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Abstrakt

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae patfi k daleZzitym modellm pfi studiu homeostase iontl
alkalickych kovi. Stejné jako vjinych burikdch je pro S. cerevisiae nezbytné udrieni urcité
koncentrace K" uvnitf bunék, na druhou stranu Na* a dalsi ionty alkalickych kov(i jsou pro buriky
toxické. K* je akumulovan pomoci uniportert Trk1 a Trk2, zatimco export toxickych iontt alkalickych
kov(, a také nadbyte¢ného K', je zajistén ATPasami Ena, Na'(K')/H" antiporterem Nhal a K'
selektivnim kanalem Tok1. Ackoli jsou jednotlivé transportery pomérné dobfe prozkoumany, neni
dosud mnoho znamo o celkové regulaci homeostase iont( alkalickych kov( ani o vzdjemné interakci a
regulaci mezi jednotlivymi transportery. V ramci této prace byl studovan antiporter Nhal a jeho
fyziologické ulohy v kontextu ostatnich transporter(l iontl alkalickych kov(. Ukazalo se, Ze nejen
Nhalp, ale také dalsi exportery, ATPasy Ena a kanal Toki1, jsou, pres jejich vyraznou odliSnost
v mechanismu transportu i zpGsobu regulace, regulovany spoleéné zménou aktivity importer K" a to
prostfednictvi membranového potenciadlu. Vzajemna regulace a funkéni propojeni importerd a
exporter( K*, ale také dalsi vysledky poprvé ukazaly, jak velice dileZita je neustald cirkulace K, tedy
soucasny vstup a vystup K*, pro udrzovani homeostase iontd alkalickych kov(. A¢koli bylo prokazano,
Ze homeostaze iontl alkalickych kovl a souvisejici fyziologické parametry (napf. membranovy
potencial, velikost bunék ¢i tolerance k solim) mohou byt vyrazné ovlivnény volbou konkrétniho
kmene S. cerevisiae, byla potvrzena nezastupitelnd uloha Nhalp pro preZiti bunék v pfirozeném
prostredi, kde mliZe koncentrace soli vyrazné kolisat. V této praci byly znalosti o regulaci Nhalp jesté
dale rozsifeny o dva nové nalezené pozitivni reguldtory aktivity Nhalp a to 1) proteiny 14-3-3 fyzicky
interagujici s Nhalp na vice mistech a 2) kinasu Ckal, kterd byla dosud znama pouze jako regulator
exprese ENA1. Znalosti ziskané studiem Nhalp byly vyuZity ke studiu lidského Na’/H" antiporteru
NHAoc/NHA2 v burikdch S. cerevisiae postradajicich vlastni transportery a byly identifikovany
aminokyselinové zbytky, jejichz mutaci dochazi k disfunkci transporteru vedouci casto k zavainé
chorobé tvorby kosti, osteopetrose. Prace tedy prispéla mnoha novymi poznatky klepSimu
pochopeni ulohy Nhalp a dalSich transporteri v udrzovani homeostase iont( alkalickych kov( a
béhem prace doslo také k pfinosu v oblasti metodiky (predevsim méreni vnitrobunééného pH), ktery

v budoucnu umozni dalsi posun v feSené problematice.



Abstract

Yeast Saccharomyces cerevisiae belongs to important models for alkali-metal-cation homeostasis
research. As other cells, certain intracellular content of K* is necessary for S. cerevisiae, but Na* or
other alkali metal cations (Li*, Rb*") are toxic for yeast cells. Uniporters Trk1 and Trk2 are responsible
for K" accumulation, while efflux of Na*, Li*, Rb" and K' is ensured by Ena ATPases, Na*(K")/H"
antiporter Nhal and K" specific channel Tok1. Several regulators of K* (Na*) transporters are already
known, but reciprocal regulation between transporters and overall picture of the maintenance of
alkali-metal-cation homeostasis is still unclear. In this work, K* circulation (simultaneous uptake and
export of K) was shown to be important in alkali-metal-cation homeostasis maintenance. K"
circulation is maintained using reciprocal regulation and interactions between K exporters and
importers. Though obtained results showed that the alkali-metal-cation homeostasis and associated
physiological parameters (e.g. membrane potential, cell size, salt sensitivity) are strain specific,
Nhalp was verified to be important for cell survival in ever-changing natural environment.
Furthermore, two novel positive regulators of Nhalp activity were found, 14-3-3 proteins and Ckal
kinase. 14-3-3 proteins interact physically with multiple parts of Nhalp. Ckal kinase was previously
known as ENA1 expression regulator, moreover, regulation of Nhalp activity by Ckalp was observed
in this work. Using knowledge and skills obtained during this work, S. cerevisiae strain lacking its own
alkali-metal-cation exporters was used for characterization of human Nhalp homologue, Na*/H*
antiporter NHAoc/NHA2. Residues, whose mutation could be one of crucial points in the
development of serious bone disease (osteopetrosis) in human, were identified in the NHAoc/NHA2
sequence. Altogether, results obtained in this work helped for better understanding the role of
Nhalp and other transporters in maintenance of alkali-metal-cation homeostasis and its regulation,
furthermore, an important progress has been made in methodology (especially in intracellular pH

measurement) which will help in future studies.
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Uvod

1 Uvod

Kvasinky patfi mezi nejdéle studované organismy. Jednim z dlivodl je to, Ze jsou lidmi vyuzivany jiz
tisice let napf. pri vyrobé chleba a fermentovanych népoji. Nejznaméjsim zastupcem jsou kvasinky
Saccharomyces cerevisiae, které jsou vsoucasné dobé jednim znejdllezitéjSich modelovych
organisml eukaryotnich bunék pro zakladni i aplikovany vyzkum a hojné se vyuzivaji také
v biotechnologické a potravinarské praxi. Z pohledu zakladniho vyzkumu byl vyznam S. cerevisiae jako
modelového organismu v poslednich dekadach velmi posilen tim, Ze byl genom této kvasinky
kompletné sekvenovan jako prvni genom eukaryotniho organismu [1]. K popularité tohoto modelu
dale prispiva fakt, Ze se jednd o jednoduchy, snadno a rychle rostouci mikroorganismus,
pro ktery bylo postupné vytvoreno mnoho nastrojli molekuldrni biologie a genetiky umoznujici
vnaseni mutaci, delece, nebo vkladani genli nejen vlastnich, ale i gen( zjinych organismu [2, 3].
Diky relativné jednoduchému genomu, vysoké sekvencni homologii a funkéni podobnosti s proteiny
vySsich organismU je S. cerevisiae dobrym nastrojem vyuzivanym pti rozsahlych studiich protein(
zjinych eukaryotnich organism0 [3]. Kromé biomedicinskych studii se na zakladé spolecenské
poptavky po novych technologiich do popredi stale Castéji dostava také vyzkum moznosti vyuziti
téchto bunék napt. pfi produkci biopaliv, organickych plastd, vitaminl, nebo rekombinantnich

proteinll a peptidd.

UdrZovani homeostase iontll alkalickych kovl je dulezitym predpokladem preZiti organismu
v pfirozeném prostiedi. Stejné jako pro jiné organismy, také pro S. cerevisiae plati, ze K je dtleZitym
vhitrobunéénym kationtem, ktery je uvnitf bunék udrzovan v pomérné vysoké koncentraci a podili se
napf. na udrZovani osmolarity, iontové sily a pH cytoplasmy nebo na udrZovani membranového
potencialu. Na rozdil od K" pGsobi Na* uvniti bunék toxicky i ve velmi nizkych koncentracich a buriky

vyuzivaji nékolik mechanism, aby vstupu Na* zabranily [4-6].

Modelovy organismus S. cerevisiae je s Uspéchem pouZivan také pfi vyzkumu homeostase iontl
alkalickych kov@ [6, 7]. A¢koli je udriovani homeostase K" a Na dudleZité pro preZivani bunék v
prirozeném prostredi, nejsou geny kodujici transportery téchto iontll v S. cerevisiae esencidlni. Pfi
optimalnim ptisunu K* v rlistovém médiu (cca 200 mM K*; [6]) a absenci toxickych iontG alkalickych
kovl nejsou rlstové schopnosti bunék ovlivnény ani v pripadé soucasné delece gent vSech zndmych
transporterti K" a Na* (delece trk1 trk2 tokl nhal enal; viz dale) v plasmatické membrané (PM).
Tento fakt a jednoduchost genetickych manipulaci déla z S. cerevisiae velice Ucinny a velmi citlivy
nastroj pro studium transporterd iontl alkalickych kov(, at uZz pochazejicich z této kvasinky nebo

z jinych organisma.
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2 Literarni prehled

2.1 Transport ionti alkalickych kovi

Prvky oznacované jako alkalické kovy nalezneme v 1. skupiné periodické tabulky a jedna se o lithium
(Li), sodik (Na), draslik (K), rubidium (Rb), cesium (Cs) a francium (Fr). JelikoZ jde o velmi reaktivni
kovy, vyskytuji se v prirodé prakticky pouze ve sloucenindch nebo po disociaci soli ve formé
jednomocnych kationtd. Ve vét$im mnoZstvi nalézdme pouze dva znich, ionty Na" a K', které
zaujimaji 5. a 6. misto ve vyskytu prvk( na zemi (Na* tvofi 2,89 % a K 2,80 % kontinentalni zemské
klry; [8]). Ostatni zastupci alkalickych kov( se v pfirodé vyskytuji v mnohem mensim mnozstvi
(Rb 112 ppm?, Cs 4,8 ppm, Li 20 ppm), v pfipadé radioaktivniho Fr je zastoupeni mizivé (cca 10™®
ppm; [8]). Kromé vysoké reaktivity elementarnich prvkd je alkalickym kovim spolec¢nd nizka
elektronegativita (0,86 -1,00) a souvisejici tvorba soli, které se ve vodé zpravidla dobfe rozpoustéji.
Z hlediska transportu pres bunécné membrany je dulezitéjSim fyzikalnim ukazatelem iontovy
polomér, ktery je povaZovan za faktor zdsadné ovliviujici selektivitu iontovych transporter( a kanalt
[4, 9]. V pfipadé iont( alkalickych kov( byly jednotlivé iontové poloméry stanoveny jako: Li* 0,76 A,
Na* 1,02 A, K* 1,38 A, Rb* 1,52 A, Cs* 1,67 A a Fr' 1,8 A [10]. Relativni podobnost v iontovém
poloméru a zaroven nizké zastoupeni prvku v pfirodé (vysoky pomeér signdlu a Sumu a vysoka citlivost
experiment() patfi
k diivodiim, pro¢ je Li* vyuZivan jako analog pfi studiu transportu Na* a Rb" pFi studiu transportu K*
[4, 7, 9]. Vzhledem k velmi nizkému zastoupeni a také malému vyznamu Fr" a Cs" ve vyzkumu
transportnich mechanismd iontd alkalickych kov(i v burikach se tato prace déle vénuje pouze Li*, Na“,

K" a Rb".

Pritomnost iontd alkalickych kova vné i uvnitt bunék zasadné ovliviiuje bunécnou fyziologii, a proto je
udrzovani vnitrobunééné homeostase iontll alkalickych kovl nezbytnym predpokladem prezivani
bunék v pfirozeném prostfedi. Kvasinka S. cerevisiae se suspéchem pouzZivd jako modelovy
organismus pro studium homeostase iontl alkalickych kovl po mnoho desetileti [4-6], vysledky
téchto studii pomahaji k pochopeni, jak je rovnovaha iontl v burikdch udrZovana a k ¢emu slouZi.
Vysledky pochazejici z tzv. zakladniho vyzkumu homeostase iont( alkalickych kovl v S. cerevisiae 1ze
Casto primo vyuZit napf. v biotechnologiich, nebo zobecnit a vyuZit pro pochopeni fungovani jinych

bunék a bunécnych systém( vysSich organismu. Ziskané poznatky pak mohou byt vyuzZity pro

'1 ppm (particles per milion) odpovida 0,0001 %
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pochopeni jednotlivych aspektl tak sloZitych déju, jako je napf. funkce ledvin, nervové nebo svalové

soustavy, kde hraji ionty K" a Na* ddleZitou roli [11].

