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ABSTRAKT

VsSechny organismy udrzuji ve svych burikidch vysokou koncentraci draselnych kationt(
a relativné nizkou koncentraci sodnych kationtu, které jsou ve vyssich koncentracich pro buriky
vétsiny organism( toxické. Pro udrZovani homeostaze jednomocnych iontl bunky vyuZivaji
celou fadu transportnich systému. Tato prace se zabyva popisem a srovnanim transportért
téchto kationtd v bunikach clovéka, rostlin a kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Pro export
nadbytec¢nych Na* kationtd vSechny organismy vyuZivaji evolu¢né konzervované Na*/H*
antiportery. Transportéry zajistujici import a dostate¢nou akumulaci K* kationtt se lisi podle
organisml. U Zivocisnych/lidskych bunék se jedna hlavné o Na*/K* ATPazy, u rostlin
symportéry K* s protony. U kvasinek existuji pro kvasinky a houby specifické transportéry typu
Trk a symportéry K* kationtl s protony z rodiny Hak. Kromé transportért v plazmatické
membrdné hraji roli i transportéry v membranach organel, které zajistuji optimalni
koncentraci K* kationtd a protonU a napomahaji také sekvestraci toxickych Na* kationt(
do vakuol. VétSina transportnich systéml v membrdnach intracelularnich organel
jsou antiportery prenasejici jednomocné ionty proti protondm. Regulace vétsiny transportéru
probihd posttranslacné. Mezi nejdllezitéjsi mechanismy regulace patfi fosforylace
a defosforylace pomoci kinaz a fosfataz. U kvasinky S. cerevisiae se jedna predevsim o kinazy

Hogl a Hrk1, které reguluji antiporter Nhal a transportér Trk1.

Klicova slova: kvasinky, draselné ionty, sodné ionty, stres, homeostdze, kyselina octova,

transportéry, regulace aktivity exprese



ABSTRACT

All organisms maintain a high concentration of potassium cations and a relatively
low concentration of sodium cations in their cells, as higher concentrations of sodium cations
are toxic to the cells of most organisms. To maintain the homeostasis of monovalent ions,
cells utilize a variety of transport systems. This work describes and compares the transporters
of these cations in human cells, plant cells, and the yeast Saccharomyces cerevisiae. To export
excess Na* cations, all organisms use evolutionarily conserved Na*/H* antiporters.
The transporters responsible for the import and sufficient accumulation of K* cations differ
between organisms. In animal/human cells, these are mainly Na*/K* ATPases,
in plants K* symporters with protons. In yeast, there are yeast- and fungi-specific transporters
of the Trk type and K* cation symporters with protons from the Hak family. Besides
transporters in the plasma membrane, transporters in organelle membranes also play a role,
ensuring optimal concentrations of K* cations and protons and helping to sequester toxic
Na* cations into vacuoles. Most transport systems in the membranes of intracellular
organelles are antiporters that transport monovalent ions against protons. The regulation
of most transporters occurs post-translationally. Among the most important regulatory
mechanisms are phosphorylation and dephosphorylation by kinases and phosphatases.
In the yeast S. cerevisiae, these primarily include the kinases Hogl and Hrk1, which regulate

the Nhal antiporter and the Trk1 transporter respectively.

Keywords: yeasts, potassium ions, sodium ions, stress, homeostasis, acetic acid, transporters,

regulation of expression
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1. Uvod

Pro vSechny Zivé organismy je dllezité jemné regulovat koncentraci Zivin a kationt(
uvnitf bunék. UdrZovani optimalni koncentrace jednomocnych kationtl uvnitf bunék
je nezbytné pro spravné fungovani bunék, jejich rist a déleni. Proto si vSsechny bunky vyvinuly
rdzné transportni systémy v plazmatické membrané a eukaryotické bunky si na rozdil
od prokaryotickych bunék vyvinuly transportéry v membranach vnitfnich organel, které
zajistuji prijem a odstranovani téchto kationtl z bunék (Ramos, Arifio a Sychrova, 2011; Cheng,
Kuo a Huang, 2013; Srivastava et al., 2020). Tyto transportéry se nachazeji v plazmatické
membrané bunék, nebo v membrandch vnitfnich organel, kde slouZi predevsim k sekvestraci
prebytecnych nebo toxickych kationtd, jako jsou napriklad Na* a Li* kationty. Mezi kvasinkami
a bunikami vyssich eukaryot mGzeme najit nékteré homologni transportéry, které se podileji
na exportu Na* kationt(l z bunék. Jednotlivé membranové transportéry se lisi predevsim
mechanismem a smérem transportu, pficemZ je nezbytnd vzajemna spoluprdce mezi
jednotlivymi transportéry, aby nedoSlo k nerovnovaze, protoze jakdkoliv odchylka ovlivni
fungovani bunék a ma vliv na jednotlivé bunééné procesy, jako je napfiklad déleni buriky,

syntéza proteind a rust bunky.

Transportéry, které se podileji na regulaci homeostaze draselnych a sodnych kationtd,
jsou zaroven regulovany riznymi kindzami a fosfatazami, které maji mimojiné vliv na toleranci
kvasinky Saccharomyces cerevisiae vici solim. Stadle mame vsak pomérné malo informaci,

co se tyce struktury a regulacnich cil( vétSiny dosud zndmych kinaz.

Ve své prdci se zaméruji na kvasinku Saccharomyces cerevisiae jakozito nejbéznéjsi
a nejvice pouzivany modelovy organismus pro zkoumani bunécnych procest v bunkach
vy$Sich eukaryot. Kvasinka S. cerevisiae se vyuziva predevsim diky své snadné kultivaci
a podobnosti s bunkami vyssich eukaryot. Zarovern je pomérné dlouho zndmy cely genom této
kvasinky, a tak mdme kdispozici mnoho metod genového inZenyrstvi pro genetickou
manipulaci, coZ ndam umoinuje |épe pochopit nékteré biologické procesy a jejich

vliv na fenotyp (Janderova a Bendova, 1999).



2. Charakteristika kvasinek

Kvasinky jsou eukaryotické mikroorganismy patfici do fiSe Fungi. V soucasné dobé bylo
popsano 1500 druhl, coZ je odhadovano jako pouze mala ¢ast vSech druhd kvasinek
(Kurtzman, Fell a Boekhout, 2010). Kvasinky netvofi spolec¢nou taxonomickou skupinu,
ale rozliSujeme je na dvé tfidy: Ascomycetes a Basidiomycetes. Potfebuji
pro svij rast pritomnost kysliku, Zivin a optimalni podminky prostfedi. Kvasinky S. cerevisiae
se vyskytuji ve dvou Zivotnich formach — haploidni, kterd umoziuje snadnou pfipravu
mutantnich kmenu; a diploidni, kterd vznika kfizenim haploidnich forem. Kvasinky S. cerevisiae
maji elipsoidni az protahly tvar (viz obrdzek 1), ale za suboptimalnich ristovych podminek
vytvareji spory, aby prezily. MnoZi se pucenim a Casto vytvareji kolonie, pricemz kvasinkova
burika ma stejnou strukturu jako eukaryoticka burika, tj. plasmatickou membranu a celou fadu
intracelularnich organel (Janderova a Bendova, 1999). VétsSina druh( kvasinek neni infekéni,
nicméné existuje rod Candida — vétSina jeho zastupcl muzZe zpUsobovat vaina infekéni
onemocnéni, kterd jsou vyznamna zejména pro jedince s oslabenou imunitou. Témito

kvasinkami se ovSem ve své praci nebudu zabyvat.
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Obrdzek 1: Mikroskopicky snimek kvasinky S. cerevisiae, zvétseni: 100x, pfevzato z wikipedie.



2.1 Vyuziti kvasinek v primyslu
Kvasinka S. cerevisiae je jedna z nejbéznéjsich a nejvice pouzivanych druh( kvasinek,
kterd se bézné pouziva jak ve vyzkumu, tak i v biotechnologiich a v potravinarském primyslu
(napf. pri pripravé fermentovanych napojul jako je pivo a vino).
Prvni ndznaky o vyuziti kvasinek pfi vyrobé piva a vina mizeme najit v rozmezi 14 000
— 13 000 pred nasim letopoctem diky archeologickym naleziim v oblasti Blizkého vychodu
(jeskyné Ragefet v Izraeli; Liu et al., 2018). Kromé piva a vina se kvasinka S. cerevisiae pouziva
i pfi pripravé chleba a nejriznéjsiho kynutého peciva. Vyuzitim jednoduchych monosacharidud
a disacharidd produkuje ethanol a oxid uhlicity (CO2), které vznikaji jako finalni produkty pfi
fermentaci (Maicas, 2020).
Dalsi vyuziti kvasinky S. cerevisiae je v biotechnologiich, napt. ve vyrobé bioetanolu,
enzymU a mnoha farmakologickych latek s moZznym vyuZitim v mediciné. MoZna dalsi vyuZziti
jsou napf. pfi produkci riznych uzitecnych latek, jako jsou antibiotika, inzulin, vakciny

a vitaminy (Duskova, 2015).

2.2 Kvasinky jako modelovy organismus
Kvasinka S. cerevisiae se béziné pouziva v laboratornim vyzkumu, protoze vétsinou
nemuUzeme provadét experimenty pfimo v cilovém organismu (napf. clovék) in vivo.
Diky studiu kvasinek mizeme ziskat pomérné dobrou predstavu o fungovani biologickych
procesl v bunkach vyssich organismi. Kvasinka S. cerevisiae je tak vhodnym kandidatem
pro studium vlastnosti, které odlisuji eukaryotické buriky od prokaryotickych (Janderova

a Bendova, 1999).

