnost modifikovat vlastni kapacitu pro pfijem
drasliku, regulaci pomoci fosforylace a také zapojeni do preziti bunécné smrti vyvolané glukdzou (GICD).
Dale byly také charakterizovany systémy prijmu drasliku u vybranych nekonvencnich, kvasinkovych

druh.

NejvyraznéjSim rysem Trkl je jeho schopnost pfepinat mezi dvéma afinitnimi stavy, nizko- a
vysoce-afinitni stav, jako reakce na zmény vnéjsi koncentrace drasliku. V nasi praci jsme provedli
podrobnou charakterizaci procesu "afinitniho prepinani" a zjistili jsme, Ze spiSe, nez prepinani mezi
dvéma stavy byl Trkl schopen presné upravit jak svou afinitu, tak maximalni rychlost transportu v
zavislosti od dostupnosti drasliku. Kromé toho jsme také identifikovali nové signaly, které
pravdépodobné fidi vyse uvedené zmény v kapacité transportu zprostiedkovaném proteinem Trki1:
vnitfni obsah drasliku a membranovy potencidl. Nase vysledky také naznacily zapojeni specifickych

subdomén Trk1, P-helixd, do procest modifikace afinity proteinu Trk1.

Navzdory nepostradatelné roli proteinu Trkl ve fyziologii kvasinek, existuje zna¢ny nedostatek
detailnich znalosti o jeho regulaci. Jiz dfive bylo prokdzano, Ze transportér Trkl je exprimovan na nizké
urovni bez ohledu na vnéjsi podminky, a proto se predpoklada, Ze jeho regulace probihd na post
translaéni Urovni, zejména ve formé fosforylace. V nasi praci jsme ldentifikovali dvé nova potencidlni
fosforylaéni mista: Ser882 a Thr900, obé lokalizované ramci vysoce konzervované, intraceluldrni
subdoméné proteinu Trkl. Kromé toho bylo také studovano zapojeni malych, regulacnich protein(i 14-3-

3 do regulace aktivity Trk1, stejné tak jako jejich specificka vazebni mista v ramci sekvence proteinu Trk1.



Kromé proteinu Trkl, genom S. cerevisiae také kéduje druhy Trk-transportér a paralog Trkl,
Trk2. Navzdory vysokému stupni homologie mezi témito dvéma transportéry je role Trk2 v pfijmu
drasliku povaZovana za okrajovou a jeho presna fyziologicka role zlstava nejasna. Studiem role Trk-
transportérl v souvislosti s GICD jsme zjistili, Ze Trk1 i Trk2 byli ddlezité pro preziti GICD, pficemz hlavni
roli plnil pravé transportér Trk2. Navic bylo také pozorovano funkéni spojeni mezi Trk2 a H'-ATPazou

Pmal. Tyto vysledky poukdzali na potencialni, nové fyziologické role transportéru Trk2.

Jiz nékolikrat bylo prokazano, Ze dostatecny pfijem drasliku a také zlepsena funkce transportéru
Trk1, vede ke zlepSeni preziti a vykonnosti kvasinek béhem biotechnologické produkce. Je proto velmi
zadouci studovat procesy ziskdvani drasliku a draslikové homeostazy také u biotechnologicky
vyznamnych, ¢asto nekonvencnich druhd. V nasi praci jsme se proto zabyvali také zakladni charakterizaci
dvou systém0 importu drasliku u druhu Kluyveromyces marxianus: Trk1 a Hak1. Zjistili jsme, Ze Hak1 je
hlavnim prenase¢em pfi nizkych vnéjSich koncentracich drasliku a Trkl pravdépodobné funguje za
podminek, kdy externi koncentrace drasliku neni omezujici. Dale byl také studovdan individudlni pfinos

obou transportéri k preziti riznych typl externich stres(.

Celkové vzato, prezentovana prace poskytuje nové znalosti tykajici se transportéru Trkl, a to
jeho schopnosti reagovat na zmény v dostupnosti substratu zménou celkové kapacity pro pfijem drasliku
a také mozZnosti regulace pomoci fosforylaci a asociaci s proteiny 14-3-3. Prezentované vysledky také
poukazuji na nové, dfive necharakterizované fyziologické role transportéru Trk2. Kromé toho byly
systémy pfijmu drasliku studovany také u nekonvenéniho, biotechnologicky relevantniho druhu K.

marxianus.
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