Homeostase iont( alkalickych kovl u bunék S. cerevisiae se pfilis nelisi od jinych eukaryotnich bunék.
Pro preZiti bunék je nutné, aby byl K" udrzovén v burikach v relativné vysoké koncentraci [7]. PFi rlstu
v laboratornich podminkach ve standardnim médiu a bez pridavku dalsich soli byla tato koncentrace
stanovena v rozmezi 200-300 mM [6] v zavislosti na kmenu a pouZitém médiu. lonty K" tvofi hlavni
vhitrobunécny kationt zajistujici elektroneutralitu buriky, zatimco mezi intracelularni anionty patfi
hlavné fosfaty, polyfosfaty a také karboxylové skupiny. Relativné vysoky obsah K™ uvnitf bunék je
udrzovan aktivitou vstupnich transportert K*, ale pfedpokladd se, ze v ramci dynamické rovnovéhy
jsou mirné aktivni také vystupni transportery a dochazi tak k obousmérnému transportu, cirkulaci K
[6]. NaruSenim vstupu K" do bunék dochazi k hyperpolarisaci PM [12] a stejny efekt mda také
nadexprese exporterti K (prokdzano u antiporteru Nhal a predikovano pro ATPasu Enal; [13, 14])
vedouci k urychleni vystupu K*z bunék, zatimco po odstranéni exporterd K* (zpomaleni vystupu K') je
PM depolarisovana [15]. Kromé roli, jako je napf. zajisténi elektroneutrality systému, udrZovani
membranového potencidlu (AW) a vytvoreni vhodného prostredi pro spravnou funkci enzym, jsou
ionty K" daleZité pro regulaci vnitrobuné&&ného turgoru, vnitrobunééného pH a objemu buriky [5, 6,

15].

Za snizené dostupnosti K* dochdzi vburkdch k &aste¢nému nahrazeni tohoto iontu protony,
okyselovani cytoplasmy a k naruseni osmotické rovnovahy uvnitf bunky. Tyto zmény dale zplsobuji
inhibici syntézy proteint a ovliviiuji aktivitu enzymd. Za specifickych podminek, p¥i hladovéni na K*
mohou tento iont nahradit také ionty Na* [5]. B&Zné ani pfi stondsobné vy3si koncentraci Na* nez K*
v médiu nenalézdme zvy$ené mnoizstvi Na’ uvniti bunék, ktomu dochézi az pfi prekroceni
extraceluldrniho poméru koncentraci Na“/K* cca 700:1 [16], kdy ¢ast Na* vstupuje do bunék a zGstava
uvnit¥, zatimco adekvéatni mnozstvi K™ je z buriky vylou¢eno z dlivodu zachovani elektroneutrality

[17]. Pomér vstupuijicich iont&l Na*/K" je vyrazné ovlivnén vnéjsim pH [4].

Zatimco pFitomnost K* je pro preZiti bunék nezbytnd, jiné ionty alkalickych kov(, Na*, Li* a Rb* jsou
pro buriky toxické. lonty Na' obecné patfi mezi hojné zastoupené v prostfedi (viz vyse), ale v
cytoplasmé bunék plsobi toxicky i v mirné zvy$eném mnozstvi. Toxicita Na* je tvofena vice faktory.
Stejné jako u jinych iontl dochézi pfi zvysené koncentraci Na* v prostiedi k hyperosmotickému stresu
[19] a inhibici aktivity enzym0 vlivem zmény iontové sily cytoplasmy (jiz pfi vnéjsich koncentracich
anorganickych soli okolo 0,4 M; [18]). Kromé& vy$e zmin&ného, plisobi Na* také mnohem specificté&ji
na urovni proteintl. Toxické Gcinky Na® uvnité buriky S. cerevisiae nejsou na molekuldrni Grovni

dostate¢né prozkoumany, ale je zndmo jiz mnoho specifickych cilGi G¢inku Na* v burice, diky kterym

10



Literarni prehled - Transport iontt alkalickych kov(

plsobi Na*toxicky i v mnohem niz3ich koncentracich (cca 0,1 M [20]). Mezi konkrétni ptiklady G&inku

2t & Ca® nékterych enzym(, napf. Hal2p (viz

iontd Na* patfi jejich plisobeni na vazebnd mista K, Mg
déle). lonty Na" vyt&siuji ostatni kationty z jejich vazebnych pozic a tak inhibuji aktivitu enzym,
které tyto kationty potrebuji [18, 21]. Fosfatasa Hal2, jenz katalyzuje pfeménu 3’-fosfoadenosin-5'-
fosfatu (PAP) na adenosinmonofosfat, patfi mezi zndmé molekuldrni cile toxického plisobeni Na*v S.
cerevisige. Zvy$end koncentrace Na' nebo Li* vede kvytésfiovani jednoho ze dvou iontd Mg* v

aktivnim centru enzymu a inhibici aktivity enzymu. Nasledné hromadéni PAP v burice mliZe byt

pri¢inou inhibice sulfotransferas a enzym( upravujicich RNA [18, 22].

lonty Li* a Rb* se v pfirozeném prostfedi téméF nevyskytuji, ale s ispéchem se diky podobnym
vlastnostem pouzivaji k vyzkumu transportnich systém@ Na* a K [4, 9]. Pro studium transporterd
specifickych pro K" se asto vyuZiva vlastnostmi velmi podobny, ale mnohem toxi¢téjsi Rb*, ktery je
zpravidla pfendsen stejnymi transportery jako K" a diky zanedbatelné pfirozené koncentraci jsou
méFeni s Rb* velmi pfesna a vhodna napt. pfi studiu regulace importer K* [5, 23-25]. Z podobnych
ddvodu je pouzivan Li* pro studium transportu Na’. Li* je mnohem toxi¢t&ji nez Na* a diky tomu je
mozné pfi studiu transportu a plsobeni Na® rozlisit, jaky podil na toxicité ma osmoticky tlak
zpUsobeny zvySenou koncentraci soli a jaky podil pfipada specifickému pulsobeni iontu samotného
[18]. Mechanismus toxicity Li* byva v S. cerevisiae studovan také jako model plisobeni Li* v lidskych
burkach, jelikoZ je tento iont farmakologicky vyuZivan napt. k |écbé deprese nebo bipolarni poruchy
[26, 27]. Mezi sledované cile toxicity Li* patfi napt. fosfoglukomutasa z metabolismd cukrii [26] nebo

glutamatové receptory NMDA (N-metyl-D-aspartat) lokalisované v neuronech [28].

Pfi studiu homeostase iont( alkalickych kovl jsou ¢asto vyuZivany (napf. [25, 29]) toxické organické
kationty, jako je hygromycin B, spermin a tetrametylamonné kationty. ZvySena senzitivita soucasné
ke vSem témto kladné nabitym latkam (kazda z latek plsobi na jiny molekularni cil) je ¢asto spojena s
hyperpolarisaci PM, kterd& muZe upozorfiovat napf. na poruchu importu K*, nebo jiny defekt

v homeostasi iont( alkalickych kov(i [12, 30].

2.1.1 Transportery zajiStujici import K+ do bunék

UdrZovat vnitrobunéénou koncentraci K v pfipustnych mezich je pro bufiku Zivotné duleZité.
Kvasinkové bufiky jsou schopny rlst ve velmi irokém spektru vnéjsich koncentraci K* (cca 2 uM — 2
M), ale pro rdst a déleni bunék je nutné, aby vidy pfevazoval vstup K* nad vystupem a K" byl
kontinualné pfijiman a predavan dcefinym bunkam [31, 32]. Proto bunky vyuZivaji dva rezimy
importu K" do bunék [5]. Nizkoafinitni rezim (K; v fadu mM) je dileZity pro rdst bunék v prostfedi s
dostatkem K, zatimco vysokoafinitni rezim (K; viaddu puM) umozZfiuje rdst za velmi nizkych
koncentraci K" v prostfedi nebo napf. za zvy$ené extraceluldrni koncentrace Na*[5].
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Porevakuolarni

vacek

\mitochondrie

Obr.2.1.1 Transportery iontt alkalickych kova
zdroj: prevzato a upraveno [33]

Akumulace K" uvnitf bunék je zajisténa aktivnimi transportery kédovanymi geny TRK1 [34] a TRK2
[35], jejichZ aktivita je fizena membranovym potencidlem [36] udrZzovanym pomoci ATPasy Pmal
([37]; obr. 2.1.1, str. 12). Ackoli jsou tyto transportery povaZovany za uniportery a vysledky mnoha
experiment( toto potvrzuji, lze predpokladat, Ze mechanismus uniportu nemizZe plné dostacovat
k tak vysokému stupni akumulace K’ jaky byl dfive pozorovan [4, 6, 34] v prostfedi s nizkym
extraceluldrnim K'. Pfes intenzivni vyzkum probihajici po nékolik dekdd neni mechanismus

akumulace K" prostfednictvim Trk1p a Trk2p plné objasnén [6, 38].

Dominantni dlohu pro vstup K do bunék hraje Trklp (obr. 2.1.1, str. 12), jenZ tvofi 1235 amino-
kyselinovych (AA) zbytkl. Topologie proteinu byla predikovana na zakladé zastoupeni hydrofobnich
AA v sekvenci a bylo identifikovano 12 transmembranovych segmentd (TMS), tedy predpokladanych
Usekl prostupujicich z jedné strany PM na druhou [34]. Mezi fyziologické ulohy tohoto transporteru
patfi udrzovani homeostase K" a pH [12, 39], turgoru [40] a AW [12, 41]. Kromé transportu K" byla
pred nékolika lety objevena schopnost Trklp exportovat ClI" [42]. Pfedpoklada se, Ze chloridovy kanal
je tvoren symetrickou agregaci 4 monomertd Trklp v PM, nicméné kinetické parametry pfenosu CI°

timto kandlem dosud nebyly stanoveny. Ackoli se této roli Trklp vénovala pouze jedna prace [42],
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bylo ukazano, zZe vystup ClI” prostfednictvim Trklp by mohl byt dllezitym faktorem regulujicim import

K" a udrzovani AW.

Trk2p je homolog Trklp svysokym stupném identity (55%). Jedna se o 889 AA dlouhy protein
pravdépodobné obsahujici 12 TMS [43]. Za bé&Znych podminek i b&hem hladovéni bunék na K se
predpoklada, Ze téméF viechen K' je transportovan prostfednictvim Trklp [6, 30, 38], proto se
nejdfive pfedpokladdalo, Ze Trk2p je odpovédny za nizkoafinitni import K" [35]. Brzy se viak ukazalo,
Ze tomu tak neni a Ze Trk2p je transporterem s afinitou stfedni az vysokou a s velmi nizkou V. [32],

jeho uloha je proto minoritni diky velmi nizkému prirozenému mnozstvi proteinu v burikach [44].

Ackoli neni ani jeden z importer( K™ esencialni pro Zivot buriky, mutanty postradajici gen TRK1 nejsou
schopné ristu v prostfedi s nizkou koncentraci K" (cca 0.1 - 1 mM v zavislosti na kmeni a médiu; [30,
34, 38]), import K" a Rb* [30, 34] je u nich omezen, vykazuji zvydeny AW [12, 30] a zvy$enou citlivost
kLi*, Na* a jinym toxickym (napf. organickym) kationtim [30, 38]. Delece trkl dale zamezuje
prechodnému zmenseni bunék, jenz bylo pozorovano u kmen( exprimujicich TRK1 ihned po pfenosu

do média s nizkou koncentraci K™ [38].

Samotna delece trk2 nema témér Zzadny pozorovatelny fenotyp [32, 38], ale situace je odlisna pfi
deleci obou transporterq, trk1 trk2. Do nedavna byla publikovana pouze jedinad prace prokazujici
fyziologickou Ulohu Trk2p v homeostasi iont(l alkalickych kov( a to pfi nedostatku K* v médiu a za
nizkého pH, ale pouze pri soucasné deleci genu SIN3, jehoZ produkt je soucasti komplexu Sin3p-
Rpd3p odpovédného za deacetylaci histonl [44]. Za této situace je TRK2 mnohem vice exprimovan
a Trk2p je pak schopen zastoupit roli chybéjiciho Trklp. V nedavno publikované praci [38] byl
detailné popsan fenotyp delece trk2 na pozadi kmenu postradajiciho gen TRK1. Kmen s deleci trk1
trk2 vykazuje mnohem vy33i citlivost k nizkym koncentracim K* (s limitem rdstu cca 10 mM) nez kmen
postradajici pouze TRK1 a také dalsi fenotypy delece trk1 jsou naslednou deleci trk2 akcentovany
(ndrast AW a citlivost k organickym kationtim). Experimentalni zvySeni exprese TRK2 kompenzuje
fenotyp delece trkl, coz potvrzuje hypotézu velmi podobné fyziologické ulohy, ale rozdilného

mnozstvi proteint Trk1 a Trk2 v burikach [38].