V laboratofi mohou kvasinky slouZit jako model (S. cerevisiae, Schizosaccharomyces
pombe), nastroj (napf. S. cerevisiae, viz nasledujici odstavec), nebo jsou diky svym specifickym
vlastnostem objektem vyzkumu (napf. osmotolerantni Zygosaccharomyces rouxii, patogenni
Candida glabrata). Jelikoz zndme Uplnou sekvenci genomu jiz od roku 1996 (Goffeau et al.,
1996), mame tak k dispozici mnoho metod pro genetickou manipulaci kvasinky S. cerevisiae.
Nékteré metody genetické manipulace byly znamé jesté pred zverejnénim Uplné sekvence

genomu, ale az béhem poslednich 20 let doslo k velkému rozvoji molekularné-biologickych



metod (napf. klonovani gen( a cilené Upravy), které nam pomahaji nejen pfri studiu kvasinek,
ale také samotnych eukaryotickych bunék (Duskova, 2015).

Kvasinky S. cerevisiae mlzeme vyuzit napf. pro vyzkum bunécéného cyklu (Zander et al.,
2017), drahy signalni transdukce (Alepuz et al., 1999), studiu starnuti (Burtner et al., 2009),
metabolismu (Picazo et al., 2019), bunécné apoptdézy (Muzaffar a Chattoo, 2017),
neurodegenerativnich poruch (Giorgini et al., 2005) a dalsich biologickych proces.

Pomoci nastrojud genového inZzenyrstvi, jako je napriklad heterologni exprese lidskych
genl v kvasince S. cerevisiae, miZzeme studovat strukturu a funkci jimi kédovanych proteind.
Vyhodou vyuziti této kvasinky jako modelového organismu je relativné snadné zachazeni
(izolace mutantll, prenos gen(, kultivace, atd.; Janderova a Bendovd, 1999). Kvasinky
S. cerevisiae mUzieme rovnéZz upravovat tak, aby ziskaly nové a lepsi vlastnosti a mohly
syntetizovat poZadované latky, které mohou mit dalsi vyuziti, napf. v mediciné (Duskov3,

2015).

3. Homeostaze jednomocnych kationtl
v eukaryotickych bunkach

Homeostaze je snaha o udrZeni stalého vnitfniho prostredi v burikach oproti vnéjsimu
prostfedi (Mas-Bargues et al., 2023). V této kapitole se budu zabyvat pouze homeostazi
draselnych a sodnych kationtd a jejich regulaci u eukaryotickych organism( (primarné savc(i —
Clovéka, rostlin a niZSich eukaryot — kvasinky S. cerevisiae). Udrzovani optimalni
koncentrace K* a Na* kationtl v bunkach je dualezité pro jejich spravné fungovani,
tj. rast, déleni bunky a zajistovani jejich zakladnich funkci (napf. syntéza proteind).
Tento proces je velmi dukladné regulovan v zavislosti na prijmu téchto kationtl a na jejich
odstranovani. Transportéry Na* a K* kationtd (viz obrazek 3) rovnéZ pomahaji regulovat
intracelularni pH a udrZzovat membranovy potencial (Cheng, Kuo a Huang, 2013; Bernal et al.,
2023). U vyssich organismU je koncentrace K* a Na* kationtl dlleZita nejen pro spravné
fungovani jednotlivych bunék, ale i v kontextu celych tkani, organt, celého organismu

a vzajemnymi interakcemi mezi nimi.

Sodné a draselné kationty v burikdch zajistuji rdzné funkce a tyto charakteristické

znaky jsou ¢astecné spoleéné pro vsechny eukaryotické bunky. VSechny rozdily a specifické



vlastnosti charakteristické pro vyssi i nizsi eukaryota (kvasinka S. cerevisiae) budou popsany

v nasledujicich kapitolach.

Hlavni funkci Na* kationt( v rostlinnych burikach je regulace rlistu. Sodné kationty
v rostlinnych bunkach jsou schopné narusit nékteré funkce, které zajistuji K* kationty, jako
napf. regulaci membranového potencidlu, mechanismy adaptace vicéi osmotickému Soku,
rast bunék, enzymatickou aktivitu a syntézu proteini (Adams a Shin, 2014). Sodné kationty
jsou pro rostliny ve vétsiné pripadud toxické, vyjimku tvofi C4 a CAM rostliny, které mohou
udrZovat vyssi koncentraci téchto kationt(. DlleZité transportéry, které se podileji na regulaci

homeostdze Na* kationt( v burikach budou blize popsany v kapitole 3.2.

Draselné kationty jsou pro rostliny a jejich buriky dalezité kvili jejich spravnému
fungovani, proto je musi buniky akumulovat. Ackoliv je plda vétSinou bohata
na mineraly drasliku, pomérné malo drasliku se vyskytuje ve formé pfijatelné pro rostliny
— K* kationty rozpustné ve vodé. Tyto kationty se hlavné podileji na regulaci
bunécného turgoru, fotosyntézy a na udrZeni optimdlni iontové a vodni homeostaze
(Srivastava et al., 2020). Zaroven se do jisté miry podileji na udrzovdani membranového
potencialu, jelikoz pfi deficienci K* kationt( dojde k hyperpolarizaci membrany kofenovych

bunék.

Sodné kationty jsou pro kvasinky S. cerevisiae (ale i pro vyssi eukaryota) toxické,
jelikoz pfi vyssich koncentracich zplsobuji osmoticky Sok a ovliviiuji tak bunecny rist a déleni,
pricemz v konecném dUsledku mize dojit k bunécéné smrti. Transportéry, které se podileji

na udrZovani homeostaze Na* kationt(i budou dale popsany v kapitolach 3.3. a 4.

Draselné kationty jsou nezbytné pro spravny rlst kvasinkové buriky, jelikoZ se podileji
na regulaci intracelularniho pH, kompenzuji zaporné ndboje v jadre, udriuji bunécny objem
a prispivaji k udrzeni membranového potencialu. Transportéry, které se podileji na udrzovani
optimalni koncentrace téchto kationtl v kvasinkdch S. cerevisiae budou dale popsany

v kapitolach 3.3. a 4.

3.1. Homeostaze jednomocnych kationtl v buiikach ¢lovéka
Jak jiz bylo zminéno vyse Na* kationty jsou pro lidské bunky toxické. Je proto dllezité

udrZovat koncentraci téchto kationtl na nizSich hodnotach, jelikoz jejich nadbytek ovliviiuje
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spravné fungovani burniky — zplUsobuje osmoticky Sok a v ptipadé hypernatrémie muze

vést i k nékterym patologiim, které jsou popsany v nasledujici kapitole.

Draselné kationty jsou nezbytné pro spravny rist a déleni bunék, zajistuji také
nékteré bunécné procesy, jako je napt. syntéza proteind. Jak jiZz bylo zminéno vyse, udrzovani
optimalni koncentrace téchto kationtl tak napomaha regulaci membranového potencidlu
a intraceluldarnino pH (Cheng, Kuo a Huang, 2013). Naopak odchylka od standardni
koncentrace K* kationtll mGze vést ke zhorSeni funkce nékterych orgdn( — ledviny v pfipadé

hypokalémie, jak je blize popsano v kapitole 3.1.2. (Faroqui, Sheriff a Amlal, 2006).

Vsechny duleZité transportéry Na* a K' kationtd (véetné sméru transportu —
viz obrazek 2) v plazmatické membrané Zivocisnych burikach jsou znazornény na obrdzku 3,
prficemz tento obrdzek slouzi pouze jako schéma, v lidskych bunkach jsou transportéry

specifické pro jednotlivé orgdny a nevyskytuji se takto nahloucené v jedné burce.

3 [ J “» J

uniport symport antiport

Obrdzek 2: Typy transportéri podle mechanismu transportu - uniport, symport a antiport. Prevzato z:
http://orion.chemi.muni.cz/e_learning/=Texty/29-Requlace%20metabolismu/29-Regul-
MembrTransport.htm.



