Oponentsky posudek na disertaéni praci Mgr. Lydie MareSové ,,Uloha transportnich systémi

pro draselné kationty ve fyziologii Saccharomyces cerevisiae*

Pfedkladana prace se zabyva studiem transportnich systémi pro K' a jejich roli pro udrzeni
membranového potencialu, diraz je polozen na prenase¢ Khal. Mendi ¢ast prace se zabyva
heterologni expresi rostlinného pfenaSe¢e CPA2 v kvasince S. cerevisiae. Disertace vznikla
Fyziologickém tdstavu AV CR a &astedné ve spoluprici s Matematicko-fyzikalni fakultou UK, kde
autorka provddéla fluorescenéni méfeni. Prace predstavuje obdivuhodny soubor konstrukth a
transformovanych kmenli S. cerevisiae umoznujicich definovat funkci a bunéénou lokalizaci
studovanych proteini.  Prace je napsana velmi dobfe s vysokou jazykovou urovni. Grafickéd
dokumentace je adekvatni a prehledné dokumentuje dosazené vysledky.

Po formélni strance je pfedlozena disertace rozdélena standardné. Prace je uvedena literarnim
piehledem opatfenym instruktivnim schématem draslikovych transportnich systému. Velmi pékné
zpracovany a ¢tivy prehled poskytuje ¢tendfi dostateény obraz o souc¢asném stavu znalosti transportu
alkalickych kationtl v kvasniéné bunice v konfrontaci s obdobnymi systémy vyssich organismu. Pouze
v popisu transportniho proteinu NSC1 na str. 22 autorka pouziva v souvislosti s nespecifickym
iontovym kanalem NSC1 termin nizkoafinni iontovy kanal. Vhodnéjsi by bylo v této souvislosti pouZzit
termin rektifikujici kanal o vysoké vodivosti (inward rectifying current), protoze to, co autofi
pivodniho sdéleni (Bihler et al. 2002) popisuji, je kandl, ktery (1) v ,nepfitomnosti* vapenatych iontt
vykazuje nezvykle vysokou vodivost, (2) chova se jako kanal s proménlivou vodivosti a ktery (3)
autofi davaji do souvislosti s nizkoafinnim draslikovym vstupem K do butiky (K~ uptake), ktery je
mozno pozorovat pii delecich jinych transportnich systému.

Cile prace jsou jasné formulovany, v nasledujicim textu jsou dosazeny a vznesené otizky jsou
adekvatné zodpovézeny.

Metodicka ¢ast je zpracovéna prehledné, chybi zde viak popis pouzitych statistickych metod.
Pfi popisu metody na stanoveni membranového potencialu bych uvital kalibra¢ni kiivku zévislosti
zmén polohy maxima emisniho spektra na membranovém potencialu nebo alespon kvantitativni udaj,
1aké je maximum. jestlize extracelularni K je rovno intraceluldrnimu a jak se zméni pfi zvy$eni nebo
sniZeni této koncentrace, tj. jestli se promitne depolarizace a hyperpolarizace zavisla na K v méfeném

parametru. Tento udaj je dilezity pfi hodnoceni kapitoly 5.10.

Vysledky jsou prezentovany prehlednym zpisobem a peclive dokumentovany, obrazové dokumentace
je dobfe srozumitelnd. K uvedenym datim mém nékolik pfipominek a otazek:
1. Vobr. 5.6. je znazomén rist transformovanych kmena s promotory KHAI a NHAI, jak

vypada situace pfi pouziti silného promotoru PMAI?

v

Chové se membrana kvasinky jako draslikovd™ nebo ,,pH* elektroda, tj. kterd vodivost

uruje membranovy potencial (Vm) a v jakém rozmezi se Vm pohybuje?



Diskuse je pomérné struéna (10 stran), aviak dostateéna ke kritickému zhodnoceni

dosazenych vysledkii. V souvislosti s interpretaci ndlez( bych se rad zeptal:

1.
2.
A
Zaver

Autorka pfedpoklada, Ze plvodné popsané fenotypové projevy mutace Khal jsou
pravdépodobné zplsobené zménou metabolismu uracilu. Zajimalo by mne, jak je moZno
v této souvislosti interpretovat Ramirezem plvodné popsané zvySeni akumulace v K’
v mutantech? Méni se obsah K™ v buiikich béhem ristu? |
Jaka je fyziologickd funkce proteinu TOK, jehoz delece nejvice ovliviiuje membranovy
potencial, pfestoZze nema zadny vliv na toleranci k vysokému K™ (obr. 5.39) a ani neovliviiuje
vystup z K™ burky (obr. 5.17)?

Khal je uvazovan jako antiport H/K, neni mozné uvazovat situaci, Ze representuje H™  kanal,

uZ jenom proto, Ze je velmi malo zavisly na K'?
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PredloZend disertace pfinasi nové a zajimavé poznatky o transportnich proteinech S. cerevisiae a

opravuje chybnou interpretaci nékterych diivéjsich ndlezi o transportu alkalickych iontéi u této

kvasinky. Cast nalezi byla publikovana v Casopise Molecular Microbiology a dali dva rukopisy jsou

v recenznim fizeni. Autorka prokazala, Ze ovladd metody experimentalni prace a mé teoretické i

praktické schopnosti k samostatné tvofivé védecké praci. PredloZena prace plné splituje pozadavky,

které jsou kladeny na doktorskou disertadni prici a proto doporuéuji, aby Mer. Lydii Maresové byl

udélen titul ,Ph.D."* za jménem.
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