2.1.1.1 Nespecificky a nizkoafinitni import K+

Vztah mezi existenci dvou reZzim( importu K, nizkoafinitnim a vysokoafinitnim, a importery
samotnymi byl po dlouhou dobu kontroverzni. V sou¢asné dobé se odbornici shoduji, Ze prevaina
vétdina K* vstupuje do buné&k pomoci Trklp a to jak v reZzimu nizkoafinitnim za dostatku K* v okoli, tak
v rezimu vysokoafinitnim v médiu s nizkou koncentraci K* (nebo s vy$3i koncentraci Na‘). Trk2p

pfitom hraje minoritni roli diky nizké expresi za béznych podminek, prestoZe je schopen importovat
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K" se stfedni aZ vysokou afinitu [6]. Nizkoafinitni transport K (oznaovan jako zbytkovy, nebo
ektopicky) byl pozorovan v pfipadé dvojité delece trk1 trk2 (K; v fadu mM) [44]. Za tento druh
transportu je odpovédny nespecificky transport K* pomoci jinych transporterd, jako je napf. NCS1
(obr. 2.1.1, str. 12), nespecificky kationtovy kandl jednomocnych a dvoumocnych kationt(, jehoZ gen
dosud nebyl nalezen a jehoZ existence byla prokazana pouze pomoci elektrofyziologickych
experimentd zamé&fenych na toky iontd pfes membréanu [30, 45, 46]. Import K" midze za specifickych

podminek probihat také prostfednictvim transporter( cukri kédovanych geny HXT a GAL2 [47].

2.1.2 Transportery zajiStujici import Na+ do bunék

Na rozdil od K" je pfitomnost Na* v burikdch S. cerevisiae nezddouci, proto neexistuji specifické
transportni systémy pro vstup Na* do bunék (kromé Pho89p se specifickou funkci, viz déle). Zvy$ené
koncentrace Na* v okoli bunék ovliviiuji kinetiku transportu K* formou kompetitivni inhibice [9], ale za
béZnych podminek je diky vysokoafinitnimu importu K" pomoci Trklp a Trk2p potlaéen nespecificky
import Na*. U kmen( postradajicim oba importery K* (delece trk1 trk2) je akumulace K naruena a
zvy$uje se import Na' [16], coZ potvrzuje nespecifickou povahu ektopického transportu iontd

alkalickych kovl [45].

Jedinym transporterem, ktery je schopen specificky pfenaset Na* do bunék (obr. 2.1.1, str. 12), je
transporter kddovany genem PHOB89 [48], symporter anorganickych fosforeénych aniontd (P;) a Na®.
Aktivita tohoto transporteru je duleZitd v prostfedi s nedostatkem P; (K; pro P; je 0,5 uM), za
vysokého pH (pH optimum 9,5) a v pfitomnosti Na* v okoli buriky. Aktivace importu P; je maximalni
pfi 25 mM Na® v prostfedi [49], tedy koncentraci, kterd pro buriky neni ani zdaleka toxicka. Potfebny
P; neni za téchto podminek moZné ziskavat z prostiedi béZnou cestou, pomoci vysokoafinitniho Pi-H*
symporteru kddovaného genem PHOS84, ktery je aktivni pouze za nizkého externiho pH [50].
Transporter Pho89 je silné regulovan nékolika faktory na Grovni exprese, je silné specificky pro Na* a
je-li pfitomen v PM za nizkého pH, neni aktivni. Z uvedenych dlvod( je jeho aktivita za béznych
rastovych podminek zastoupena aktivitou Pho84p [50]. VS. cerevisiae je Pho89p jediny znamy
sekundarni transporter vyuZivajici gradient Na® misto H’, burfikami je v3ak vyuZivdn jen za

mimoradnych podminek (nedostatek P; a vysoké vnéjsi pH).

2.1.3 Exportni systémy pro ionty alkalickych kovii

Transportery zajistujici export iontl alkalickych kovl z buriky maji nékolik uloh, z nichz nejdalezitéjsi

+

je vypuzovani toxickych kationtd (Na®, Li*, Rb") a prebyte¢nych iontd K* z bunék. Pfitomnost
exporter(i umoZiiuje také jiz zmin&nou kontinudlni cirkulaci K*, ktera je povaZzovana za duleZity faktor

regulace ovliviiujici fadu fyziologickych ukazatel(. DuleZitost téchto exporterl v S. cerevisiae

14



Literarni prehled - Transport iontt alkalickych kov(

potvrzuje to, Ze se zde vyskytuji tfi systémy s rozdilnym mechanismem transportu a regulace. Jedna

se o kanal Tok1, ATPasy kddované geny ENA a antiporter Nhal (obr. 2.1.1, str. 12).

2.1.3.1 K+ kanal Tok1

Gen TOK1 kéduje jediny K specificky kanal v PM S. cerevisiae umoziujici vystup K* z bunék [51, 52].
Toklp je tvofen 691 AA s predikovanou topologii obsahujici 8 TMS [6, 52] a dvé tzv. P domény, které
jsou béZné také u K* kandll z jinych organism0. Na zékladé elektrofyziologickych experimentd bylo
zjisténo, Ze Ukolem Toklp je napétové Fizeny export K tak, Ze kotevieni kanalu dochazi pfi
depolarisaci PM [30, 53]. Vnitrobuné&ny K* uvolnény do okoli bufiky ma pravdépodobné zajistit
regeneraci AW [54]. Tomu nasvédcuje fakt, Ze aktivita Toklp mlzZe byt modulovana také externi
koncentraci K* [55]. Zajimavé je, Ze za urcitych podminek je zfejmé mozny také transport K" do buriky
pres Toklp [56]. Jedna se pouze o pripad, kdy jsou odstranény importery Trklp a Trk2p, v prostredi je
K" pfitomen ve vé&t$im mnozstvi (80 mM) a pfi zvysené expresi Toklp. Import K pfes Toklp mize za

téchto okolnosti prispét k lepsSimu rstu bunék [56].

Delece tok1 vede k poklesu AW , zatimco zvySena exprese zpUsobi hyperpolarisaci PM [15]. Mimo
ucinku na AW a pfimo mérené toky iontli pres kanal pomoci elektrofyziologickych metod [53, 54]
nebyly pro samotnou deleci tok1 objeveny zmény v akumulaci nebo exportu K" a jedinym nalezenym

fenotypem byla zvy$ena tolerance k Cs* [30].

2.1.3.2 Na+*-ATPasy Ena

Za aktivni export iontQ alkalickych kov( jsou zvelké casti odpovédné ATPasy typu P kdédované
tandemovou repetici genli ENA [57]. Pocet genl ENA je pro rGzné kmeny S. cerevisiae razny (1-5
kopii; [6, 58, 59]), prikladem muzZe byt porovnani dvou bézné uzZivanych laboratornich kmen W303 a
BY4741, které byly pouZity také v této praci. Zatimco prvni kmen W303 [60] obsahuje Ctyfi geny ENA
(ENA1 az ENA4), v pripadé kmenu BY4741 jsou pritomny pouze tii (ENA1, ENA2 a ENA5; [6, 58, 61].
Sekvencné si jsou jednotlivé repetice velmi podobné a za béZznych podminek se v burice vyskytuje jen
malé mnozstvi téchto proteinl (cca 600 molekul na buriku; [62]). Dominantni roli u zminénych kmenu
S. cerevisiae hraje ENA1, jelikoz jeho exprese muZe byt v pfipadé potreby silné indukovana (napf.
v pfitomnosti Na’, viz dale). PFedpokldda se, Ze role ostatnich proteinl Ena je stejnd jako v pfipadé
Enalp, ale jejich vyznam je minoritni. Lokalizace v PM byla zatim prokazana pouze pro Enalp a
Ena2p, jejichz sekvence jsou az na 13 AA shodné. Zajimavé je, Ze takto maly rozdil zplsobi to, Ze

Enalp je vice specificky pro Na®, zatimco Ena2p pro Li* [58].

Enalp, nejdllezitéjsi a nejstudovanéjsi z téchto ATPas, tvori 1091 AA usporadanych pravdépodobné

do 10 TMS [6, 57]. A¢koli byl tento protein nejdfive oznacovan jako Ca®* specifickd ATPasa, brzy se
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ukazalo, Ze energie uvolnéna hydrolyzou ATP je vyuZita pro export iontl Na*, Li* a K [17, 57, 63].
ATPasa Enal je povaZovana za transporter determinujici citlivost bunék kvnéjsSim vysokym
koncentracim Na" a Li* a jeji role je klicova v prostfedi svysokym pH, kde je omezena funkce
antiporteru Nhal (viz kapitola 2.1.3.3). Ve vyzkumnych studiich je zpravidla z genomu odstraniovan
cely segment repetice genll ENA, coZ vede ksilné citlivosti va¢i Na™ a Li* [6, 57, 58] a k rlstovému

defektu v prostredi s vysokym pH [57, 64].

2.1.3.3 Na+*/H+*antiporter Nhal

Dal$im ze systému zajistujicich export iontd alkalickych kov(i z bunék je Na'/H" antiporter kédovany
genem NHA1 [65]. Nhal je protein dlouhy 985 AA usporadanych pravdépodobné do 12 TMS [66, 67],
ktery se v PM vyskytuje ve formé funkcéniho dimeru [68]. Dimerizace probihd pravdépodobné jiz
v endoplasmatickém retikulu a vede ke konformacni zméné ve struktufe monomerd, ktera je nutna
pro spravnou funkci antiporteru Nhal [68]. Vznik dimeru umozZnuje spravny prichod proteinu
sekre¢ni drahou az do PM a v pripadé, Ze je dimerizace narusena (napf. mutaci D145N), tak se
protein do PM nedostane [68]. Na zakladé sekvence byla predikovana topologie Nhalp tak, Ze po
kratkém hydrofilnim N-konci (13 AA) nasleduje hydrofobni transmembranova cast (AA zbytky 14 —
439 tvofici jiz zminénych 12 TMS a spojujicich hydrofilnich smycek) a hydrofilni C-koncova cast

(zbylych 546 AA; [66]).

Porovname-li sekvenci Nhalp zS. cerevisiae s homology z jinych organism( (viz kapitola 2.1.6, str.
20), je prvni polovina proteinu (hlavné transmembranova cast) vysoce konzervovana nejen mezi
homology Nhalp zjinych druh( kvasinek (napf. Sod2p z Schizosaccharomyces pombe) ale také
s bakteridlnimi (napf. NhaA z Escherichia coli), rostlinnymi (napf. SOS1 z Arabidopsis thaliana) a
ZivocisSnymi (napf. lidskymi NHE1-9, nebo NHA2) homology patficimi spolecné sNhalp do
,superrodiny” CPA (cation proton antiporter) [66, 69-73]. Vysoky stupen identity vykazuji nejen
jednotlivé predikované TMS, ale také nékteré smycky, jez je spojuji. Diky cilené i nahodné mutagenesi
Nhalp vS. cerevisiae i homologl jinych kvasinek bylo identifikovdano mnoho AA zbytkl
v transmembranové casti dulezitych pro transport iontd alkalickych kovll a proton( [66, 74-78].
Jednim z dlouhodobych cild pfi vyzkumu Nhalp je vznik modelu na zakladé ziskanych dat a také drive
publikované struktury bakteridlniho homologu NhaA (jedina struktura proteinu ze ,,superrodiny“ CPA
v dostate¢ném rozliseni ziskana na zakladé rentgenové difrakce; [79]). Jde hlavné o vytvoreni modelu
struktury (konzervované) hydrofobni transmembranové casti Nhalp, jez by pomohla osvétlit detaily

mechanismu transportu, aktivity a substratové specifity Nhalp a dalSich homolognich antiporter(.

Oproti transmembranové Casti je C-konec Nhalp (55% celého proteinu) konzervovany pouze
Castecné, a to jen vramci kvasinkovych homologl. V C-koncich téchto antiporter( bylo nalezeno
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6 konzervovanych sekvenci (C1-C6; [66, 80]). Role téchto sekvenci je rizna. Zatimco nékteré ¢asti (C2-
C3) transport iontl aktivuji, jiné (C4-C6) ho inhibuji [80]. Z celého C-konce je pro transport nezbytna
pouze doména C1 (AA zbytky 434-449), ktera pravdépodobné pfimo navazuje na transmembranovou
Cast, obsahuje sekvenci umoznujici prichod Nhalp sekre¢ni drahou a dalsi AA regulujici transportni
aktivitu antiporteru [80, 81]. Odstranéni zbylé ¢asti C-konce (od AA zbytku 473) nema vliv na
lokalizaci

a neovliviiuje transport K, zatimco transport Na* a Li* je sniZzen [82]. Je-li exprimovana samotna C-
koncova ¢ast Nhalp (AA zbytky 473-985), je vznikly protein smérovan do bunécného jadra, jelikoz
obsahuje motiv jaderné lokalizacni sekvence, to indikuje dosud neprozkoumané regulacni ulohy této

Casti proteinu [83].