3.1.1. Homeostaze sodnych kationtl v burikach clovéka
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Obrdzek 3: Transportéry sodnych a draselnych kationt( v plazmatické membrdné Zivocisnych bunék (schéma). Vsechny
transportéry a kandly jsou popsdny v textu. Prevzato od: Broer a Gauthier-Coles 2022, upraveno: Viktorie Stojkovad

Koncentrace Na* uvnitf ZivociSnych bunék je pomérné nizkd vzhledem
k extracelularni koncentraci sodiku, kterd je mnohonasobné vyssi, nez koncentrace
K* kationtd. VSechny savéi buriky exprimuji Na*/K* ATPazu, ktera se sklada ze tfi podjednotek
—alfa, beta agama a je tvofena 1 018, 303 a 66 aminokyselinami. Transportuje sodné kationty
ven a draselné kationty dovnitf bunky (v poméru 3 Na* : 2 K*), coz vede ke vzniku
K* a Na* gradientd orientovanych navzajem opacnym smérem (Skou a Esmann, 1992). Tento
déj je castecné zodpovédny za udrzovani membranového potencidlu (Skou a Esmann, 1992;
Blanco a Mercer, 1998) a zdroven je nezbytny pro udrZeni homeostaze sodiku a drasliku
v bunikach. Kromé této ATPazy se na regulaci homeostaze Na* kationt( podileji i dalsi
transportéry, jako napr. Na* - K* - CI" transportér (NKCC), Na* - CI" transportér (NCC)
a Na* - I transportér (NIS) (Bernal et al., 2023), které funguji jako symportéry a transportu;ji
Na*, K*, CI" a I ionty dovnitf bunék. Transportér NKCC existuje ve dvou izoformach - NKCC1
a NKCC2, které se vzajemné lisi svoji délkou a lokalizaci v ramci bunék, kterd je tkarové

specificka. Protein NKCC1 je exprimovan v bazolateralni membrané exokrinnich ZIaz a protein



NKCC2 v apikalni membrané nefronl (Castrop a Schief3l, 2014; Chew et al., 2019). Transportér
NCC je tvoren 1023 aminokyselinami a podili se na regulaci krevniho tlaku a resorpci
Na* kationtl (Cruz et al., 2001). Transportér NIS je tvoren 643 aminokyselinami a vyskytuje
se ve §titné Zlaze, podili se na jeji spravné fyziologii a zaroven je zodpovédny za aktivni

transport jodidovych aniontu ve stitné Zlaze (Eskandari et al., 1997).

Dal$imi ddlezitymi transportéry, které se podileji na udrZeni homeostdze
Na* kationtl v burikdch, jsou antiportery NHE. Tyto antiportery prendseji Na* kationty
vyménou za protony, mezi které patfi vice transportérl, a patfi do superrodiny
kationt-protonovych antiporterd CPA (cation proton antiporters). Rozdélujeme
je do t¥ skupin: SLC9A (NHE1-9), SLC9B (NHA1, 2) a SLC9C (SLC9C1, SLC9C2), které
jsou pritomné v plazmatické membrdné, v membranach vnitfnich organel a vyskytuji
se u vSech eukaryot (Donowitz, Ming Tse, a Fuster, 2013; Fuster a Alexander, 2014). Celkové
rozdéleni antiporterd CPA je mnohem komplexnéjsi. V pfipadé Clovéka je dosud znamo

13 rGznych antiportert CPA (Masrati et al., 2018).

UdrZeni koncentrace Na* kationtll vrovnovaze je dllezité nejen pro sprdvné
fungovani bunék, ale rovnéz se jednda o duleZitou hydromineralni homeostaze celého
organismu. ZvySend koncentrace Na* kationt( v burikach (a zaroven v celém organismu) u lidi
muze vést k hypernatrémii, kterd mize zpUsobit i diabetes insipidus (Spatenkova et al., 2011).
Zaroven muzZe dochazet ke zvySeni krevniho tlaku a rozvoji hypertenze. Snizena koncentrace
Na* kationtl neboli hyponatrémie muze vést az k syndromu cerebralné podminéné ztraty soli

(Dahl a Heine, 1975).

3.1.2. Homeostaze draselnych kationtd v burikach clovéka

Extraceluldrni zasoby draselnych iontl tvofi pouze 2 % z celkového obsahu drasliku
v lidském organismu. Koncentrace K* iontl v extraceluldrni tekutiné, ktera musi byt udrzovana
ve velmi Gzkém rozmezi (standardné mezi 3,5 — 5 mmol/l vplasmé) je zadsadnim
determinantem klidového membrdnového potencidlu bunék (Cheng, Kuo a Huang, 2013).
Vétsina K* kationtl se vSak nachazi uvnitf bunék. UdrZovani optimdlni koncentrace téchto
kationtl je dulezité pro jejich spravné fungovani, regulaci homeostaze téchto kationtu
aintracelularniho pH. Draselné kationty jsou do bunék transportovany pomoci Na*/K* ATPazy,

ktera soucasné transportuje Na* kationty ven. DalSimi transportéry a kanaly, které se podileji



na transportu K* kationtd dovnitt bunék, jsou tzv. inward rectifying potassium channels (Kir)

a Na*, K* - CI kotransportéry (NKCC; Cheng, Kuo a Huang, 2013).

Transportéry KCC funguji jako symportéry, které transportuji K* a Cl" ionty z bunék,
priCemz existuji 4 izoformy tohoto transportéru: KCC1 je tvorfen 1085 aminokyselinami
a vyskytuje se témér ve vSech burnkach (Gillen et al.,, 1996); KCC2 je tvoren 1139
aminokyselinami a vyskytuje se v centrdlni nervové soustavé (Silayeva et al., 2015); KCC3
je tvorfen 1 150 aminokyselinami a je exprimovan v neuronech (Mount et al., 1999; Mercado
et al., 2005); KCC4 je tvoren 1 084 aminokyselinami a vyskytuje se v kostni dfeni, srdci, plicich

a slinivce bfisni (Mount et al., 1999).

Kanaly, které se podileji na exportu K* kationtl z bunék, jsou napétové fizené
draslikové kanaly (tzv. voltage-gated), ATP-senzitivni K* kanal a vapnikem aktivovany K* kanal
(Ca?* activated K* channel, viz obrdzek 2). Napétové fizené draslikové kandly pomahaji
vést nervovy vzruch a udrZovat akéni potencial, pricemz na vzniku akéniho potencialu
se podileji také Na* kationty a Na*/K* ATPaza, ktera prispiva k dosazeni ptvodnich hodnot
klidového membranového potencidlu. ATP-senzitivni K* kandl se otevie po detekci ATP,
a pouze tehdy je schopny exportovat K* kationty ven z bunék. Vapnikem aktivovany K* kanal
reaguje na pfitomnost Ca®* kationt( v bufice, ¢imZ dojde k jeho otevfeni a naslednému

exportu kationtd z bunék (Weaver, Bomben a Sontheimer, 2006).

Celkovy obsah K* kationtl v téle a jeho spravny prenos pres bunéénou membranu
jsou klicové pro spravné fungovani bunék. Jakdkoliv odchylka od standardnich hodnot
extracelularni koncentrace téchto kationt(l vtéle ssebou nese riziko vzniku rdznych
komplikaci, které se nasledné musi resit pomoci medikace, nebo Upravou stravy/dietou.
Strava bohatd na K* kationty je spojena se snizenim krevniho tlaku, snizenym rizikem mrtvice,
zlepSovanim zdravi kosti a snizovanim rizika vzniku ledvinovych kamenu. Hypokalémie, neboli
snizena koncentrace draselnych kationtl v krevnim séru, se projevuje pfi hladiné drasliku
mensi nez 3,5 mmol/l - jejimi symptomy jsou Unava, kiece v nohou, pocit slabosti a zacpa.
Snizené mnozstvi drasliku mlze zvysit riziko abnormalniho srde¢niho rytmu, ktery je vétsinou
prilis pomaly a maze vést kinfarktu, rovnéz mlze dochazet ke zvyseni krevniho tlaku.
Hyperkalémie, neboli zvysena koncentrace K* kationtl, je pomérné vzacna a vétsinou

je spojena se zhorsenou funkci ledvin (Palmer a Clegg, 2016).



3.3. Homeostaze jednomocnych kationtt v rostlinach
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Obrdzek 4: Transportéry iontu v rostlinych burikdch Arabidopsis thaliana. Hlavni transportni systémy jsou
popsdny v textu. Pfevzato od: Walid a Faical 2021.

Vsechny dulezZité transportéry jednomocnych kationtl v rostlinnych bunkach
jsou znazornény na obrazku 4, pricemz chybi transportér CHX a kandl VIC, ktery ma podobnou
funkci jako transportér NHX. Jak jiz bylo zminéno dfive, vyssi koncentrace Na* kationtl
v cytoplazmé rostlinnych bunék je toxicka, proto je dulezité, aby byla koncentrace Na*kationtu
v bunkach nizka. Ale existuji i nékteré rostliny (C4 a CAM rostliny), pro které jsou tyto kationty
pti vysSich koncentracich vyhodné (Carden et al., 2003). Stale vSak dochazi k aktivnimu
exportu Na* kationt( z bunék (Alvarez-Aragon et al., 2016), nebo jejich sekvestraci do vakuol,
coz je regulovano transportéry NHX, pricemz rostliny maji ve svém genomu vice kopii genu
pro tyto antiportery. Podileji se na sekvestraci prebytecnych Na* kationtl a regulaci pH
ve vakuoldch. Tyto transportéry jsou pohdnény pomoci protonového gradientu generovaného
H* - ATPazou. Sodné kationty z pady se do bunék dostavaji pasivné, nebo prostrednictvim

nespecifickych transportérd a kanall pro K* kationty. Jedna zdulezZitych signdlnich
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drah v burikdch je tzv. drdha SOS, kterd funguje na zékladé detekce Ca?* kationtd pomoci
protein( SOS3 a tzv. SOS3-like calcium-binding proteinti 8, které detekuji a vaZi Ca?* kationty
a nasledné aktivuji protein kindzu SOS2. Tato protein kindza nasledné aktivuje Na*/H*
antiporter SOS1, ktery odstranuje prebyteéné Na* kationty ven z bunky vyménou za protony.
Prvotni impuls, ktery zvysi koncentraci Ca?* kationt( uvnitf buriky je zvysena intracelularni
koncentrace Na* kationtl, pfiéemZ Ca?* kationty jsou nasledné detekovdny a navdzany
na SOS3 protein, ktery nasledné aktivuje dalsi kindazy a transportéry této signalni drahy

(Halfter, Ishitani, a Zhu, 2000; Jianfang Li et al., 2023).

