Oponentsky posudek na disertaéni praci Mgr. Lydie MareSové ,,Uloha transportnich
systémi pro draselné kationty ve fyziologii kvasinky Saccharomyces cerevisiae™

Mgr. L. MareSova predlozila praci, ktera byla vypracovana ve dlouhodobé velmi
Usp&Sné pracujici laboratofi Oddéleni membranoveho transportu Fyziologického ustavu AV
CR. Téma jeji prace izce navazuje na dosavadni vysledky laboratote. Ukolem disertantky
bylo podrobn¢ charakterizovat transportni systém Khal, ktery v kvasinkové bunce hraje
pravdépodobné spiSe minoritni roli, ale 0 némz dosud byly jen kusé informace. Vzhledem
k tomu, Ze studium genomu Saccharomyces cerevisiae pokrocilo do faze intenzivniho studia
funkce kdédovanych proteinti, jedna se o téma zna¢n¢ aktualni.

Jak dokazuje piedlozena prace, vénovala se Mgr. L. MareSova tématu s velikou pili a
zadany problém fesila z nejriznéjSich thli pohledu a riznymi ptistupy. Podaftilo se ji proto i
ptes zna¢né nevyrazné fenotypové charakteristiky kment S. cerevisiae s deleci genu KHA1L,
ktery koduje sledovany transportér alkalickych iontd, prokazat divody, pro¢ v publikaci
dokonce v tak prestiznim ¢asopise jako je Journal of Bacteriology dospéli autoii ke Spatné
interpretaci svych vysledki a podaftilo se ji ziskat o tomto prenaSeci nové presvédcivé
poznatky. Prokazala, Ze se nejde o transportér zprostiedkovavajici transport pies plasmatickou
membranu, ale ze jeho funkci je podil na regulaci homeostaze alkalickych iontd v cytosolu a
uvnitf organel. Ptiblizila se také ke zjisténi, Ze pfenasec je lokalizovan v membrané Golgiho
aparatu. Velmi dilezité je i zjisténi, ze protein Khal je zfejmé schopen plnit svou funkci
pomérné nezavisle na dalSich prenasecich draselnych kationta.

PredloZena prace o rozsahu 166 stran (bez vlozenych ptiloh) ma standardni ¢lenéni.
PtestoZe je rozsahla a pfinési pro ¢tenafe spoustu informaci, je celd napsana velmi piehledné a
¢tive. PriloZeny jsou i uz vysla publikace, jez zahrnuje vysledky prezentované v prvni, hlavni
casti pfedloZené prace, a rukopisy dalSich dvou zaslanych publikaci.

V kapitole Literarni ivod (30 stran) autorka velmi ptehledné ukazala, ze se v zadané
problematice i v §ir$i oblasti membranového transportu ionttt U S. cerevisiae velmi dobie
orientuje. O tom, ze prostudovala spoustu odborné literatury svédc¢i seznam citaci o rozsahu
19 stran.

Kapitola Material a metody (26 stran) pak dokladuje, ze Mgr.MareSova zvladla fadu
metodik mikrobiologickych, biochemickych, molekularné biologickych a vyuzila ve
spolupraci s pracovistém na Matematicko-fyzikalni fakulté i biofyzikalni metody. Pouzité
metody pln€ odpovidaji feSené problematice.

Kapitola Vysledky je nejrozsahlejsi ¢asti prace ( celkem 63 str.). Jeji tii ¢asti spolu
tésné souviseji, nebot’ u viech je zakladem problematika Khal systému. Autorka musela
vynalozit zna¢né Usili k dosazeni positivnich vysledkt pti charakterizaci tohoto transportniho
systému, to vSak zhodnotila nasledné velmi Gspés$né v dalsich dvou tématech, kde se podaiilo
ziskat nové védecké poznatky ponékud snaze. Zde se ji podafilo zjistit dilezitou, dosud
nezjisténou roli Tok1 kanalu pfi udrzovani membranového potencialu a ukézat, Ze rostlinny
transportér z Arabidopsis thaliana AtChx17 je schopen komplementovat fenotypové projevy
delece KHA1 genu a ma tedy pravdépodobné obdobnou funkci jako Khal protein. Navic to
svéd¢i o konzervativnosti tohoto typu pienasece a tudiZ o jeho dileZitosti pro buiiky. Na
zaklade¢ svych experimentt se autorce podafilo pripravit podklady pro 3 publikace.

Autorka celou fadu svych zjisténi komentuje a diskutuje uz v této kapitole. Vlastni
kapitola Diskuse je proto uz relativné struc¢na a diskutuje pouze ty zalezitosti, na které se
v ptedchozich kapitolach nedostalo.

Je tfeba velmi ocenit vytrvalost autorky pti mnoha experimentech, které zpocatku
prace nepiinasely zadné zajimavé vysledky. Prace tak nazorné ukazuje, ze bez zna¢né driny a
rutiny se mnohdy védecké poznavani neobejde.