Z hlediska homeostase iontl alkalickych kovi je nejdaleZitéjsi funkci antiporteru Nhalp export K
a Na® [63, 84], jen je pohdnén gradientem H' vytvofenym pfes PM pomoci H*-ATPasy Pma1l (viz
kapitola 2.1.5). Na izolovanych vaccich PM bylo prokazano, Ze v pripadé Nhalp se jedna
o elektrogenni transport, kdy je jeden Na" exportovan pfi sou¢asném importu dvou protond [85].
Na rozdil od ATPas Ena (viz kapitola 2.1.3.2) je Nhal aktivni pfi niz$im vnéjsim pH, kde zajistuje
udrzeni homeostase K" a export toxickych ionttl. Dale se podili na regulaci vnitrobun&éného pH, AW a
Ucastni se také regulace bunécného objemu [7, 13, 15, 63, 67]. V pfipadé nahlého narlstu
vhitrobunécného pH mohou byt pomoci antiporteru Nhal importovany potfebné protony umoziujici
dolasné preziti bunék, energii tomuto transportu dodava gradient K* orientovany smérem ven

z bunky [82].

Na zakladé drivéjsSich praci je zfejmé, Ze transport iont( alkalickych kovl je zprostfedkovéan
transmembranovou ¢asti Nhalp a role hydrofilniho C-konce je spiSe regulacni [82, 83]. Kromé zmény
v transportni aktivité Na® a Li* zhor3uje absence C-konce pfeZivani a rist bunék vystavenych
hyperosmotickému $oku [82, 83, 86], protoZe nemUze dojit k inaktivaci Nhalp zabrarujici Gniku K*
a vody typickém pfi osmotickém stresu. BéZzné je Nhalp pfi osmotickém Soku inaktivovan pomoci
fosforylace AA zbytk(l T765 a T876 v C-konci kinasou Hogl (viz kapitola 2.2.2; [86]). Mimo tuto
regulacni ulohu Nhalp byla pozorovana i funkce nesouvisejici s homeostasi iont( alkalickych kovd,
jednd se schopnost ovlivnéni bunécného cyklu. Zvysena exprese Nhalp umozni burikam prekonat

blok mezi fazemi Gy a S, jez byl zplisoben soucasnou deleci sit4 a hal3 [77, 87].

2.1.4 Vnitrobunéc¢né transportery Na+a K+

Celkova koncentrace iontd alkalickych kov( vburice je urcovdna cinnosti vySe popsanych
transporterd v PM, ale zdaleka neni distribuce iontll uvnitf bunék rovnomérna. Mezi dulezité
fyziologické parametry patfi iontova sila, pH a koncentrace K* v cytosolu, ale také v jednotlivych
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organelach, kde tyto parametry zasadné ovliviuji funkénost organel. Vnitrobunécné transportery,
které nejcastéji funguji jako antiportery, obecn& pomahaji zajistit spravné rozlozeni K* v burikach a
sekvestraci Na* (také Li* a Rb"), dale se Gcastni regulace objemu a pH organel [6]. Pfisna regulace pH
uvnitt vackl zapojenych do endocytické nebo sekrec¢ni drahy je dlleZita pro spravné smérovani vacka
[6, 88-90], které miZe byt naruseno napf. pouze malou zménou pH ve vaccich. V regulaci sméfrovani
vackl proto maji nezastupitelnou ulohu pravé antiportery kationt( alkalickych kovl a proton(. Pfi
studiu vnitrobunécénych prenasecli je Casto nejdfive nutné odstranit vySe zminéné transportery
umisténé v PM, aby bylo napf. mozné sledovat pripadné fenotypy delece genl pro transportery v

organelach [89-91], které nemusi byt bézné pozorovatelni diky funkci transporter(i PM.

Dosud bylo identifikovano celkem pét systému (obr. 2.1.1, str. 12), jez se podileji na transportu iont(
alkalickych kovl mezi jednotlivymi kompartmenty v bunikdch S. cerevisiae. Tti z téchto transporterq,
Nhx1 [92], Khal [93] a Vnx1 [94], patfi mezi antiportery a transport zprostfedkovany témito
prenasedi je Fizen protonovym gradientem vytvofenym H*-ATPasou Vma (viz kapitola 2.1.5, str. 19).
Prvni dva antiportery (Nhxlp a Khalp) jsou navic sekvencné velmi podobné antiporteru Nhal.
DalSimi ucastniky regulace vnitrobunééného homeostase iontl alkalickych kovl v organelach jsou

proteiny Mkh1 [95], Mrs7, nebo YId183 [96] a nové objeveny K*-CI” kotransporter Vhcl [91].

Nejlépe charakterisovanym intraceluldrnim transporterem je Na'(K')/H™-antiporter Nhx1 [92]
lokalisovany v prevakuolarnich vaccich odpovidajicich pozdnimu endosomu v Zivocisnych bunkach.
Mezi ulohy tohoto proteinu patfi sekvestrace iontl alkalickych kovd (K', Na®, Li*; [97]) do
prevakuolarnich vacki a do vakuoly [90, 98], regulace vnitrobunécného pH a vesikularniho
transportu. Aktivita Nhxlp dale ovliviiuje také sensitivitu kjinym chemickym latkdm (napr.
k organickym kationtim) a zménam teploty [88-90]. Nhx1p se podili rovnéz na ¢asné fazi adaptace

bunék vystavenych osmotickému stresu (viz kapitola 2.2, str. 22; [99]).

Podobnou ulohu jako Nhx1p hraje i antiporter Khal, ktery byl lokalisovan v membrané Golgiho
apardtu [93, 100]. Jeho Uloha v homeostasi iontd alkalickych kovd (K*, Na* a Li*), regulaci pH a také
vesikularniho transportu byla prokazana teprve nedavno [89, 93, 100]. Shodné s Nhx1p byla déle
pozorovana jista uloha Khalp v toleranci k dalSim chemickym latkdm a teplotnim zménam. Ukazuje
se, Ze antiportery Nhx1 a Khal jsou spolec¢né s malymi GTPasami (Ypt6 a Arl1) dileZité pro udrzeni a
regulaci obousmérného vesikularniho transportu mezi Golgiho aparatem a prevakuolarnimi vacky,
tento transport samotny mlzZe determinovat toleranci nejen k vysokym koncentracim soli, ale k fadé
dalSich strest [89, 90]. Nové byla identifikovana uloha vesikularniho transportu (a fady proteint
duleZitych pro vesikularni transport véetné& Nhx1p, Ypt6p a Arllp) také v regulaci vstupu K" do bunék

[25].
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Za transporter zajistujici sekvestraci K" a Na* do vakuol byl po dlouho dobu povazovéan prevakuolarni
Nhx1, dokud nebyl nalezen Na*(K")/H* antiporter Vnx1, jeZ je svou sekvenci mnohem podobnéjsi
Ca®'/H" antiportertim ne? typickym zastupciim Na‘/H" antiporter( . Pfesto je specificky pro Na*a K" a
netransportuje Ca®" [94]. Vnx1p vyuZiva stejné jako Nhx1lp a Khalp protonovy gradient vytvoreny
ATPasou Vma (kapitola 2.1.5, str. 19). Kromé transportu iont(l, patfi k jeho uloham také regulace
vhitrobunééného pH a po jeho deleci (vnx1) byla ve vakuoldch pozorovana jesté zbytkova
(nespecificka) Na* transportni aktivita, za kterou je zfejmé odpovédny Ca*’/H" antiporter Vex1 [101],
ktery je ale oznacovan jako Ca®" specificky. Neddvno byl objeven daléi vakuolarni transporter schopny
ovlivilovat homeostasi iontl alkalickych kovu. Jedna se o dosud jediny znamy kotransporter K" a CI’
(homolog k témto transporteridm znamym v jinych organismech) v S. cerevisiae, ktery dostal nazev
Vhcl [91]. Bylo prokazano, Ze se Vhclp skuteéné Gcastni sekvestrace K™ do vakuol. Aktivita Vhclp
ovliviluje celkovou homeostasi K* a morfologii vakuol b&hem &asné faze adaptace bunék

na osmoticky stres.

Existence systému zajistujiccho vyménu iontll K" a protonl pfes mitochondridlni membranu byla
predikovana jiz pred vice nez 50 lety [102] a pozdéji byla také prokazana pfi méreni tokd iontl na
izolovanych mitochondriich mnoha organism( [6]. M4 se za to, Ze na rozdil od vnéjsi mitochondrialni
membrany je prichod malych nabitych molekul a iontd pres vnitfni membranu striktné fizen. Pfesto
dochazi k neselektivnimu nizkoafinitnimu importu K* do mitochondrii pfes jiné pfenasele, ktery je
umocnén vnitinim zdpornym AW, Tento pfisun K™ (zvy$ovani osmotického tlaku) je pro mitochondrie
nezadouci a muze vést k nasavani vody, bobtnani a az prasknuti mitochondrie. Tomu se mitochondrie
brani K'/H" antiportnim transportem, kterého se U&astni proteiny Mkh1 [95], Mrs7 a YId183 [96].
Tyto proteiny samotné pravdépodobné netvori antiporter, ale jsou jeho dilezitymi a navzajem
nezavislymi regulatory, mezi kterymi nedochazi k pfimému kontaktu [96]. Antiporter odpovédny za
aktivni export K* z mitochondrii je tedy stdle nezndmy a je oznalovan zkratkou KHE (K'/H*

exchanger), protoze se pravdépodobné jedna o komplex mnoha proteint [95, 96].

2.1.5 Uloha H*-ATPas pro udrzeni homeostase K+ a Na*

H*-ATPasy jsou odpovédné za vytvafeni protonového gradientu pfes PM i membrany organel,
regulaci pH uvnitf i vné bunék a organel. Vznikly gradient je vyuZivan sekundarnimi aktivnimi
transportery k prenosu dilezitych Zivin, metabolitl a dalSich latek ve sméru (symport), nebo proti
sméru (antiport) gradientu proton( (kromé iontl alkalickych kovl se jedna napf. o transport
aminokyselin, vitaminQ, stopovych prvkd, glycerolu nebo P; [50, 103, 104]). Gradient protond, rozdil

v koncentracich uvnitf a vné bunék, je tak jednou z dllezitych soucdasti bunécéné fyziologie umoznujici
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prezivani bunék. V S. cerevisiae jsou &innosti H*-ATPas fizeny viechny zndmé antiportery, tedy Nhalp

a dale intracelularnich Nhx1p, Khalp a Vnx1p.

Esencidlni gen PMA1 [36] kéduje H™-ATPasu typu P tvofenou jednim proteinem lokalisovanou v PM.
Mezi jeji ulohy patfi export H" z bunék, tim reguluje vnitrobunééné pH, okyseluje médium okolo
bunék, tvori protonovy gradient a vytvari AW [37]. Pmalp je nejvice zastoupenym proteinem v PM, je
velice stabilni a spotifebovdva az 20 % burkou vyprodukovaného ATP [6, 105]. Diky svému vysokému
zastoupeni vPM je Pmalp vyuZivana pfi studiich zamérfenych na prlchod nové vzniklych
membranovych protein( sekrecni drahou [105]. Kromé PMA1 byl v genomu S. cerevisiae nalezen gen
PMA2 kédujici také H*-ATPasu sekvenéné velmi podobnou Pmalp. V porovnani s PMAI je exprese
PMA?2 za standartnich podminek velice nizkd, coZ snizuje vyznam PMA2 pro tvorbu protonového

gradientu pres PM [106].

Na rozdil od Pmalp je vakuolarni H*-ATPasa Vma (H™-ATPasu typu V) tvofena tfinacti proteiny
usporadanymi do dvou domén [107], transmembranové V, a periferni V;. Sekvencné i strukturné je
ATPasa Vma velice podobna mitochondridlnim ATP synthasam typu F [108]. Vma zajistuje
okyselovani vnitfniho prostoru vakuol, vSech vack( a organel véetné endoplasmatického retikula a
Golgiho aparatu, podili se na regulaci transportu sekrecnich vacki a je odpovédna za tvorbu
protonového gradientu na vnitrobunéénych membranach [109-111]. Tento gradient pak umoziuje

fungovani vyse pospanych vnitrobunécnych antiporterd Nhx1, Khal a Vnx1.