Mezi transportéry, které se podileji na transportu Na* kationtll do bunék, patti
antiportery z rodiny HAK a HKT. Tento transport je nespecificky a nizkoafinitni. Transportu;ji
K* kationty a protony a vramci vice druhl existuje vice téchto transportérl; napr. HKT1
u Arabidopsis thaliana, ktery funguje jako Na*, K* symporter, a pfi solném stresu funguje jako
nizkoafinitni Na* transportér (Adams a Shin, 2014). Béhem osmotického stresu se uplatiuji
i kationt/H* transportéry (CHX). Zaroven dochazi i ke zvySeni exprese protonové H* - ATPazy.
Jednou z mozZnosti pro transport Na* kationt do bunék je kandl NSCC (nonselective cation
channel), ktery se nachdazi v plazmatické membrdné a dokdze zdaroven transportovat
i K* kationty, jak vyplyva z jeho nazvu — je neselektivni (Demidchik a Tester, 2002). Prestoze
nevime pfilis mnoho o fungovani tohoto kanalu, predpoklada se, Zze se podili na stabilizaci
a udrzovani optimalniho membranového potencidlu a je schopny se rychle adaptovat

na osmoticky stres (Maathuis, 1999).

Delece konkrétnich exportéri Na* kationtl, nebo pfrilis vysoka extraceluldrni
koncentrace téchto kationtl zplsobuje nedostatecné rychlé odstrafiovani téchto kationtu
(jejich akumulaci), coz vede ke zhorseni fungovani rostlinné buriky. PFiliS vysoka koncentrace
Na* soli zplisobi osmosticky stres, se kterym se burika musi vyrovnat (napt. zvySenim exprese
sodnych exportéru), aby mohla efektivnéji odstrafiovat prebytek téchto kationtl. V kone¢ném
disledku dochazi ke zpomaleni rostlinného rlstu a vyvoje jednotlivych organa (koreny,
stonek, listy), v€etné snizeni celkové produkce u hospodarsky vyznamnych rostlin (obili, chmel,

vinna réva; Demidchik a Tester, 2002; Jianfang Li et al., 2023).

Nejdulezitéjsi skupinou transportérd K* kationtd v rostlinach jsou tzv. HAK/KUP/KT

(high-affinity K* transporter/K* uptake permease/K* transporter), které tvorfi nejvétsi skupinu

11



transportér(i téchto kationtl u rostlin a moduluji vstup K* kationtd do bunék v zavislosti
na vnéjSich podminkach. Tato skupina je tvofena vice transportéry, které se lisi podle druhu
rostliny a jejich bunécné lokalizace, pticemz nékteré se nachdazeji v plazmatické membrané,

jiné v membrané endoplazmatického retikula a dalsi ve vakuole (Yang et al., 2020).

Kromé specifickych transportéri se na prenosu K* kationtd do/z bunék podileji i rdzné
kandly, mezi které patfitzv. KIRCs (K* inward rectifying channels), KORCs (K* outward rectifying
channels) a VICs (voltage independent channels). VSechny tyto kanaly se podileji na transportu
K* (a Na*) kationtl, ovsem s riznym smérem. KIRCs kanaly jsou hlavni drahou pro nizkoafinitni
transport K* kationtd do bunék a jsou vysoce selektivni pro K* kationty na ukor Na* kationtu
(Maathuis a Sanders, 1995). Predpoklada se, Ze primarni funkci KORCs kanalu je stabilizace
a udrzovani optimalniho membranového potencialu. TézZ se podileji na exportu prebytecnych
K* kationtl z bunék (Schachtman, Tyerman a Terry, 1991). VICs patfi mezi neselektivni kanaly
transportujici
jednomocné kationty, jejich podil na transportu K* kationtd do bunék je ovsem zanedbatelny,

jelikoz exprese VICs je pomérné nizkd v porovnani s KIRCs kandly (Broadley a White, 2001).

Draselné kationty jsou pro rostliny zdsadni z hlediska spravného vyvoje rostlinnych
organtl (kofeny, listy a stonek), rlstu rostliny a spravného fungovani bunék, véetné bunécnych

procesl v odpovédi na osmoticky stres (Adams a Shin, 2014).

3.4. Homeostaze jednomocnych kationtl v kvasinkach

V kvasinkach S. cerevisiae je homeostaze jednomocnych kationtd udrZzovana rGznymi
sekundarnimi transportéry, z nichZ nékteré jsou pohanény protonovym gradientem
generovanym pomoci H* - ATPazy Pmal. Vyjimkou jsou napf. transportéry Ena, které funguji
jako ATPazy. Tyto transportéry se podileji na prenosu Na* a K* kationtd mezi bunkou

a vnéjSim prostredim (Arifio, Ramos a Sychrova, 2019).

3.4.1. Homeostaze sodnych kationtl v kvasince S. cerevisiae

Z dvodu toxického charakteru tohoto kationtu se v bunkach kvasinek vyskytuje
pouze v nizkych koncentracich, které odpovidaji zhruba 20 mM za béZinych podminek
(Olz et al., 1993). Nizka koncentrace Na* kationtl je v bunice udrZovana pomoci rlznych

transportérli (Ramos, Arifio a Sychrova, 2011; Arifilo, Ramos a Sychrova, 2019). Proto
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si kvasinky S. cerevisiae vyvinuly rlzné transportni systémy, které jim pomadhaji
bud odstranovat prebytecné Na* kationty z bunky, nebo je ukladat do vnitfnich organel.
Na exportu Na* kationtl z bunék se podileji predevsim antiporter Nhal (Prior et al., 1996;
Bafiuelos et al., 1998) a Na*, K* - ATPaza Ena (Benito, Garciadeblds, a Rodriguez-Navarro,

2002).

Genom kvasinky S. cerevisiae obsahuje vice tandemovych kopii genll pro transportéry
Ena v zavislosti na konkrétnim kmeni, pficemz pocet kopii téchto genll se vétSinou pohybuje
kolem 4-5 (Garciadeblas et al., 1993; Wieland et al., 1995). Antiporter Nhal zaroven pomaha
regulovat intraceluldrni pH a pfispiva k udrzeni optimalniho membranového potencidlu
(Sychrovd, Ramirez a Pefla, 1999). Transportéry Ena jsou dulezitymi
determinanty tolerance kvasinek vici zasaditému pH (Garciadeblas et al., 1993; Mendoza et

al., 1994).

Antiporter Nhal a ATPdzy Ena se vsSak |iSi svoji  strukturou
a mechanismem transportu (viz obrazek 2), jelikoz Nhal funguje jako antiporter, ktery
se zbavuje Na* kationtd vyménou za protony. Transportéry Ena funguji jako ATPazy,
kdy je export Na* kationtd pohanén energii z hydrolyzy ATP. Oba transportéry se nachazeji
v plazmatické membrané kvasinky S. cerevisiae (Garciadeblas et al., 1993; Yenush, 2016).
Efektivita transportér(l Ena zdvisi na intraceluldrni hodnoté pH, jelikoZ transportéry Ena
jsou aktivni pfi mirné kyselém nebo zasaditém pH a pomdahaji tak udrZovat homeostazi Na*
kationt(. Pfi kyselém pH regulace homeostaze téchto kationt( zavisi na aktivité antiporteru
Nhal (Bafiuelos et al., 1998). Exprese transportérd Ena je v kvasince S. cerevisiae za béznych
podminek velmi nizkd, pficemz ke zvySeni exprese genu ENA dochazi v reakci na osmoticky

stres, nebo vyraznou zménu intracelularniho pH (Garciadeblas et al., 1993).

Druhou mozZnosti, jak se kvasinky vyporadavaji s pfiliS vysokou intraceluldrni
koncentraci Na* kationtl je jejich ukladanim do vnitfnich organel, jako jsou vakuoly,
Golgiho aparat a mitochondrie (Cagnac et al., 2007). Mezi tyto transportéry patfi predevsim
antiporter Vnx1, ktery se nachdzi v membrané vakuoly, a Nhxl v membrané pozdniho
endosomu. Oba transportéry se podileji nejen na regulaci homeostdaze, ale také na udrzovani
optimalniho membranového potencidlu a regulaci intraceluldrniho pH (Brett et al., 2005;

Cagnac et al., 2007).
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Pokud dojde k akumulaci Na* kationt( v burikach, napf. v dlsledku pfilis vysokého
mnozstvi sodiku ve vnéjsim prostiedi, popf. defektu v transportérech, toto vede ke zpomaleni
rastu a nakonec ke smrti bunky. U rlznych mutantnich kmenl se tolerance vaci vyssi
koncentraci Na* kationtd bude projevovat jinak, napf. kmen BYT45, ktery neexprimuje
transportéry Ena a Nhal, nebude rlist na médiu s vyssi koncentraci Na* kationt(, protoze

je nemUze efektivné odstranovat (Bafiuelos et al., 1998).

