Oponentsky posudek disertacni prace Mgr. Dity Strachotové

Studium mechanismi produkce amoniaku u kvasinkovych kolonii a

tekutych kultur.

Disertaéni prace se zabyva vysoce aktudlni védeckou problematikou, kterou je
studium interakce mezi buitkami eukaryotnich mikroorganismi. Vybér tématiky disertace,
spolu s elegantnim pfistupem vhodné kombinujicim moderni molekularné biologické,
biochemické a klasické mikrobiologické piistupy vedl k ziskani celé fady ptivodnich, a misty
i necekanych, vysledkd, které znacné rozsifily nase znalosti o uloze nékolika bunécnych
proteinil v mezibunééné signalizaci. O kvalité ziskanych vysledkt svéd¢i i 2 publikace ve
vyznamnych mezindrodnich ¢asopisech, z nichz v jedné je Mgr. Strachotové prvni autorkou.

Klasicky ¢lenéna predkladana prace shrnuje vysledky osmiletého badani navazujiciho
na vysledky ziskané v diplomové praci. Pét hlavnich cilti prace je jasné definovano. Prace sice
neni pfili§ rozsahla, obsahuje vS§ak pomérmné podrobny piehled soucasného stavu poznani dané
problematiky, spolu scelou fadou vhodné zvolenych citaci. K této ¢asti bych méla tii
podstatnéjsi poznamky/dotazy. Na str. 15 je citovana prace Eilam et al. 7 roku 1990, ktera
ukazuje snizeni vnitrobunécného pH po pridani glukosy. Tato prace vsak byla zcela ojedinéla
a Vv pozdejsich letech cela rada laboratori publikovala sve vysledky jasné prokazujici, Ze po
pridani glukosy dochazi k aktivaci protonové ATPasy Pmal, vyssimu exportu protonit z bunék
a stim spojenému zvySeni pH cytosolu. Toto zvyseni pH cytosolu je naopak v disertaci
ilustrovano obrazkem 4 na str. 26. Z jakého duvodu je citovana prace Eilam et al. a ne prace
pozdéjsi, a proc se autorka nezamyslela nad nesrovnalosti udajii popisovanych na str. 15 a na
str. 26? Na str. 20 se uvddi, Ze cinnost Na'-ATPasy Enal je klicovd pri ristu bunck
V prostredi s alkalickym pH. Védela by autorka proc, pokud neni zdaroven vysoka koncentrace
soli alkalickych kovii (coz v béznych rustovych médiich neni)? Na str. 37-38 je zminéno, ze
V respiracné deficientnich kmenech byla popsana zvysena exprese ATO1 a ATO3. Tyto kmeny
ale nemohou riist na glycerolovem médiu, kde byl pozorovian zvyseny export amonnych

kationtu zavisly na pritomnosti obou genut. Jaka by mohla byt souvislost mezi obéma jevy?



Navazujici obvykla ¢ast Material a metody dokumentuje velkou §ifi metodického
zab&ru Mgr. Strachotové. Pouzity material i metody jsou dobie popsany, snad jen leckde
chybi citace na pivodni prace popisujici pouzity postup a nékdy je pro disertacni praci
metodika popsana az ptilis podrobné.

Kapitola vysledky je ¢lenéna do nékolika logickych ¢asti. Velmi ocenuji, Ze na
zacatku kazdé podkapitoly vysledkové ¢asti je struéné a prehledné uveden cil, ke kterému
popsané experimenty a jejich vysledky smérovaly. Vysledky jsou popisovany jasné a velmi
vhodné jsou obrazové dokumentovany. Velmi dobfe je také napsana zavérecna souhrnna
diskuse. K vysledktim a diskusi bych méla nékolik dotazi:

Podle piivodnich praci je alkalizace média patrna hlavné ve sméru pritomnosti
vedlejsi makrokolonie, na obr. 11D a na obr. 12 se zda, zZe alkalizace média nastava
rovnomerné kolem kolonii (?). Jak byly vybirany testované aminy? Byl také néekdy testovan
triethanolamin?

K vysledkum zmen pH kultury v tekutéem médiu s glycerolem by mé zajimalo, zda
autorka nekdy provedla obdobné kontrolni pokusy s médiem obsahujicim glukosu?

K obr. 16, je rychlost ristu kmene s deleci sok2 na glycerolovéem médiu stejna jako
rychlost ristu rodicovského kmene (napr. behem prvnich 30 hod kultivace)?