2.1.6 Studium antiporteru z jinych organismii v S. cerevisiae

Antiportery sekvenéné homologni k Nhalp z S. cerevisiae patti do jiz zminéné ,superrodiny” CPA
[69]. Jedna se o jak prokaryontni, tak eukaryotni transportery umisténé v PM, nebo v membranach
organel. Spolecnym znakem c¢lenll rodiny CPA je to, Ze se predikovana transmembranova cast
prenasece vidy sklada z 10-12 hydrofobnich a-helix vykazujicich silnou sekvencéni podobnost.
Jednotlivé proteiny se mohou lisit v fadé parametr(l: substratovou specifitou, délkou hydrofilnich
konc(, regulaci, nebo tim, jestli jsou elektrogenni ¢i elektroneutralni [69, 71, 84]. Studium téchto
antiporterd je také v jinych organismech stale velice aktualni a atraktivni. Jedna se napt. o studie
zamérené na osmotoleranci nekonvencnich kvasinek potencialné vyuzitelnych pro biotechnologické
aplikace [84, 112], studium chovani patogennich kvasinek rodu Candida [113, 114], vyzkum
rostlinnych antiporterd ovliviiujicich osmotoleranci rostlin [115, 116], ale také antiporter( savcich
a lidskych, které hraji dllezité role napf. v diferenciaci bunék, ve funkci ledvin, ale také v regulaci
bunék nadorovych [73, 117, 118, 70, 119, 120]. Mezi nejstudovanéjsi pat¥i savéi/ lidské antiportery
NHE, které se v organismu Ucastni regulace celé fady dalezZitych proces(, jako je napf. angiogenese,
migrace bunék, rlist a proliferace, apoptosa, syntesa DNA nebo glykolysa [121]. Zkoumaiji se také
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antiportery specifické pro jednotlivé tkané. Jednim ztakovych je lidsky Na’/H" antiporter
NHAoc/NHA2. Tento antiporter je exprimovan ve vysokém mnoiZstvi pouze v osteoklastech, kde
zajistuje spravnou diferenciaci bunék [118]. Porucha v jeho funkci mlze mit vaziné nasledky ve

formé zavaznych onemocnéni tvorby kostni tkané (osteopetrosa) a vede az ke smrti jedince.

Pfi vyzkumu Na'/H® antiporter(l jinych organismd (ale také napf. iontovych kandlG [122]) byva
s Uspéchem vyuZivan modelovy organismus S. cerevisiae [7, 84, 112, 114, 115, 119]. Vyhodou vyuziti
heterologni exprese v kvasinkach je mimo jiné jasné definované a dobre popsané genetické pozadi,
ale také jednoduchost a financ¢ni i ¢asova nendrocnost (napf. v porovnani se savéimi bunécnymi
kulturami) vnaseni gen(i, mutaci a jinych genovych manipulaci [123]. Pfi vyzkumu aktivity a vlastnosti
transporterd iontd alkalickych kov( heterologni expresi lze navic vyuzit upravenych kmen( S.
cerevisiae, které postradaji geny svych vlastnich transporter(i [6, 7]. Tak je moZné studovat izolované
také transportery, jejichZ aktivita je v plvodnim organismu velmi nizka nebo prekryta existenci fady

dalSich transporter(l pro tytéz substraty.
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2.2 Regulace homeostase ionti alkalickych kovti

V pfedchozi ¢asti (kapitola 2.1, str. 9) byly pospany jednotlivé prenasece zajistujici prenos iontud
alkalickych kov(. V pfirozeném prostredi jsou burky vystaveny ¢asto velmi proménlivym podminkam
a udrzeni homeostase iontt alkalickych kov( v bunkach je dllezitym predpokladem pro preziti, rlst a
déleni bunék. Aktivita jednotlivych transporter( je proto silné regulovana, a to na urovni regulace
exprese genll nebo na Urovni post-translacnich modifikaci. Dale Ize aktivitu transporterd ovlivnit také
napft. slozenim membrany nebo zménou vnéjsiho pH [6, 124-127]. Dalsim kritériem déleni regulatort
homeostase iontl alkalickych kovll je také, jestli se jedna obecné o regulaci ¢asné, nebo adaptivni
odpovédi napf. na osmoticky stres. Zatimco ¢asnd odpovéd zahrnuje rychly soubéh déjud, ktery se
odehraje ihned po pulsobeni stresu a umoZnuje bunkdam kratkodobé prezZiti ve zménénych
podminkach (selektivni zmény v expresi genu nejsou zpravidla patrné), adaptivni odpovéd zajistuje
dlouhodobéjsi adaptaci zahrnujici zménu v Urovni exprese genl [6, 64, 128]. Hyperosmoticky stres
obecné zplsobeny zvySenou koncentraci osmolytu (napf. NaCl) v prostfedi vede ke ztraté vody
spole¢né s K* a dochazi ke zmengovani bunék [19]. Casna bunééna odpovéd na tento stres se sklada
mimo jiné z post-translaéni regulace proteind, konkrétné zastaveni vystupu K* (fosforylaci Nhalp) a
zastaveni vystupu glycerolu (dulezitého bunécného osmolytu; [19]). Adaptivni faze odpovédi

obsahuje zmény v expresi gend, napr. indukci exprese ENA1 a genl pro tvorbu glycerolu [19].

Regulace na Urovni exprese genl je jednim z nejznaméjsich a nejdéle studovanych regulacnich déj
[125, 126] a diky pokrocilym metodam se v soucasné dobé v kvasinkach dostavaji do popredi studie
na urovni celého genomu [62] zachycujici celkovy obraz regulace exprese genl v organismu za
danych podminek. Ukazuje se, Ze kromé pritomnosti transkripcnich faktor(, aktivator( a represordq,
se na této regulaci vyrazné podili také fada dalsich faktor(, jako je napf. struktura chromatinu nebo
tvorba smycek umoznujicich klastrovani (a spolec¢nou regulaci) ,spfiznénych” genl [126, 129].
Exprese proteinu muize byt ovlivnéna také pfi prepisu genetické informace do molekuly mRNA, jejiz
stabilita (rychlost degradace) zdsadné ovliviiuje mnoiZstvi vzniklého proteinu. Degradace mRNA
obecné probiha bud' specificky pro urcéitou mRNA, nebo nespecificky a existuje nékolik moZnych cest
degradace, jako napf. deadenylace 3" konce mRNA a rozsStépeni za pomoci exosomu, degradace

pomoci endonukleas, nebo odstépeni ¢epicky z 5° koncové casti mRNA [124].

Oba vyse uvedené déje (regulace exprese genu a stabilita mRNA) jsou zastoupeny také pfi reakci
bunék na osmoticky stres [127]. Vtomto pripadé dochazi po uUcinku osmotického stresu obecné
k destabilizaci mRNA a utlumeni exprese, ale mnoZstvi mRNA pro proteiny nutné k adaptaci bunék
na osmoticky stres je zvySeno vlivem jak rlstu exprese pfislusnych gen(, tak specifickym zvySenim

stability téchto mRNA. Spolec¢nym vysledkem je zvySeni mnoZstvi protein( nutnych pro adaptaci na
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osmoticky stres [127], jako hlavni regulacni ¢lanek vtomto déji byla identifikovana stresem

aktivovana kinasa Hog1 ([130]; viz dale).

Na rozdil od vétSiny organismi a také jinych druh( kvasinek [131], nebyla u S. cerevisiae nalezena
draha RNA interference [132] zajistujici post-transkripéni umlcovani geni pomoci siRNA (silencing).

Tento stupen regulace exprese gen( v S. cerevisiae zcela chybi.

Post-translaéni modifikace obecné umoznuji fizeni funkce, lokalizace nebo degradace jiz
syntetizovanych protein(l. V homeostasi iontl alkalickych kovl je nejdalezZitéjsi modifikaci fosforylace
[133]. Fosforylovany mohou byt nejen samotné transportery iont(l alkalickych kov(, ale také

transkripcni faktory ovliviiujici miru exprese nékterych z nich (viz dale).

Kromé vysSe zminénych mozZnosti existuji jesté dalsi cesty, kterymi Ize ovlivnit ¢innost transporterd
iont( alkalickych kovU. Jednou z nich je zména AW, jez mUlze vést napt. k otevieni napétové Fizenych
kanal( Tok1 [30, 53] nebo ke zménam v nespecifickém importu kationtl (v€etné kationt( alkalickych
kovl). Umisténi transporterl vtzv. raftech patfi mezi dals$i moznosti regulace aktivity [134] a
uplatfiuje se pravdépodobné také v transportert K" a Na®. Jak bylo dfive ukdzano, patfi transportery
Nhal [135] a Trkl [25, 136] mezi proteiny, jeZ se v raftech vyskytuji, a lze predpokladat, Ze jejich
aktivita bude do znacné miry regulovana spravnym slozenim raftd stejné, jako tomu je u Pmalp. Je-li
porusena tvorba a sekrece nasycenych sfingolipid(i do PM (a tim i do raftd), mGze dojit k destabilizaci
a nespravnému prlichodu Pmalp sekrecni drahou. Protein je nasledné transportovan do vakuol [105]

a nem{(ze plnit svou tlohu v PM.

2.2.1 Regulace importu K+

Jak bylo uvedeno vy3e, vstup K" do bunék zajistuji transportery Trk1l a Trk2, které jsou schopné
pracovat jak ve vysokoafinitnim (za nedostatku K" nebo v pfitomnost Na*), tak v nizkoafinitnim (pfi
dostatku K* v okoli) reZimu [137]. Exprese obou importer( neni podle vieho ovliviiovana odchylkami
v homeostasi iont( alkalickych kov( [6], ackoli nékteré pfipady byly pozorovany. Exprese TRK1 a TRK2
U TRK1 dochazi k inhibici exprese béhem stacionarni faze ristu [138] a jako inhibitor exprese TKR2
byl nalezen komplex proteini Rpd3 a Sin3, ktery byl dfive identifikovan jako komplex odpovédny za

deacetylaci histon(. [44, 139].

PrestoZe je regulace Trklp a Trk2p na post-translacni urovni jiz dlouho studovéna, neni dosud
mechanismus regulace plné objasnén. Jiz dfive byla identifikovana a nasledné potvrzena aktivace
Trklp pomoci glukosy a dalSich fermentovatelnych zdroj uhliku [6, 24]. Pro dosaZzeni plné aktivity

transporter( zajistujicich vstup K" do bunék je dilleZita i kinasa Snfl, jeZ se také Gcastni metabolismu
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cukrl [140]. Jeji ucinek na transportery Trkl a Trk2 je spiSe nepfimy, zfejmé prostrednictvim

transkripcniho faktoru Sip4 [140].

Mezi identifikované aktivatory transporterd Trk1l a Trk2 patfi kinasy kddované geny HAL4 a HALS,
jejichZz substrat zatim neni znam. Tyto kinasy stabilizuji transportery v membrané (kromé Trklp
a Trk2p také napf. pfenadede Zivin Hxtl a Furd) v prostiedi nizké koncentrace K* a zabrafiuji
endocytose prenasecl a jejich degradaci ve vakuole [141, 142]. Ukazuje se, Ze ucinek kinasy Hal5 na
Trklp je zavisly na aktivité Ca** aktivované fosfatasy kalcineurinu [143]. Kalcineurin byl jiz d¥ive
identifikovan jako nezbytna soucast procesu prechodu od nizkoafinitniho k vysokoafinitnimu rezimu
importu K*, ktery je aktivovadn zvy$enou koncentraci Na* v prostfedi a slouzi k zvy$eni selektivity
importu ve prospéch K" [137]. Nové byla duleZitost kalcineurinu pro vysokoafinitni import K*
prokdzana také bez pfitomnosti Na* [143]. Kalcineurin také pravdé&podobné tvofi spojovaci prvek
mezi Trklp a proteinem Ypil, jeho neddvno objevenym regulatorem. Ypil je regulacni podjednotkou
proteinfosfatasy Glc7, jenz reguluje dalsi bunécéné déje, jako je mitosa, metabolismus glykogenu,

nebo sporulace [144].

Neptimy Gc¢inek na aktivitu Trklp ma také Hal3p regulujici nejen vstup K" do bunék, ale také vystup
Na® a Li* z bunék [145]. Hal3p byl identifikovan jako negativni reguldtor fosfatasy Ppz1, kterd je sama
negativnim regulatorem vstupnich (Trklp) i vystupnich (Enalp) transportert iont( alkalickych kovu
(viz dale), ucinek Hal3p je tedy na aktivitu transporteru Trklp positivni. Fosfatasa Ppz1 se spolecné
Trklp vyskytuje v membranovych raftech, kde dochazi kjejich fyzické interakci a ackoli nebyla
defosforylace Trklp pomoci Ppzlp pfimo prokazana, byla v kmenech postradajicich PPZ1 stanovena
nizéi Uroven fosforylace Trklp ne? je béiné [136]. Ucdinek Hal3p na Ppzlp je zavisly na
vhitrobunééném pH, proto je systém regulace Hal3-Ppz1 povazovan za vnitrobunécny senzor pH,

ktery kromé& vnitrobuné&&ného pH ovliviiuje i koncentraci K* [6, 136].