3.4.1. Homeostaze draselnych kationtd v kvasince S. cerevisiae

Jak jiz bylo zminéno vyse, draselné kationty jsou nezbytné pro spravny rlst buriky,
jelikoz se podileji na regulaci intraceluldrniho pH, kompenzuji zdporné naboje v jadre, udrzuji
bunéény objem a pfispivaji k udrzeni membranového potencidlu. Kvasinka S. cerevisiae
je schopna rust pfi pomérné Sirokém rozhrani koncentrace K* iontl v médiu (10 uM — 2,5 M),
priéemz intraceluldrni koncentrace K* iontli se vétSinou pohybuje mezi 200 — 300 mM
za béznych podminek, ovSem tato koncentrace se snizi pfi limitni koncentraci K* v médiu, nebo
v pfipadé zvysené koncentrace Na* kationt(l (Herrera et al., 2013). Hlavni transportér, ktery
zajistuje vstup K* kationt( do buriky, je Trk1 lokalizovany v plazmatické membrané. Do stejné
skupiny transportérd patfi i Trk2, ktery se pouze ¢astecné podili na transportu K* kationt(
do bunék za standardnich podminek, ale jeho aktivita je zasadni pfi specifickych stresovych
podminkach, jako je napf. glukdzou indukovand bunécna smrt (GICD — glucose induced cell

death), kdy umoziuje bunce prezit (Duskova et al., 2021).

Kvasinka S. cerevisiae se s prebytecnymi K* kationty vyporadava prostrednictvim
jejich ukladani do vnitrnich organel, jako jsou mitochondrie, vakuola a Golgiho aparat, ktera
je zprostredkovdna pfislusSnymi transportéry. Mezi tyto transportéry patfi Khal,
Mkh1/Mdm38, Vhcl a nespecificky také pomoci transportérd Vnx1l a Nhx1, které ovSem
primarné transportuji Na* kationty do vakuoly a endosomd(. Lisi se v lokalizaci, velikosti
a strukture, pricemz Khal se nachdzi v membrané Golgiho aparatu, Mkh1/Mdm38
v mitochondridlni membrané a Vhcl najdeme v membrané vakuoly. VSechny tyto
transportéry se podileji na regulaci homeostaze K* kationtl, regulaci pH v pfislusnych
organeldch a udrzuji optimalni membranovy potencial (Nowikovsky et al., 2004; Cagnac et al.,
2007; Petrezselyova, Kinclova-Zimmermannova a Sychrova, 2013). Kromé sekvestrace

do vakuol se kvasinka S. cerevisiae vyporadava s prebytkem K* kationtd jejich
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aktivnim exportem zbunék prostifednictvim transportéri Nhal a Ena lokalizovanych
v plazmatické membrané. Kandl Tokl exportuje K* kationty pouze, kdyZ je tim potreba
regulovat membrdnovy potencidl. Aktivita tohoto kanalu je regulovana extracelularni
koncentraci K* kationtll a membranovym potencidlem, jelikoZ jeho otevreni a nasledny vytok
téchto kationtl z bunék prispiva k obnové optimalni hladiny membranového potencialu

(Maresova et al., 2006; Arifio, Ramos a Sychrova, 2019).

Mutantni kmeny kvasinky S. cerevisiae vykazuji rozdilnou toleranci vici extracelularni
koncentraci K* kationtd v médiu, jelikoZz nemaji exportéry téchto kationtl, proto je nutné
kultivovat tyto kmeny pfi vyssi koncentraci drasliku. Pokud kvasinka S. cerevisiae nema
dostatek K* kationtl dochazi ke zpomaleni rdstu. Na tento nedostatek se burika musi
adaptovat napf. zvySenim aktivity transportérl a omezenim nékterych Zivotnich funkci
(napfr. déleni, syntéza protein(), pricemz obvykle trva néjakou dobu, nezZ se prizplsobi témto

specifickym podminkdam.

4. Transportéry kationtti v kvasinkach

Hlavnim rozdilem mezi kvasinkovou burikou a lidskymi burikami je v generovani
protonového gradientu, ktery kvasinky generuji pomoci H* - ATPazy Pmal.
Ta pomahd regulovat intracelularni pH v bunkach, vytvafi membrdnovy potencidl
a tim pfispiva k udrzovani homeostaze K* a Na* kationt( v burnikach tim, Ze poskytuje energii
pro transport téchto kationtl prostfednictvim dalSich transportért. VSechny tyto transportéry

a jejich lokalizace, v€etné sméru transportu kationtl je zndzornéna na obrazku 5.
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Obrazek 1: Hlavni transportéry jednomocnych kationti v kvasince S. cerevisiae, véetné vsechv té dobé
zndmych transportért ve vnitrobunécnych organeldch — Vnx1, Vmal, Nhx1, Mkh1/Mdm38 a Khal. Vsechny
transportéry jsou popsdny v textu. Prevzato od: Arino 2010.

4.1. Transportéry sodnych kationtu v plazmatické
membrané

Sodné kationty vstupuji do bunék S. cerevisiae ve vétsiné pripadld nespecificky
pres K* transportéry, pokud je vyssi extraceluldrni koncentrace Na* kationtl (Bafiuelos et al.,
1998). Jedinou dosud znamou vyjimkou je symportér Pho89, ktery transportuje Na* kationty
do bunky pfi zasaditém pH a zaroven katalyzuje pfijem fosfatll. Gradient Na* kationtl
vytvoreny ATPazou Ena tu slouZi jako zdroj energie pro transport fosfatd proti jejich
koncentraénimu gradientu. Symportér Pho89 neni za béinych laboratornich podminek
exprimovan. Sodné kationty jsou rovnéZ transportovany dovnitf bunék pomoci nizko
afinitniho kandlu iontd NSC1 (Yenush, 2016). Kanal NSC1 je kromé jednomocnych kationt(
schopny transportovat i Ca?* kationty s nizkou selektivitou/preferenci vii¢i nékterému z téchto

kationtd (Bihler, Slayman a Bertl, 1998).

Hlavni transportni systémy, které se podileji na odstranéni toxickych Na* iont
z bunék kvasinky S. cerevisiae jsou Na*/K* ATPazy Ena a Na*/H* antiporter Nhal (Bafiuelos

et al., 1998; Ariflo, Ramos a Sychrova, 2019).
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4.1.1. Antiporter Nhal

Antiporter Nhal se nachazi v plazmatické membrané kvasinky S. cerevisiae, funguje
jako dimer a zajistuje protichtdny transport Na* a K* (i Li* a Rb*) kationtd za protony (Arifio,
Ramos a Sychrova, 2010; Arifio, Ramos a Sychrova, 2019). Pro export Na* kationtd ven z bunky
vyuzivd Nhal protonovy gradient generovany H*-ATP4azou Pmal (Arifio, Ramos a Sychrova,
2019). Antiporter Nhal je soucasti velmi pocetné rodiny Na*/H* antiporteri a muze
transportovat i jiné kationty jako jsou napf. Li*, K* a Rb* kationty (Arifio, Ramos a Sychrova,
2019). Antiporter Nhal je tvoren 985 aminokyselinami, 12 transmembranovymi doménami
a obsahuje dlouhy C-konec, ktery je tvorfen 6 konzervovanymi oblastmi, tvofi 56 % celkové
délky proteinu Nhal a nachazi se uvnitf buriky. Homology antiporteru Nhal mGzZeme najit
v Zivocisnych i rostlinnych burikach, jejichz sekvence C-konce je do jisté miry podobna napfic
rdznymi druhy, a jak jiz bylo zminéno vyse, konkrétni sekvence na C-konci jsou evolu¢né
konzervovany (Papouskova et al., 2021). Je zodpovédny za odstranéni prebytku Na* kationtu
z bunék a zaroven se podili na regulaci intracelularniho pH. Bylo prokazano, zZe delece Nhal
ovliviiuje intraceluldrni pH, membrdnovy potencial a ma vliv na adaptaci vici osmostickému

stresu a stresu zpUsobenému zasaditym pH (Sychrova et al., 1999).

4.1.2. Transportéry Ena

Genom kvasinky S. cerevisiae zahrnuje celou fadu tandemovych kopii genl
transportéri Ena, které jsou identické, nebo velmi podobné a jejich pocet se lisi v ramci
raznych kmen( kvasinky S. cerevisiae (Arifio, Ramos a Sychrova, 2019). Transportéry Ena patfi
mezi Na*, K* - ATPazy a zajistuji vystup Na* (K*, Li* a Rb*) kationtl pomoci hydrolyzy molekul
ATP (Proft a Serrano, 1999; Yenush, 2016). Transportér Enal je tvofen 1 091 aminokyselinami
a za standardnich podminek rlstu se vyskytuje v burikdch v pomérné malém mnoZstvi.
Je nezbytny pro preZiti pfi zvysujici se hladiné Na* kationtd v okoli, nebo pfilis vysokém
extracelularnim pH. Jako odpovéd' na vysoké koncentrace Na*, Li* kationtd, nebo zasadité pH
mimo bunku dochazi k expresi genu ENA1 (Garciadeblas et al., 1993; Wieland et al., 1995),
ktery kéduje Na*, K* - ATP4zu Enal. Vyznam transportérli Ena mGzZeme nazorné vidét pfi jeho
odstranéni disledkem této delece je totiz zvySena senzitivita buriky vici Na* a Li* kationtim

(Arifio, Ramos a Sychrova, 2019).
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4.2 Transportéry draselnych kationtd v plazmatické
membraneé

Jak jiz bylo popsano vyse, draselné kationty zastdvaji celou fadu funkci, které
kvasinkdm S. cerevisiae umoznuji rlst a preZiti. Aby se kvasinky mohly se zménami
koncentrace K* kationt( Iépe vyrovnat a adaptovat se na né, disponuji mnoha transportnimi
systémy (viz obrdzek 5), které se podileji na udrieni homeostaze téchto kationtl
a intraceluldrniho pH. Spolu stransportéry Trk byly v nekonvenénich kvasinkach
identifikovany dva dalsi transportéry K* kationtl — symportér Hak (high affinity K* transporter)
a ATP4aza Acu (alkali cation uptake), které se vsak nevyskytuji v burikdch kvasinky S. cerevisiae
(Ramos, Arifio a Sychrova, 2011). Proto se v této kapitole budu zabyvat pouze transportéry Trk
a dalSimi transportéry K* kationt( v kvasinkach S. cerevisiae. Protonové ATPazy jako je Pmal
a V-ATPazy, které vytvareji zdroj energie pro sekundarni transportéry Na* a K* kationtl
a tim zajistuji udrZzeni optimalniho membranového potencialu na vnitfnich organelach, jako

je vakuola a Golgiho aparat (Yenush, 2016).