Prace se mi velmi libila, jeji formalni zpracovani je na vynikajici tirovni, autorka mu
vénovala mimotadnou pozornost. Pfesto mam nékolik piipominek a dotazi:
1/ Bylo pouzito i pfipraveno velké mnozstvi riznych kvasinkovych kmena a plasmidt —
opravdu je vSechny autorka sama konstruovala?
2/ N¢které metody byly vyuzity ve spolupraci s kolegy z jinych pracovist, coz je vzdy
Vv pfislusné kapitole zminéno. Domnivam se vsak, Ze autorka mohla t€émto kolegtim podékovat
I vV ivodnim podékovani.
3/ Jaky je v soucasné dobé¢ stav rukopist zaslanych k publikaci?
4/ Na né€kolika mistech 1ze nalézt drobné formula¢ni neptesnosti — napt. str. 10-meiotické
déleni neni sporulace, str. 11- genom S. cerevisiae je v€tsi nez je uvedeno — pii sekvenovani
nebyly zahrnuty repetitivni sekvence pro rRNA, bunky kvasinek neni vhodné oznacovat jako
kvasni¢né (str. 17 i jinde).
5/ Zajimalo by mne, co je metoda tercového zamku (str. 22)?
6/ Str. 26: uvadi se, Ze protein Nhx1 se podili na regulaci transportu endosomalnich vackd,
predevsim regulaci jejich vnitiniho pH. Vstup K+ do vacka pomoci pienasece Nhx1 by je ale
alkalizoval, ale jak se piSe na str. 16, vacky smérem k vakuole by mély mit snizujici se pH —
neni zde rozpor?
7/ Tabulka na str. 4.2 na str. 43 neni dobie pfehledna — neni jasné, zda vysledné kmeny jsou
diploidi nebo jde o spory ziskané z diploidl vzniklych kiiZenim uvedenych kmenti - to ¢tenaf
pochopi az nasledné v kapitole Vysledky. Dale: kmen KKB11c - jde udajné 0 sporu z kiizeni
B31-khal a BW31 — ale oba kmeny jsou stejného parovaciho typu (Tab. 4.1).
8/ Str. 65: ma autorka n&jaké vysvétleni pro to, Ze mexicky kmen W303 s pierusenym genem
KHAZ1 se choval jinak, nez kmen pouzivany v jejich laboratofi, pfestoze se jedna o kmen se
stejnym genovym pozadim?
9/ Str. 99 - Pro¢ autorka v experimentech sledujicich regulaci exprese Khal proteinu pomoci
indukce exprese B—galaktosidazy za promotorem KHAL genu pouzivala médium o pH 6,8 -
tak je délana vétSina stanoveni - kdyz optimalni pH pro tento test je pH 7,0 - 7,2, coz ostatné
dokazuji i obrazky, kdy $lo o tytéz kultivacni podminky pouze s rozdilnym pH (6,8 a 7,0) -1.
obr. a 3.0br. od konce na Obr.5.29. Tyto experimenty ve svétle diskuze k nim se zdaji i trochu
zbytecné - autorka zde zpochybruje jejich vypovidaci hodnotu vzhledem k tomu, Ze zaroven
vypovidaji o expresi z piislusného promotoru ale jsou ovlivnény i mozna ménici se aktivitou
enzymu za ruznych kultiva¢nich podminek.
10/ Str. 113 - domnivam se, Ze nelze u vysledkt na Obr. 5.37 fici, ze delece TOK1 genu
neovliviovala citlivost k hygromycinu, ale pouze, ze ji nezvySovala.
11/ Vysledky s métenim membranového potencialu u kment s deleci tok1 autorka komentuje
opatrnymi formulacemi, pficemZ z ptiloZeného rukopisu publikace plyne, Ze nebyly délany
zadné dalsi typy pokusi. Nicméné soud¢ podle chybovych usecek se zda, ze méfeni byla jeste
vicekrat opakovana - proto to opatrné vyjadfovani, je tomu tak?

Svymi ptipominkami a dotazy nijak nechci zpochybnit nesporné vysokou kvalitu
prace, jenom dokazuji, Ze jsem praci pozorn¢ procetla.

Zavér: PredloZzena prace dokazuje, Ze Mgr. MareSova plné zvladla zadané téma, Ze je
schopna samostatn¢ fesit a vyiesit védecké problémy, odpovidajicim zptsobem je zhodnotit a
prezentovat. Prace pfinasi nové védecké poznatky a uvedené drobné vytky nijak nesnizuji jeji
védeckou hodnotu. Potvrzuje tedy pfedpoklady autorky k samostatné védecké praci. Plné
tedy doporucuji, aby jeji prace byla prijata jako podklad pro udéleni védecké hodnosti
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