Kinasa Skyl se také ucastni homeostase iontl alkalickych kovl jako negativni reguldtor a pfi jeji
absenci dochdzi ke zvy3eni tolerance bunék k organickym i anorganickym kationtim véetné Na* a Li*
[146]. Ackoli nékteré prace potvrzuji moznost ovliviiovani homeostase kinasou Sky1 prostfednictvim
transporterd Nhal, Khal, a Tokl [147], jiné prace ukazuji, Ze je pravdépodobnéjsi regulace

prostrednictvim pfimého nebo nepfimého ovliviiovani aktivity Trklp [6, 146].

Jiz dfive bylo nalezeno nékolik protein znamych svou ulohou v regulaci vesikularniho transportu,
které inhibuji import K do bunék (napf. [148]), ale nejnovéjsi prace naznaduje, Ze spis neZ jednotlivé
proteiny ovliviiuje vstup K" do buné&k (méFeno vstupem Rb") spravna funkce vesikuldrniho transportu

jako takova [25]. Lze predpokladat, Ze vesikuldrni transport ovliviiuje biogenesi a degradaci
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membréanovych proteind, ale pfesny mechanismus, jakym je import K™ ovliviiovan, zndm neni. Podle
vseho se jednd o obecnéjsi zplsob regulace, protoZe aktivita Trklp mUZe byt ovlivnéna velkym
mnozstvim proteint dlleZitych pro vesikularni transport (véetné Nhx1p; viz kapitola 2.1.4, str. 17),
ale také kinasami fosforylujicimi inositol a fosfatydilinositol (geny KCS1, ARG82 a FAB1). Zapojeni
fosfatidilinositolovych drah do regulace Trklp bylo predpovézeno jiz pred mnoha lety [24],
ale mozZnost ovlivnéni homeostase iont( alkalickych kovi prostfednictvim zmén ve sloZeni raft(l jesté

¢eka na prozkoumani.

V neposledni Fadé byla identifikovdna moZnost regulace vstupu K* pomoci antiporteru Nhal [149].
Absence NHA1 vedla podle této publikace [149] ke sniZeni afinity Trklp ke K'. Touto praci bylo

dokazano, Ze existuje funkéni spojeni mezi importery a exportery iont( alkalickych kov0.

2.2.2 Regulace exportu ionta alkalickych kovi

Systém exporter( iont( alkalickych kov( je regulovan mnoha cestami [6]. Nalézame tu jak regulaci
post-translacni (Nhalp, Toklp), tak regulaci na Urovni exprese (ENA1). Zatimco prvni cesta upravuje
kinetické parametry transporter(i (hlavné Nhal) a patfi proto do ¢asné odpovédi na stres zplsobeny
Na® a Li, druhy typ regulace, regulace exprese, uréuje mnozstvi transporteru v PM a kv(li ¢asové

prodlevé nutné k syntéze novych protein( patfi do odpovédi zpoZzdénych, tzv. adaptivnich.

Pfes znacnou rozdilnost hlavnich exporter( iont( alkalickych kovl (Enalp a Nhalp) v sekvendi,
mechanismu transportu (antiporter vs. ATPasa) i filosofii regulace (Casna vs. adaptivni) nalézame
nékolik sdilenych komponent v jejich regulaci. Podstatnym prvkem fizeni obou systému (ale také
kanalu Tok1) je draha kinasy Hogl [6, 86, 150]. Uz pfi lehce zvy$eném mnoZstvi Na* v okoli buriky
(0,2-0,4 M) dochazi k nastartovani kinasové signalni kaskady (oznacovana jako draha HOG; ,High
Osmolarity Glycerol”) vedouci k fosforylaci Hoglp [150, 151]. Fosforylovana kinasa Hogl na jedné
strané vstupuje do jadra a aktivuje expresi ENA1 [151, 152] a dalSich gend, na strané druhé sama
fosforyluje transportery Nhal a Tokl v PM [86]. Hoglp se uUcastni odpovédi na osmoticky stres,
regulace metabolismu glycerolu a kromé zvy3ené koncentrace Na* muZe byt aktivovan Ffadou dalich

stresq, jako napftiklad teplotnim Sokem, hypoxii, nebo kyselinou octovou [128].

Mezi kinasy regulujici homeostasi iont(l alkalickych kovl patfi rovnéz kaseinkinasa 2 (CK2). Jednim ze
substrati CK2 je polyfunkéni transkripéni faktor Nrglp (viz také kapitola 2.2.2.1, str. 26), ktery mimo
jiné inhibuje expresi genu ENA1 [153, 154]. CK2 se sklada ze ¢tyf podjednotek, dvou katalytickych
(kinasovych), kddovanych CKA1 a CKA2, a dvou regulacnich, kédovanych CKB1 a CKB2 [155], tvoficich
spolecné funkéni heterotetramer. Na rozdil od regula¢nich podjednotek se mohou Ckalp a Cka2p

v tetrameru vzajemné zastoupit, nicméné delece genl pro obé kinasy je letalni. Delece kazidé
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z podjednotek (regulacni, nebo katalytické) vede k narustu citlivosti bunék k NaCl, v pripadé delece
regulacnich podjednotek (ckbl, nebo ckb2) je tato citlivost mnohem vyssi [153]. Ma se za to, Ze
absence jedné z regulacnich podjednotek znemoznuje tvorbu tetrameru a kinasové podjednotky jsou
pak mnohem méné aktivni, zatimco pfi deleci pouze jedné z kinasovych podjednotek je jeji pozice
v tetrameru a aktivita Caste¢né zastoupena druhou podjednotkou. Ackoli Ckalp a Cka2p vykazuji
vysokou sekvencni podobnost, bylo zjiSténo, Ze kinasova aktivita Ckalp je in vitro mnohem citlivéjsi
k zvysenym koncentracim NaCl, heparinu a sperminu nez aktivita Cka2p [156]. Déle bylo zjisténo, zZe
pouze Ckalp je schopna fosforylovat transkrip¢ni faktor Nrgl a tim omezit jeho plsobeni na represi
ENA1 [153, 154]. Ve vysledku tedy plsobi zvySena aktivita Ckalp aktivacné a delece ckal inhibi¢né na
expresi ENA1 (viz ddle; [153]). Specifickd pro Ckalp (nikoli Cka2p) je také fosforylace Yfclp,
vakuolarniho transporteru umozfiujiciho eliminaci toxickych latek (iontd Cd** a dalSich tézkych kova),
ktera muze byt ovlivnéna pritomnosti NaCl v médiu [157]. Kromé vySe uvedenych funkci se CK2 a jeji
podjednotky Ucastni regulace rady dalSich dulezZitych fyziologickych déjud, jako je napf. flokulace,
proliferace, odpovéd burnky na poskozeni DNA, nebo regulace exprese RNA polymerasy | a lll [153,

155, 156].

Na rozdil od dalSich exporterd (Nhalp a Enalp), neni v ptipadé kanalu Tokl mnoho zndmo o
mechanismu regulace jak na Urovni exprese, tak post-translacni regulace aktivity. Jak jiz bylo
uvedeno, je transport kanalem Tok1 fizen napétové (tedy AW) tak, Ze k otevieni kanalu dochazi pfi
depolarisaci membrany [30]. Jedinym dosud zndmym regulacnim prvkem je fosforylace Toklp
kinasou Hogl, ktera byla prokazana, ale dosud nebyl prokazan zadny vliv této modifikace na aktivitu
kanalu [86]. Obecné je Toklp povaZovan za transporter potfebny pro udrZeni dlouhodobé
homeostase a podle dostupnych dat je exprese TOK1 konstitutivni [158]. Na zakladé nedavno
publikovaného modelu homeostase iontd alkalickych kova [14] bylo predikovano, Ze dfive prokazana

fosforylace Toklp pomoci Hoglp vede pravdépodobné k poklesu aktivity Tok1p.

2.2.2.1 Regulace ATPasy Enal

ATPasa Enal je kddovana prvnim zrady genli ENA umisténych v tandemové repetici. Jak jiz bylo
uvedeno, zgenll ENA je ENA1 nejlépe prozkoumany a je povazovan za nejdulezitéjsi prvek
determinujici toleranci bunék k vysokym koncentracim soli alkalickych kov(. Na rozdil od ostatnich
genl v klastru, ale také na rozdil od gen(l ostatnich transporter( iontt alkalickych kovd, je gen ENA1
silné regulovan na udrovni exprese. Ke znaénému narlstu exprese ENA1 dochazi pfi zvySenych
koncentracich Na*, K" nebo Li* v médiu, pfi osmotickém stresu a pfi vy3sim extraceluldrnim pH [57,
58, 152, 159]. Ackoli se de facto jedna pouze o nékolik malo stimull aktivujicich expresi genu,

vstupuje do regulace exprese ENA1 nékolik fyziologicky velmi dulezZitych signdlnich drah, jejichz
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plUsobeni se integruje do signalu regulace promotoru ENA1 (obr. 2.2.2.1, str. 27; [6, 152]). MoZnost
regulace Enalp na post-transkripéni Urovni byla predpokladana dosud pouze v jediné praci [58],
podle které se na regulaci podili jeden z reguldtori majici zaroven svou ulohu v regulaci exprese

ENA1, konkrétné se jedna o kalcineurin (viz vyse).

solny stres, solny stres,
vysoké pH vysoké pH vysoké pH osmoticky stres
Hal3/Vhs3 l ; l l l
£ Cka1 Rim101 Snf1 Hog1
Ppz] ««««4 Kalcineurin - \\\/
P { l erm/,
PKA =]  Crz1 Mig1,2) (Skol ) <—— PKA
l — l J— [ B
promotor ENA1 ENA1
A
GIn3
L focenes Sit4 <«----- TOR
Gatl)

Obr. 22.2.2.1 Regulace exprese ENA1
Obrazek zachycuje znamé reguldtory exprese ENA1 a ukazuje, jestli se jedna o inhibici (Cervena ¢ara s tupym
koncem) nebo aktivaci (zelend Sipka). Interakce, které nejsou plné prokazany, jsou vyznaceny nespojitou ¢arou.

zdroj: prevzato a upraveno podle [6]

Prvni z duilezitych faktor( regulujicich expresi ENA1 je jiz zminéna signalni draha kinasy Hogl (obr.
2.2.2.1, str. 27). UZ pfi mirné zvysenych koncentracich Na* v prostiedi (0,2-0,4 M; [151]) je Hoglp
aktivovana fosforylaci a nasledné se podili nejen na ¢asné fazi odpovédi na tento stres (fosforylace
Nhalp, viz dale), ale i na odpovédi adaptivni tak, Ze aktivovana kinasa Hog1l fosforyluje transkripcni
faktory aktivujici expresi ENA1 [152]. Aktivace Hoglp a prenos signdlu signdlni kaskadou vede ve
findle k fosforylaci transkripéniho faktoru Skol [160], ktery v nefosforylované formé tvofi spolec¢né
s dalsimi faktory komplex inhibujici expresi ENA1 tak, Ze se tento komplex represorl vaZe na
specifické misto v promotoru ENA1 oznacované jako CRE (cyclic-AMP response element; [161]).
Tvorba komplexu represor(l obsahujicich Skolp je po aktivaci signdlni kaskady HOG (po fosforylaci
Skolp) inhibovana a exprese ENA1 je tim posilena. Zajimavé je, Ze Skolp mUze byt fosforylovan také

pomoci proteinkinasy A (PKA), jejiz aktivita zavisi na pfitomnosti cyklického adenosinmonofosfatu
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(cAMP), znamého druhého posla mezibunécné signalizace [160]. Na rozdil od drahy HOG vede
fosforylace Skolp pomoci PKA ke zvysSené inhibici exprese ENA1. Kromé fosforylace Skolp (,de-
represe” ENA1) vstupuje aktivovany Hoglp do regulace exprese ENA1 jesté v dalSim bodé, a to
aktivaci tvorby komplexu Rpd3-Sin3, jenZ vede k deacetylaci histon(, nasednuti RNA polymerasy Il a
aktivaci exprese ENA1 [162]. Draha HOG je duleZita v prostiedi se zvy3enou koncentraci Na®, zatimco
v pfitomnosti Li* (50 — 100 mM) se Hoglp U&astni aktivace exprese ENAI1 jen z mensi ¢asti [163].
Narast exprese ENA1 za vysokého pH je fizen spiSe bez Ucasti Hoglp, Ucastni se dalsi drahy, které

jsou popsany dale [6].