4.2.1 Transportéry Trkl a Trk2

Trkl a Trk2 patfi mezi nejdulezitéjsi transportéry K* kationt v kvasinkach, které
se podileji na udrieni homeostaze téchto kationtd v burkach (Herrera et al., 2014).
Transportér Trkl je tvoren 1285 aminokyselinami a Trk2 je tvofen 889 aminokyselinami,
priemzZ se vzajemné liSi v délce svych prvnich cytosolickych smycek. Transportér Trkl
je tetramer, tj. je tvofen ¢tyfmi MPM doménami, znichz kaidda se sklada
ze dvou transmembrdnovych M-helixd, jednotlivé MPM domény jsou propojené
intracelularnimi a extraceluldrnimi smyckami (Zayats et al., 2015; Masaryk et al., 2023). Tento
transportér obsahuje prvni cytosolickou smycku o délce 642 aminokyselin a Trk2 ma tuto
smycku tvorenou 326 aminokyselinami. Oba transportéry jsou exprimovany geny TRK1 a TRK2,
které koduji prislusné proteiny (Yenush, 2016). Transportér Trk1l je nezbytny pro transport
K* kationt(, respektive jejich vstup do bunky, stejné jako Trk2. Transportér Trk2 hraje mensi
roli v akumulaci K* kationtl v rostoucich burikach, jeho vyznam je vsak vétsi pti specifickych
stresovych podminkach, jako je napf. nizkd koncentrace K* kationt( a stres zplisobeny nizsim
pH (Zimmermannova et al., 2021). Transportér Trk2 je zaroven mnohem duleZitéjsi pro preziti

bunék nez Trk1 pfi glukdézou indukované bunécné smrti (glucose-induced cell death), pficemz
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nejvice odolny vici tomuto procesu byl kmen S. cerevisiae BY4741, naopak mutantni kmeny
BYT1 (delece Trk1) meély vyrazné nizsi miru preziti v porovnani s kmeny BYT2, které tento

fenotyp maji (Duskova et al, 2021).

Bylo zjisténo, Ze transportér Trkl postupné upravuje svoji afinitu v zavislosti
na extraceluldarnim mnozstvi K* kationt(, pricemz misto dvou poloh (low affinity a high affinity
— tzv. dual affinity model) postupné prechazi od low affinity k high affinity stavu. Transportér
Trkl zaroven pfispiva k regulaci membranového potencidlu (Masaryk a Sychrova, 2022).
Podobnost mezi transportérem Trkl a Trk2 potvrzuje i fakt, Ze TRK2 kéduje protein, ktery
je z55 % identicky k Trk1. DllezZité je ovSsem to, Ze delece TRK1 a TRK2 neni pro kvasinku
S. cerevisiae letdlni (Yenush, 2016), nicméné naptiklad kmen BYT12, ktery ma deletované oba
transportéry Trk, nebude rlst v médiu s mensi koncentraci K* kationtd, proto musime pfidat

vice KCl do ristového média (Ko a Gaber, 1991).

4.2.2. Kanal Tok1

Na odstranfiovani K* kationtU z kvasinek se kromé transportéra K* kationt( podili kanal
Tok1 specificky pro K* kationty, a zaroven je jedinym popsanym kanalem v burkach kvasinky
S. cerevisiae, ktery transportuje pouze draslik (Yenush, 2016). Gen TOK1 kéduje protein, ktery
je tvofen 691 aminokyselinami. Tok1 je kanal tvofeny dvéma MPM sekvencemi, které tvori
homodimery (Arifio, Ramos a Sychrova, 2019). Aktivita Tokl kanalu je regulovdna
extraceluldrni koncentraci K* kationtd a membranovym potencidlem, jelikoZz depolarizace
membrany vede k otevieni tohoto kanalu a vytoku K* kationt(, ¢imz pravdépodobné dochazi
k obnoveni optimdlniho membrdnového potencidlu (Maresova et al., 2006; Arifio, Ramos,
a Sychrova, 2019). Stdle mdme pomérné malo informaci o Tokl, jelikoZz nebylo
publikovéno pfilis mnoho zasadnich informaci o tomto kanalu, tudiz by bylo potieba detailnéji

prozkoumat vsechny funkce a fyziologické efekty kandlu Tok1.

4.3. Intracelularni transportéry Na* a K* kationta v
kvasinkach

Nhx1 transportuje Na* (K*, Li*)/H* a nachazi se v membranach pozdniho endosomu
a vakuoly (Yenush, 2016). Protein Nhx1 je tvofen 633 aminokyselinami a pfispiva k udrZzovani

optimainiho pH uvnitt endosomu fizenim ukladani K* (nebo Na*) kationtl vyménou
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za protony. Nhx1 m(Ze transportovat Na* i K* kationty. Zaroven se Nhx1 antiporter podili
na ukladani toxickych kationtl nebo prebytecnych K* kationtl do vakuoly prostrednictvim
endosomu, které splynou s jeji membranou (Bihler, Slayman a Bertl, 1998). Mutace v genu pro
Nhx1 antiporter vede ke zvysené citlivosti vici zasaditému pH, vyssi koncentraci soli, poklesu
cytosolického pH a defektim ve vezikuldrnim transportu (Brett et al., 2005). Stale
vSak nemame pfilis$ mnoho informaci o struktufe a regulaci tohoto transportéru, véetné jeho

adaptace na osmoticky stres (Nass a Rao, 1999).

Antiporter Vnx1 se podili na transportu Na* kationt( pres membranu vakuoly. Protein
Vnx1 je tvofen 908 aminokyselinami a predpoklada se, Ze obsahuje 13 transmembranovych
domén. Hlavni ulohou tohoto antiporteru je transport K* kationtl do vakuoly a jejich
sekvestrace vyménou za protony (Yenush, 2016). Transport prebytecnych K* kationt(
do vakuoly je pohdnén na zdkladé protonového gradientu, ktery generuje H* - ATP4aza Vma.
Vnx1 se zaroven podili na regulaci homeostaze a pH uvnitf vakuol a uvnitf bunék (Cagnac et

al., 2007).

Khal patfi mezi nejméné charakterizované K*/H* antiportery kvasinky S. cerevisiae,
jejichz  homology najdeme i v bakteriich. Khal antiporter je tvoren 873
aminokyselinami, a nachazi se v membrané Golgiho aparatu a zde se podili na akumulaci
K*  kationtd. Senzitivita v0¢i  vysokému pH u tohoto mutanta mize
byt kompenzovana zvySenim extracelularni koncentrace K* kationt(. Ackoliv nemame pfilis
mnoho informaci o transportni aktivité tohoto antiporteru, pfedpoklada se, ze Khal se podili

na regulaci homeostaze K* kationt(i a pH v Golgiho aparatu (Yenush, 2016).

Vhcl transportuje K* a ClI" ionty do vakuoly, kde dochazi k ukladani prebytecnych
K*a Cl iontl v kvasinkach S. cerevisiae. Zaroven se podili na udrZovani homeostaze K* kationtu
v organelach, ale jeho aktivita je nezavisld na pH. Protein Vhcl je tvofen 1120
aminokyselinami (Petrezselyova, Kinclova-Zimmermannova a Sychrova, 2013), stale mame
vSak pomérné malo informaci o transportu Cl" iont( zprostfedkovanym Vhcl, stejné jako
nezname mechanismy regulace, proto by bylo potieba provést vice experimentu, ve kterych

by se otestovala aktivita tohoto transportéru u rliznych mutantnich kmenu.

Transportér Mkh1/Mdm38 je tvofen 573 aminokyselinami a nachazi

se v mitochondridlni membrané (Dimmer et al., 2002; Nowikovsky et al., 2004), kde se podili
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na vyméné K* kationtl za protony. Zaroven se podili na regulaci K* homeostaze uvnitf
mitochondrii (Nowikovsky et al., 2004), interaguje s ribozdmy, ale neni nezbytné potiebny
pro syntézu mitochondridlnich proteind. Podili se ovsem na transportu protein( (Frazier et al.,
2006). Mutantni kmen bez tohoto transportéru vykazuje zvysené mnozstvi K* kationt(

v mitochondriich a nizsi membranovy potencidl (Zotova et al., 2010).