Byl néjaky diivod proc v pokuse ilustrovaném na obr. 19D bylo pocatecni pH nizsi
(4.5) nez v ostatnich pokusech (obvykle pH 5.0)?

Je mozné néjak komentovat rozdil v pozorovanych interakcich mezi proteiny Ato a
v jejich distribuci v plasmatické membrané Vv praci M. Ricicové a V této disertaci? Je to
dusledek odlisného metodického pristupu?

Nakolik koreluji v praci popsané zmeny mnozZstvi proteinui At0l az Ato3 s drive
skupinou ziskanymi vysledky z analyzy zmen exprese genomu, tedy s pozorovanym mnoZzstvim
prislusné mRNA (microarrays, RT-PCR)?

Mohla by p#i znaceni proteinii fluorescencnimi peptidy nastat situace, Ze napr.
negativni vysledek interakce Atol-Ato3 nebo Ato2-Ato3 je dusledkem prostorového
usporadani pri této interakci, které zabranuje pozorovani dohasinani ¢i prenosu energie mezi
donorem a akceptorem? Jak by bylo mozné prokazat interakci jinymi metodami?

Zaverem dva obecnéjsi dotazy, na které si sama po precteni disertace neumim
odpovédeét. Proc je pozorovana alkalizace na glycerolovéem médiu a ne na glukose ¢i jinych
bohatsich zdrojich uhliku? A pokud je uvazovan antiportni mechanismus transportu
amonnych kationtu proti protoniim v alkalicke fazi vyvoje kolonie proteiny Ato, ktery z téchto

dvou kationtii je hnaci silou transportu?



M¢ otazky jsou namétem k diskusi a nemély by ubirat na celkové kvalité pfedkladané
prace. Autorka pfistupovala K feSenému problému dobie teoreticky vybavena, byla schopna
cilené¢ vyuzivat celou fadu metod a ziskat v dané problematice mnoho novych poznatk.
Znovu opakuji, ze prace je napsana dobfe, jeji kvalitu vSak ponc€kud snizuje opakované a
hojné pouzivani anglicismi a ponc¢kud zanedband edice textu (napi. nejednotné uvadéni

literarnich zdroj1). Drobné nedostatky a nepiesnosti jsou uvedeny v piiloze.

Zavérem mohu konstatovat, ze podle mého nazoru Mgr. Dita Strachotova plné
prokazala své schopnosti k samostatné tvorivé védecké praci v oblasti vyzkumu a vyvoje dle

§ 47, odst. 4 zakona ¢. 111/1998 Sb., a tudiz doporucuji jeji disertacni praci k obhajobé.

V Praze 9. srpna 2012 RNDr. Hana Sychrové, DrSc.
Fyziologicky ustav AV CR Praha



Piiloha K posudku diserta¢ni prace Mgr. D. Strachotové:

Drobné pieklepy, gramatické chyby a nesrovnalosti se vyskytuji v celé praci, Skoda, ze
autorka nevénovala vice ¢asu redakénim upravam. Dale uvadim pouze ty, které pokladam za
Jiz mnoho let existuji zavazna pravidla pro uvadéni nazva gent a proteinti kvasinky S.

cerevisiae. Tato pravidla by mé¢la byt dodrZzovana.

Je proti pravidliim uvadét Atolp protein apod. To ,,p* jiz znamena protein, a pokud je u
nazvu uvedeno, neptidava se jiz ani slovo protein nebo transportér nebo enzym a naopak.
Vzdy bud’ jen jedno, nebo druhé.

Neni mozné pouzivat lomitka pti popisu genotypu haploidniho kmene (napt. atol/ato2/
ato3), je to symbol vyhrazeny pro popis genotypu diploidnich kmend.

Nazvy genu vzdy mély byt psany vzdy prolozené (jak je to napf. spravné v tabulce na str.
65 a nespravné na str. 42).

V textu je opakované pouzivan pojem prosta difuse nebo jen difuse 1 v pfipadech, kde se
zcela jisté jedna o tzv. usnadnénou/zprostiedkovanou difusi. To je z hlediska mechanismu a
kinetiky transportu néco zcela jiného nez prosta difuse.

Str. 31 - methylamonny kation —chybné napsany vzorec (Sestivazny dusik)

Str. 42 — genotyp BY4741 a BY4742 je uveden nepfesné, spravng je az u popisu genotypu

kmenti ze sbirky Euroscarf.