Druhou duleZitou drahou, jez se regulace exprese ENAI1 Uucastni, je signdlni draha fosfatasy
kalcineurinu (obr. 2.2.2.1, str. 27). V S. cerevisiae je kalcineurin tvofen dimerem obsahujicim kromé
jedné fosfatasové (redundantné kdédované geny CNA1 a CNA2) jednou regulacni (CNB1) podjednotku,
jejiz delece (cnb1) vede ke zvy3ené citlivosti k Na*, Li* a zasaditému vnéjsimu pH [137]. Kalcineurin je
aktivovan pfitomnosti volného Ca** v cytoplasmé, k nariistu vnitrobunééné koncentrace Ca** dochazi
vlivem solného stresu [164, 165], a nasledné dochazi k aktivaci fady genl zpUsobené hlavné
defosforylaci transkripéniho faktoru Crz1l (obr. 2.2.2.1, str. 27) a jeho vstupem do jadra [6]. Dvé
vazebna mista pro Crzlp zajistujici aktivaci exprese se nachazeji také v promotoru ENA1 [166]. Do
regulacniho uUcinku kalcineurinu vstupuje nékolik dalsich faktor(. Prostfednictvim kalcineurinu plsobi
na homeostasi iont( alkalickych kovl jiz zminény Ypilp (viz kapitola 2.2.1, str. 23), zvySena exprese
YPI1 vede k aktivaci kalcineurinové drahy a ke zvyseni tolerance bunék k Li*, zatimco jeho delece
(ypil) toleranci k Li* sniZuje [144]. Prostfednictvim kalcineurinu plisobi také inhibitory exprese ENA1,
jako napf. PKA [152], ktera je schopna fosforylovat Crz1p a tim inhibovat signal kalcineurinu a snizit
expresi ENA1 (obr. 2.2.2.1, str. 27; [6]). Negativni ucCinek jako PKA ma také vySe zminéna fosfatasa
Ppzlp (viz kapitola 2.2.1, str. 23), kterd se podili na regulaci importu K" (Trklp) a ktera je spole¢né
s Hal3p oznacovéna jako vnitrobunécény senzor pH [6, 136]. Mechanismus ucinku fosfatasy Ppz1 neni
plné objasnén, ale pravdépodobné se uUcastni deaktivace drahy kalcineurinu, protoZze u mutantl
postradajicich Ppz1 je tato draha konstitutivné aktivovana [167]. Represivni plsobeni Ppzlp na
expresi ENAI muze byt inhibovano Hal3p [6, 168], stejné jako v pripadé Trklp (viz kapitola 2.2.1, str.
23) je tedy Hal3p také pro ENA1 positivnim regulatorem, bez kterého neni mozné dosahnout plné
indukce ENA1. Jak se ukazuje, je kalcineurinova draha duleZitym spojovacim prvkem mezi
homeostasi iontll alkalickych kovl a mnoha dalsimi daleZitymi bunécnymi pochody jako je napf.
regulace bunééného cyklu, nebo tvorba acetylkoenzymu A. Celkové se kalcineurin podili na asi 40 %

transkripcni odpovédi ENA1 za vysokého pH [6].
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Podobné jako u kalcineurinu a Crz1p dochazi k integraci signdlG vice signdlnich drah u transkripéniho
faktoru Nrgl (obr. 2.2.2.1, str. 27). V ramci promotoru ENA1 byla predikovana 2 - 3 vazebna mista
pro aktivovany Nrglp, ktery vazbou na promotor zpulsobuje inhibici exprese [6, 154, 169]. S ohledem
na homeostasi iontl alkalickych kovl jsou dosud znamy tfi faktory omezeni represivniho plsobeni
Nrglp (jde tedy o aktivatory exprese ENA1), a to transkrip¢ni represor Rim101 a kinasy CK2 a Snfl.
CK2 byla podrobnéji popsana v predchozi kapitole (kapitola 2.2.2, str. 25). Pouze jedna z podjednotek
CK2, Ckal je schopna fosforylovat Nrglp a tim jeho represivni plsobeni na promotor ENAI omezit
[153]. Druhou regulac¢ni drahou zasahujici do exprese ENA1 prostiednictvim represoru Nrgl je draha
pojmenovana podle transkripcniho faktoru Rim101 ovliviiujiciho hlavné meiosu a sporulaci [6, 170].
Na rozdil od Ckalp, Rim101p inhibuje expresi NRG1 (a tim se podili na regulaci exprese ENA1; obr.
2.2.2.1, str. 27) za vysokého vnéjsiho pH, zatimco pfi vysokych koncentracich Na*(Li*) neni tato dréha
prilis aktivni [6, 170]. Delece rim101 zpuUsobuje citlivost bunék jak k vysokému pH, tak k vysokym
koncentracim Na' [169, 170]. Rim101p byl nedavno identifikovan také jako dileZity faktor ovliviujici
preZivani bunék ve slabych kyselinach [171], proto je zfejmé, Ze Uloha Rim101p mZe byt predevsim

udrzovani vhodného vnitrobunééného pH a adaptace na zmény v pH prostredi.

Prostfednictvim Nrglp plsobi také dalsi regulator exprese ENA1, kinasa Snfl (obr. 2.2.2.1, str. 27).
Pfi zméné zdroje uhliku zglukosy na galaktosu, nebo rafinosu dochazi k mnoha zménam
v metabolismu S. cerevisiae. Mimo jiné byla na jmenovanych zdrojich uhliku pozorovana zvysena
exprese ENA1 [172], kterou zpUsobuje kinasa Snfl aktivovana pfi nedostatku glukosy. Kromé glukosy,
mUZe byt Snflp aktivovana také pomoci zasaditého pH, a tim se tato kinasa vyrazné podili na indukci
exprese ENAI v bazickém prostredi [64, 172] nezavisle na draze HOG a kalcineurinu. Dosud byly
identifikovany dva transkrip¢ni faktory zajistujici pfenos signalu po aktivaci Snflp na promotor ENAI,
a to Miglp (alternativné Mig2p) a jiz zminény Nrglp [6]. Nedostatkem glukosy aktivovany Snflp
vstupuje do jadra a zabranuje Miglp ve tvorbé komplexu s dalSimi transkripcnimi faktory a nedochazi
tak k inhibici exprese ENA1, zatimco v pripadé aktivace Snflp v prostredi se zvySenou koncentraci soli
alkalickych kov( je exprese ENA1 ovliviiovana spiSe pres drahu Nrglp (Snflp nevstupuje do jadra)
[64, 172]. V bazickém prostiredi je pomoci aktivovaného Snflp exprese ENA1 indukovana obéma

cestami, tj. deaktivaci represoru Nrglp i Miglp (obr. 2.2.2.1, str. 27; [64]).

Regulace exprese ENA1 probiha jesté pomoci drahy TOR pojmenované podle kinasy Torl [173], jejiZ
aktivita je inhibovana v pfitomnosti imunosupresiva rapamycinu (TOR je zkratkou ,Target Of
Rapamycine”) a v prostfedi s nedostatkem nebo metabolicky Spatné dostupnym zdrojem dusiku.
Draha TOR je povazovana za hlavni regulaéni mechanismus zajistujici regulaci rlstu v zavislosti na

dostupnosti Zivin [174]. Pfechodnd indukce ENA1 byla pozorovana po inhibici drahy TOR plsobenim
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rapamycinu na bunky [173]. Indukce je podminéna pfitomnosti transkripcnich faktord Gatl a GIn3,
jenz se vazi na specifické sekvence GATA v promotoru (v promotoru ENA1 jich je 6) a aktivuji expresi
[173, 175]. Mezi¢lankem je pravdépodobné jesté fosfatasa Sit4 (viz kapitola 2.2.2.2, str. 30)
odpovédnd za prenos signalu tak, Ze aktivovany Torlp aktivuje Sit4p, ktery nasledné inhibuje
plUsobeni GIn3p a Gatlp [6, 172, 176]. Ve vysledku je tedy Torlp negativnim regulatorem exprese
ENA1 (obr. 2.2.2.1, str. 27).

Kromé zminénych regulator(l jsou s regulaci exprese ENA1 spojeny také produkty gent HAL1 a REF2 a
nékteré dalsi faktory se na této regulaci mohou podilet neptimou formou [6]. Rada z téchto regulaci
byla v ramci vyzkumnych praci zatim spiSe pouze naznacena a jejich uloha v celém obrazu regulace

exprese ENA1 ¢eka na objasnéni.

V nedavno zverejnéné praci bylo na zakladé pocitacové simulace predikovano, Ze rist exprese ENA1
mUZe byt dlleZitym krokem pro obnoveni AW po preneseni bunék do prostredi s vysokou koncentraci
K*, nebo pfi vysokém pH [14]. Obnoveni AW pokleslého diky popsanému stresu mize pomahat
k prezivani bunék. Zajimavé je, Zze podle této predikce by mél byt vliv zmén exprese ENA1 na AW
pomérné velky, ale zatim nebyl prokazan experimentalné, ackoli transportery Ena byly v minulosti

tématem mnoha studii [6].

2.2.2.2 Regulace antiporteru Nhal

Na rozdil od ENA1 byla u NHAI pozorovana stabilni exprese, ktera se neménila vlivem vnéjsi
koncentrace Na® nebo pH [63] a dosud nebyly nalezeny ani jiné podminky, které by vedly
k signifikantnim zménam v jeho expresi. Antiporter Nhal je tak povaZovan za protein duleZity pro
permanentni udrZovani homeostase iont( alkalickych kovl, ktery je v burkach stdle pritomen
v témér konstantnim mnoZstvi, a jehoZ regulace je fizena na Urovni post-translacni. Ackoli je Nhalp
intenzivné studovan jiz mnoho let, je jedinou prokazanou modifikaci fosforylace dvou Thr zbytk(
(T765 a T876) aktivovanou kinasou Hog1 [86]. Tato fosforylace je dlileZitou soucasti véasné odpovédi
bunék na hyperosmoticky Sok (vyvolany NaCl), jeZz pomahd k prezivani bunék do té doby,
neZ se nastartuji dalsi adaptivni mechanismy (napf. indukce exprese ENA1). Pozdéji bylo zjisténo,
Ze osmoticky $ok zpUsobeny sorbitolem vede po aktivaci Hoglp ke sniZeni exportu K* pfes Nhalp
[83]. Omezeni vystupu K* vede v prostiedi s vysokou osmolaritou ke sniZeni Gniku vody a v prostfedi

s Na" nedochazi k tak snadné vyméné vnitrobunéénych iontl K* za toxické Na*.

Vystup K" mizZe byt pfi solném stresu také aktivovan zvy$enou expresi jiz zminéné fosfatasy Sit4
indukovanou zvy$enou koncentraci Na®, K" a Li* [176]. Dale bylo zjiténo, Ze vystup K' muaze byt

prostrednictvim Sit4p (a pouze za pfitomnosti Nhalp) positivné regulovan produktem genu SAP185
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(pFi zvy$ené expresi SAP185 je vystup K* aktivovan) a negativné regulovan produktem genu SAP155
(jehoz zvy$end exprese vede k inhibici exportu K*) [177]. Fosfatasa Sit4 tedy pravdépodobné hraje roli
nejen pri regulaci ENA1 (viz predchozi kapitola), ale také pfi regulaci Nhalp. Jako dlkaz o vzajemné
interakci mezi proteiny Sit4 a Nhal se uvadi jiz zminény fakt, Ze blok mezi fazemi G; a S zplisobeny

soucasnou deleci sit4 a hal3 mize byt prekonan zvySenou expresi NHA1 [77, 87].