5. Mechanismy regulace proteinti

Regulace transportnich proteint v eukaryotickych bunkach je zasadni pro regulaci
homeostaze kationtl uvnitf buiky a jako reakce na vnitfni i vnéjsi signdly. Tento proces
probihd na nékolika Urovnich transkripce a translace, vcetné post-transkripcnich
a post-transla¢nich dprav. Na Urovni transkripce je genovd exprese regulovana pomoci
transkrip€nich faktorl, které se vazi na specifické sekvence DNA, ¢imz aktivuji nebo inhibuji
transkripci cilového genu. Post-transkripéni regulace zahrnuje vice procesd, jako
je napft. alternativni splicing, stabilita mRNA a silencing genu zprostfedkovany miRNA, pricemz
vSechny tyto procesy se podileji na Cetnosti a aktivité mRNA molekul. BEhem translace
a RNA vazebnymi proteiny. Post-transla¢ni modifikace zahrnujici fosforylaci, acetylaci,

ubikvitinaci a proteolyzou reguluji funkci protein(, jejich lokalizaci a stabilitu (Alberts, 2017).

5.1. Regulace transportérl Ena

Vsechny transportéry kationtl alkalickych kov( v plazmatické membrané kvasinky
S. cerevisiae, kromé transportérd Ena, jsou exprimovany konstitutivné a na nizké drovni, takze
jejich regulace probihd na post-translacni udrovni. Fosforylace patfi mezi nejvice
studované post-translacni modifikace (PTM), jelikoZz se podili na regulaci mnoha bunécnych
procesll a zaroven hraje dllezitou roli béhem reakce buriky na nékteré procesy, jako je napfr.
osmoticky stres (Ptacek et al., 2005; Lin et al., 2021) i zvySena koncentrace soli uvnitf
i vné bunky. Transportéry Ena kvasinky S. cerevisiae jsou regulovdany na Urovni
transkripce. Kvasinky S. cerevisiae se s relativné nizkou extraceluldrni koncentraci NacCl
(nad 0,4 M), kterd vyvola osmoticky stres v burice, vyporadavaji aktivaci signalni drahy HOG
(high-osmolarity glycerol) (Arifio, Ramos a Sychrova, 2019). Aktivace této drahy vede

k fosforylaci a aktivaci Hogl MAP (mitogen-activated protein) kindzy, ktera reguluje aktivitu
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antiporteru Nhal, umoznuje kratkodobé snizeni intraceluldrni koncentrace toxickych kationtd
a nasledné se podili na indukci exprese genu ENA1. Zaroven bylo u hogl mutantnich kmenl
pozorovano podstatné snizeni transkripéni aktivity genu ENA1 v odpovédi na osmoticky
stres (zpUsobeny NaCl; Marquez a Serrano, 1996). Celkové je MAP kindza Hog1 signalni drahy
HOG hlavnim komponentem, ktery zprostfedkovava bunécnou odpovéd na hyperosmoticky

stres (Brewster et al., 1993).

5.2. Fosfatazy a kinazy v regulaci transportéru S. cerevisiae
Pri fosforylaci dochazi k transferu termindiniho fosfatu ATP na serin, threonin nebo

na aminoacylovy zbytek na tyrosinu, naopak fosfatazy funguji opacnym
zpUsobem, tj. odstépuji terminalni fosfat ATP (Fraschini, Raspelli a Cassani, 2012). Fosforylac¢ni
stav proteinu je velmi prisné regulovany a je urCen aktivitou proteinovych kindz a fosfataz
uvnitf bunky. Ackoliv kindz bylo identifikovano pomérné hodné (u ¢lovéka nebo kvasinky
S. cerevisiae), fosfataz je podstatné méné (Lyons et al, 2018).
V kvasince S. cerevisiae jsou jednotlivé fosfatazy rozdéleny do nékolika rodin, které obsahuiji
fosfatdzy s podobnym mechanismem. Celé rozdéleni vSech dosud znamych fosfataz je velmi
komplexni a nékteré fosfatdzy jsou funkéné pribuzné spise jinym fosfatazam z uplné jiné
skupiny. Defosforylaéni aktivita fosfatdz je zaroven regulovdna v zdavislosti na aktivité kindz,
aby nedoslo k naruseni nékterych bunécnych procesu, jako je bunééné déleni. Fosfataza Ppz1
ovliviiuje regulaci homeostaze jednomocnych kationtd, jelikoZ jeji nadmérna exprese zvysi
aktivitu antiporteru Nhal, coz ovlivni rlst a preziti buriky. Tento defekt se ve fyziologii kvasinky

S. cerevisiae da potladit deleci genu NHA1 (Albacar et al., 2021).

Protein kindzy ovliviiuji fosforylacni stav protein(, jejichz aktivita je tak pfimo zavisla
na regulaci prostrednictvim kinaz a fosfatdz, které reguluji aktivitu transportnich proteint
(Ficarro et al., 2002). Zaroven je odhadovano, Ze fosforyluji pfiblizné jednu tfetinu vSech
protein( u lidi a kvasinek. Kinazy pro svoji spravnou funkci potrebuji rozpoznat aktivacni misto
substratu, na které se mohou navdazat. Aktivni misto kindz se sklddda z aktivacni a katalytické
smycky, mezi které se mlzZe navdazat substrat, ¢imz dojde k jeho aktivaci (Fraschini, Raspelli
a Cassani, 2012). V soucasnosti bylo identifikovdno a podle funkce a aktivity klasifikovano
mnoho kindz v kvasinkach S. cerevisiae (viz vyse), pfesto stale najdeme nékteré priklady, které

nejsou prilis detailné popsany. V této kapitole se budu zabyvat
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predevsim NPR/Hal rodinou kinaz, jejiz zdstupce mizeme najit v kvasince S. cerevisiae a které

se podileji na regulaci homeostaze K* a Na* kationtd.

NPR/Hal je rodina kindz, ktera se podili na ristu a vyvoji kvasinky S. cerevisiae
a obsahuje 9 kindz. Hlavni funkci téchto kinaz je regulace transportu Zivin pfes plazmatickou
membranu a udrzovani optimalni hodnoty membranového potencidlu (Goossens et al., 2000;

Tumolo et al., 2020).

5.2.1. Kinaza Npr1l

Kindza Nprl je nejlépe funkéné popsanym clenem NPR/Hal rodiny kinaz a vykazuje
pleiotropni roli v regulaci aminokyselinovych permedz, pficemz hlavni funkci je sorting
a stabilizace téchto transportérl na plazmatickou membranu (Vandenbol, Jauniaux a Grenson,
1990; Schmidt et al., 1998; De Craene, Soetens a André, 2001). Tato kinaza je soucasti signalni
drahy TORC1-Sit4-Nprl, kterd kontroluje stabilitu membranovych transportér( Zivin, jejich
transport a endocytdézu, pricemz regulace této signdlni drahy je velmi komplexni a stale
zUstavaji nékteré regulaéni mechanismy a fosforylacni/defosforylaéni cile neznamé. Aktivita
kinazy Nprl je regulovana fosfatazou Sit4 v komplexu TORC1 a béhem nepfitomnosti této

fosfatazy zGstava Nprl neaktivni (Jacinto et al., 2001).

5.2.2. Kinazy Ptk1 a Ptk2

Kindzy Ptkl a Ptk2 se podileji na regulaci transportu polyaminl pfes membranu.
Polyaminy (putrescin, spermidin a spermin) jsou polykationty reagujici se zaporné nabitymi
molekulami, jako je napf. DNA, RNA a proteiny, zaroven se podileji na bunécném rustu, preziti
bunky a biosyntéze makromolekul (Miret et al., 1992; Kim et al., 2017). Kindza Ptk2 je hlavnim
regulatorem transportéru polyaminG Dur3, ktery fosforyluje. V porovnani s kindzou Ptk2,
kterd je hlavnim determinantem vysoko afinitniho pfijmu polyamin(, je kindza Ptkl
exprimovana na nizké drovni a podili se pouze na nizkoafinitnim, nizkokapacitnim pfijmu
polyamin( do buriky. Zaroven se predpoklada, Ze pripadné mirné disledky zplsobené deleci
PTK1 v bunkach na pfijem polyaminl do bunék jsou maskovany aktivitou kinazy Ptk2 (Uemura,
Kashiwagi a Igarashi, 2007). Stdle je vSak kindza Ptkl a jeji podil na regulaci transportu

polyamin( nepfilis dobre prozkoumana.
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5.2.3. Kinazy Hal4, Hal5 a Kkq8

Kindzy Hal4 a Hal5 se podileji na regulaci transportu jednomocnych kationt(
do bunék, pficemz nadmérna exprese téchto kindz vede ke zvySeni tolerance kvasinky
S. cerevisiae v(i¢i Na* a Li* kationtlim a naopak snizena aktivita téchto kindz zvysuje senzitivitu
vuci témto kationtlim. Tyto fenotypové mutanty jsou zavislé na transportérech Trkl a Trk2
a transportu K* kationtd do bunék, pricemz hal4 hal5 a trk1 trk2 mutanty (double mutants
pro kindzu i transportér) vykazuji nizsi ucinnost transportu téchto kationtl do bunék
a vyssi senzitivitu vaci toxickym kationtdm, jako je napf. Na*, Li* a Ca?* a niz8imu
pH, cozZ ovliviiuje celkovy rlist bunék (Mulet et al., 1999). Kinaza Hal5 spolu s dalSimi kindzami
(Snf1, Sky1 a Ptk2) se pravdépodobné néjakym zplsobem podili na regulaci transportéru Trk1,
pricemz delece kindzy Hal4 a Hal5 zpUsobi destabilizaci transportér( iontd a Zivin. Zaroven
kindzy Hal funguiji jako reguldtory endocytdzy a vezikuldrniho transportu (Tumolo et al., 2020).
Delece kinazy Hal5 rovnéz zpUsobi rychlou internalizaci endosom do vakuol (Tumolo et al.,
2020). Kinazy Hal4 a Hal5 jsou klicovymi determinanty ovliviiujicimi homeostazi kationtd

a toleranci vuci zvySené koncentraci soli (Antunes a Sa-Correia, 2022).

Kindza Kkq8 je nejméné charakterizovanou zrodiny NPR/Hal kindz. PrestoZe
je fylogeneticky nejvice podobna kindze Hal5, jeji nadmérna exprese neovliviiuje toleranci
kvasinky vUci solim (Mira et al., 2010; Antunes a Sa-Correia, 2022). Absence kinazy Kkg8
potlacuje membranovou lokalizaci transportérli pro export toxickych latek Pdr5 a Yorl
v burikdch kultivovanych s antifungicidnim a PDR substratem atorvastatinem (Yibmantasiri
et al., 2014). Delece kinazy Kkq8 zaroven hraje roli v senzitivité bunék kvasinky S. cerevisiae

vuci antifungicidnim latkam, jako je clotrimazol a nystatin (Barreto et al., 2011).

5.2.4. Kinaza Rtk1

Kindzy Rtk1 a Kkqg8 jsou z velké ¢asti malo charakterizované, pricemz se predpoklada,
Zze kindza Rtkl se podili na biogenezi peroxisomi. PrestoZe delece této kindzy vede
ke snizenému mnozZstvi vétSich peroxisomu oproti béZnému stavu, tyto morfologické defekty
neovliviiuji jejich funkénost (Saleem et al., 2008; Antunes a S&a-Correia, 2022).
Delece kindzy Rtkl nebo Ptk2 ovlivni regulaci homeostaze lipidd, ktera je velmi dynamicka
a zaroven je esencialnim mechanismem pro adaptaci kvasinkovych bunék na environmentalni

faktory, jako je napf. extracelularni koncentrace soli (Da Silveira Dos Santos et al., 2014).
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Je prokazano, Ze kinaza Rtk1 je spojena s toleranci kvasinky S. cerevisiae vici kyseliné octové,
jelikoZz nadmérna exprese této kindzy vede ke zvyseni tolerance vici této kyseling, zlepSeni
produkce ethanolu a lepsi schopnost fermentace pfi kultivaci kvasinek v médiu obsahujicim

inhibi¢ni smés simulovanou hydrolyzatem kukufri¢nych stonk( (Ye et al., 2022).

5.2.5. Kinaza Hrk1

Kindza Hrkl patfi do rodiny NPR/Hal kindz a je klicovym faktorem v toleranci
kvasinky S. cerevisiae vUici kyseliné octové (Guerreiro et al., 2017; Antunes et al., 2023).
Kvasinka  vyuZivd rlzné signdlni drahy (jako napf. signalni drdha Hog),
aby se adaptovala na stres zplsobeny kyselinou octovou (Antunes et al., 2023), kterd
se pouzivd predevSim v potravinarském pramyslu ke konzervovani  potravin
a v biotechnologiich. Kinaza Hrk1 reguluje aktivitu H* - ATPazy Pmal v reakci na metabolismus
glukdzy zvysenim jeji afinity v{ici ATP, coZ je pravdépodobné dlisledek fosforylace serinu (Ser)
na pozici 899. H* - ATPaza Pmal je velmi dlleZita pro rGzné bunécné procesy, jak jiz bylo
zminéno v kapitole 3, zaroven je také regulovana kindzou Ptk2, kterd ma na aktivitu
H* - ATPazy Pmal vétsi vliv a stejné jako kindza Hrk1 patfi do NPR/Hal skupiny kindz (Goossens

et al., 2000). Fosforylacnich cild kindzy Hrkl je ovSem vice, véetné nékterych jiz znamych
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Obrazek 2: Schématické zndzornéni transportérd, které jsou requlovdny kindzou Hrk1 vkvasince
Saccharomyces cerevisiae. Prevzato od: Antunes 2023.



transportér(i, presto stdle nejsou znamé vsechny transportéry, které tato kinaza reguluje,
a také vliv, ktery ma na jejich transportni aktivitu. Nékteré jiz znamé cile fosforylac¢ni aktivity
kindazy Hrkl byly odhaleny pomoci dvou fosfoproteomickych analyz (Guerreiro et al., 2017,
Jiaming Li et al, 2019). Schématicky model predpokladanych transportérd, které

ovliviiuje kindza Hrk1, je znazornén na obrazku 6.

Také transportéry Tpo3, Tpo4 a Qdr2, které patfi mezi tzv. multidrug resistance
(MDR) transporters major facilitator superfamily (MFS; (Vargas et al., 2007; Sa-Correia a
Godinho, 2022), vykazuji zmény na urovni fosforylace v zavislosti na kindze Hrk1 v reakci na
stres zpUsobeny kyselinou octovou, v porovnani s normalnimi podminkami (Guerreiro et al.,

2017).

Z experimentl Antunes et al. vyplyva, Ze kmeny s deletovanou kindzou Hrk1l maji
snizenou schopnost obnovovat intraceluldarni pH na optimdlni fyziologické hodnoty,
coz v dusledku znamena nizsi maximalni hodnoty intracelularniho pH v porovnani s kmenem
BY4741 kvasinky S. cerevisiae. Z téchto vysledkl vyplyva, Ze exprese HRK1 se podili
na udrzovani optimalnich hodnot pH pfi stresu zpisobeném kyselinou octovou, coz by mohlo
pfimo souviset s aktivitou kinazy Hrk1 jako determinantem tolerance kvasinky S. cerevisiae
vUci kyseliné octové a s udrzovanim optimalnich hodnot intraceluldrniho pH (Antunes et al.,

2023).

Kromé H* - ATPazy Pmal kindza Hrkl moduluje aktivitu antiporteru Nhal, pficemz
je schopna zlepsit rlst kmend s deleci HRK1 v porovndni s nemutantnim kmenem (BY4741)
za normalnich podminek i pfi stresu zplsobenym kyselinou octovou. Zaroven bylo pozorovano
zlepsSeni rastu mutantnich kmen( pfi limitni koncentraci K* kationt v médiu. Predpoklada se,
Ze kinaza Hrk1 se podili také na regulaci transportérti Trk1 a Trk2, které transportuji K* kationty
dovnitf buniky. Tuto hypotézu podporuji vysledky, které naznacuji podil kindzy Hrkl
na udrZovani homeostaze K* kationtl za normalnich podminek i pti solném stresu a stresu
zplUsobeném kyselinou octovou (Antunes et al., 2023). Stadle mame vSak pomérné malo
informaci, co se tyce struktury kindzy Hrkl a jeji regulacni aktivity, véetné vSech mozZnych

transportér(, které by mohla fosforylovat.
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6. Zaver

Homeostdze jednomocnych kationtll je velmi dllezZity proces z hlediska fyziologie
a rastu bunék, jelikoz i mirna odchylka od standardnich hodnot intracelularni koncentrace
kationt ma vliv na fungovani bunék i celého organismu, coz bylo blize popsano v kapitole 3.
Na udrZovani optimalnich hodnot kationtl se podili mnoho proteint, které funguji jako
transportéry v plazmatické membrané a v membrdanach vnitfnich organel. Jejich transportni
aktivita je zavisla na typu transportéru a ndsledny podil na regulaci homeostdze jednomocnych
kationtl se ddle odviji od mechanismu transportu. Transportéry jednomocnych kationtu
v eukaryotickych bunikach se podileji na udrZovani optimalni koncentrace kationt(
uvnitit bunék a organel. Kvasinky slouzi jako vhodny model pro zkoumadni vlastnosti
jednotlivych transportérd a to nejen téch pro kvasinky vlastnich, ale i pro charakterizaci
heterologné exprimovanych transportérd jednomocnych kationtd vyssSich eukaryot.
Pro spravné fungovani bunék a jejich ristu je tak dllezitd dlsledna regulace aktivity viech
transportnich systém( prostiednictvim rdznych kindz a fosfataz, aby nedochazelo k akumulaci
nékterych Skodlivych kationtd (Na* a Li*) uvnitf bunék a zaroven aby mohly byt odstranovany

nadbytecné kationty K*.

Nékteré regulacni mechanismy buriky, jako je napf. regulace transportéri kationt(
a jejich cilovych transportnich proteinli nejsou dosud pfilis dobfe prozkoumany. Zaroven neni
pfilis mnoho informaci o funkci nékterych kindz a fosfataz v kvasince S. cerevisiae. Cilem této
prace bylo shrnout dosavadni poznatky o membranovych transportérech v burikdch kvasinek
a mechanismy jejich regulace se zamérenim na fosfatdzy a kindzy kvasinky
S. cerevisiae. Zaroven jsem chtéla vice priblizit dllezitost homeostdze K* a Na* kationtl, véetné
moznych problému, které doprovazi nedostatek nebo naopak nadbytek téchto kationt( uvnitf

bunék a nasledny vliv této nerovnovahy na fungovani bunék a celého organismu.
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