Kromé vysSe uvedenych interakci bylo na zakladé vice studii identifikovano jesté nékolik dalSich
proteinll, které s Nhalp pfimo interaguji, jako je Cos3p, ktery svou pfitomnosti zvySuje toleranci
bunék k solim [178], nebo napf. proteiny Ppz1, Hsp30 a dalsi [179], uloha interakci vSak jesté nebyla
prostudovana. Jak bylo uvedeno, jedinou dosud znamou post-transla¢ni modifikaci je fosforylace
pomoci Hoglp, ackoli metodou hmotnostni spektroskopie bylo v minulosti identifikovano jesté
alespont 12 dalSich AA zbytkd fosforylovanych za rliznych podminek dosud neznamymi kinasami
(pfehled viz publikace ¢. 4, str. 41). Dale byla v ramci této prace predikovana jesté celd fada dalSich
potencionalnich mist fosforylace, ktera jsou sekvenc¢né i na zdkladé predpokladané topologie pro

fosforylaci vhodna.
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2.2.3 Dalsi proteiny podilejici se na homeostasi iontt alkalickych kovii, proteiny 14-3-3

Mezi potencidlni regulatory homeostase iontl alkalickych kov( byly identifikovany také proteiny 14-
3-3 tvofici rodinu vysoce konzervovanych, malych, kyselych proteind, které se vyskytuji ve formé
funkcéniho dimeru ve vSech dosud zkoumanych eukaryotnich burikach z pravidla ve vice isoformach.
Jedna se o rozpustné proteiny, které interaguji s velkym mnoZstvim (stovkami) partner( a ucastni se
tak rady duleZitych procest. Ackoli dosud nebyla role téchto proteint plné objasnéna, dosavadni
studie ukazuji, Ze vytvoreni vazby mezi proteinem z rodiny 14-3-3 a jeho interakénim partnerem hraje
dllezitou roli napt. pfi aktivaci, nebo inaktivaci nékterych enzym(, ovliviiuje subcelularni lokalizaci
nékterych transkripcnich faktort, maze stimulovat interakci jinych proteind, nebo muzZe pulsobit jako
chranici skupina specifického aktivniho mista nékterych enzym( [180-183]. Ackoli se nejedna o
kinasy, ani o fosfatasy, hraje fosforylace interakéniho partnera dllezitou ulohu v tom, jestli k vazbé

s proteinem z rodiny 14-3-3 dojde ¢i nikoli.

V S. cerevisiae existuji dvé isoformy proteind 14-3-3 kédované geny BMH1 a BMH2. Dominantni
Ulohu hraje protein Bmh1l (267 AA) s 80% zastoupenim, zatimco Bmh2p (273 AA) tvofi v burikach
pouze zbylych 20 % [184]. O dlleZitosti téchto proteini svédci to, Ze vykazuji tzv. syntetickou letalitu,
tedy delece obou gen( zaroven nebo nefunkénost obou proteinli vede ke smrti buriky ve vétsiné
studovanych kmenu S. cerevisiae. Na zakladé proteomické analysy bylo identifikovano v S. cerevisiae
asi 270 interakcnich partner(l a dalSimi pracemi byla potvrzena regulacni Uloha proteind Bmhl a

Bmh2 v fadé signalnich drah [185].

Z experimentdalné potvrzenych interakcnich partnerli Bmhlp a Bmh2p uvedme napf. Snflp, Haldp,
nebo Ppzlp, tedy proteiny ucastnici se regulace homeostase iont( alkalickych kovi, AW a
vnitrobuné¢ného pH (viz kapitola 2.2, str. 22). Ucel téchto interakci je zatim nezndmy. Moznost
zapojeni proteintd 14-3-3 do regulace homeostase iont( alkalickych kovl také naznacuje zvysena
citlivost kmene postradajiccho gen BMH1 kNa® a knékterym organickym kationtim (napf.
hygromycin B; [29, 186]), ale také silnd indukce exprese BMH1 pfi zvySenych koncentracich NaCl
[159]. Je tfeba dodat, Ze u jinych organism( bylo jiz dfive provedeno nékolik studii ukazujicich funkéni
propojeni mezi transportery iontt alkalickych kovl a proteiny 14-3-3, které byly identifikovany napf.

jako regulatory sav&ich Na’/H" antiporterd [187] a rostlinného K" kanélu Tpk1 [188].
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3 Cile prace

Hlavnim cilem prfedkldadané disertaéni prace byla charakterisace fyziologickych uloh Na'/H*
antiporterd v kvasinkach. Prace vznikla v prostfedi intenzivni mezinarodni spoluprace pfi vyzkumu

homeostase iont( alkalickych kov( v kvasinkach v ramci projektu ERA SysMo Translucent | a ll.

Pro zjisténi fyziologickych Gloh Na*/H" antiportert v burikdch kvasinek bylo tfeba pFipravit celou sérii
mutantnich kmen( postradajicich v riznych kombinacich geny kodujici jednotlivé transportery iontt
alkalickych kov(i, charakterisovat zakladni vlastnosti a fyziologické parametry téchto kmen(, a

nakonec tyto kmeny cilen& vyuZit pro studium Gloh Na’/H" antiportert plasmatické membrany
K hlavnim ciliim této disertacni prace patfi:

1) Zjistit, zda existuji rozdily v obsahu iontt alkalickych kov( mezi riznymi kmeny S. cerevisiae a
od nich odvozenymi mutanty.

2) Objasnit vzajemné interakce mezi vstupnimi a vystupnimi transportery iont0 alkalickych kovi
a zjistit, jakym zplsobem je zajisténo prezivani bunék v prostredi s extrémné nizkymi nebo
vysokymi koncentracemi K.

3) Najit dosud nezndmé reguldtory exporterl iont( alkalickych kov(l a studovat, jakym
zplUsobem regulace probiha.

4) Vyuzit ziskané znalosti pfi studiu heterologné exprimovanych transporter( iontl alkalickych

kovl z vyssich eukaryot a pti vyvoji novych metod.
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4 Vysledky

Vysledky této disertacni prace jsou shrnuty celkem v péti publikovanych pracich (kapitola 4.1, 4.2,
4.3, 4.4 a 4.6), v jednom rukopise (kapitola 4.5) a v jedné dalsi kapitole obsahujici struc¢ny popis
vysledk(l projektu aplikovaného vyzkumu, o jejichZ publikaci se zatim neuvazuje (kapitola 4.7).

Materidly a metody pouZité v rdmci disertacni prace jsou uvedeny primo v jednotlivych publikacich.

Prvni publikace ,Saccharomyces cerevisiae BY4741 and W303-1A laboratory strains differ in salt
tolerance” (kapitola 4.1, str. 37) se zabyva studiem dvou (ve vyzkumu) nejvice pouzivanych
laboratornich kmenQ S. cerevisiae, BY4741 a W303. Bylo pozorovano, jak se vtéchto kmenech
vzajemné lisi jednotlivé parametry homeostase iont( alkalickych kov(i a ukazalo se, Ze vykazuji
znacné odchylky v toleranci k jednotlivym iontiim alkalickych kov(i a organickym kationtim (napft.
spermin) nebo v relativnim membranovém potenciadlu. Dale byly nalezeny rozdily ve velikosti bunék a
stanovené suché vaze. Vysledky této prace ukazaly, Ze i rozdily vramci dvou kmen( S. cerevisiae
mohou v nékterych parametrech znacné ovlivnit regulaci homeostase iontl alkalickych kovd.
Vysledky z této prace (napf. nové stanovené hodnoty suché vahy nebo velikosti bunék) byly dale
vyuzity pfi pfipravé a vyhodnocovani experimentd, jejichz vysledky byly publikovany v dalsich studiich

(napf. kapitola 4.2 a 4.3).

V ramci druhé publikace ,Lack of main K* uptake systems in Saccharomyces cerevisiae cells affects
yeast performance in both potassium-sufficient and potassium-limiting conditions” (kapitola 4.2,
str. 38) byla detailné studovéna role transporter(l Trkl a Trk2 ve fyziologii bunky v prostredi
s dostatkem i s nedostatkem K" a bylo zjisténo, Ze pfes velkou fadu sledovanych parametr(i se v
prostiedi s dostateénym mnozstvim K* delece obou vstupnich systém (trk1 trk2) projevi hlavné ve
snizeném intraceluldrnim pH a rGstu AW, zatimco za nedostatku K* bylo pozorovano smrstovani
bunék, objevil se rlst rozdilu v AW, pokles intracelularniho pH a zmény v citlivosti k organickym
kationtim. V této publikaci byla poprvé detailné popsana Casova zavislost pozorovanych déja a
zmény kinetickych parametr( importu K" po pfeneseni bunék do média bez drasliku. Poprvé zde byla
také objevena inhibice exportu K" po pfeneseni bunék do média bez K (hladovéni bunék na KY).
Inhibice exportu K" ukazovala na to, Ze absence vstupnich transporter(i inhibuje exportery, toto
funkcni propojeni dosud nebylo popsano a jev byl proto zkouman detailnéji v rdmci treti publikace
»Plasma-membrane hyperpolarization diminishes the cation efflux via Nhal antiporter and Ena
ATPase under potassium limiting conditions” (kapitola 4.3, str. 40). Nejdfive bylo zjisténo,
Ze v ptipadé absence Trklp a Trk2p je export K" po pfeneseni bunék do média bez K* plné zastaven

podobné, jako kdyZ jsou exportery odstranény. Déle se ukdazalo, Ze exportu K™ (pfi hladovéni na K°)
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se Ucastni hlavné Nhalp a Enalp a ¢astecné také Tokl1p. Po deleci TRK1 a TRK2 jsou tedy inhibovany
vSechny exportery. Jako regulacni mechanismus byl identifikovan zvyseny AW kmen( postradajicich
Trklp a Trk2p, ktery stoji za inhibici aktivity vSech tfi exportnich systém(. Objeveny regulacni
mechanismus vyrazné pfispiva k objasnéni obecnych zasad regulace homeostase iontl alkalickych

kovd.

Vramci ctvrté publikace ,Yeast 14-3-3 proteins participate in the regulation of cell cation
homeostasis via interaction with Nhal alkali-metal-cation/proton antiporter” (kapitola 4.4, str. 41)
byl poprvé popsana regulace homeostase iontl alkalickych kovl pomoci proteinti 14-3-3 u S.
cerevisiae. Pomoci studia genetickych i fyzickych interakci bylo zjisténo, Ze proteiny 14-3-3 jsou
specifickymi positivnimi reguldtory (aktivatory) antiporteru Nhal a Ze s nim také fyzicky interaguiji.
Bylo prokazano, Ze existuje pravdépodobné vice mist interakce, protoze proteiny 14-3-3 interaguji jak
s transmembranovou polovinou, tak C-koncovou hydrofilni polovinou Nhalp. Druhym nové
identifikovanym reguldtorem Nhalp je jedna zpodjednotek kaseinkinasy 2 (CK2), katalyticka
podjednotka Ckalp. Genetickd interakce mezi CKA1 a NHA1 byla objevena v ramci paté publikace
»Pleiotropic role of CKA1 in salt tolerance and cation homeostasis”“ (kapitola 4.5, str. 42). Ukazalo
se, Ze jiz drive popsana schopnost Ckalp regulovat expresi ENA1 neni jedinou cestou, kterou Ckalp
ovliviiuje homeostasi iontt alkalickych kova. Kinasa Ckal byla v ramci publikace poprvé pospéana jako
positivni regulator (aktivator) Nhalp. Hledani mista interakce (fosforylace) Ckalp v sekvenci Nhalp
bylo (i pfes pouziti in silico predikce) neldspésné, ale bylo prokazano, Ze pro interakci neni nutna C-
koncova hydrofilni ¢ast proteinu. Kromé regulace exprese ENAI1 a regulace aktivity Nhalp byla
poprvé identifikovana také dalsi ucast Ckalp v homeostasi iontl alkalickych kov( nezavisla na
pritomnosti exporterti Nhal a Ena. V ramci ¢tvrté a paté publikace tedy byly identifikovany dva dosud

neznamé positivni regulatory aktivity Nhalp.

Na‘/H* antiporter byl studovén rovné? v $esté publikaci ,Mutational analysis of NHAoc/NHA2 in
Saccharomyces cerevisiae* (kapitola 4.6, str. 44), ktera na rozdil od ostatnich popisuje studii
zaméfenou na lidsky Na*/H" antiporter NHAoc/NHA2, homolog ScNHA1. NHAoc/NHA?2 je nutny pro
spravnou diferenciaci lidskych osteoklast(l. cDNA sav¢iho genu byla vramci této studie Uspésné
exprimovana v mutantnim kmeni S. cerevisiae postradajicim vlastni exportery iontd alkalickych kova
a byla testovana aktivita exprimovaného proteinu a vliv specifickych mutaci na aktivitu. Na zakladé
studie byly identifikovany dulezité aminokyseliny, po jejichz mutaci (nebo kombinaci vice mutaci)
dochazelo k vyraznému poklesu transportni aktivity proteinu. Timto pfistupem bylo odhaleno, Ze i
samotnd mutace v jednom ze tfi identifikovanych AA zbytk(l m(Ze zasadné ovlivnit aktivitu

transporteru a v lidském organismu m(ze takova mutace stat za poruchami tvorby kosti.
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Soucasti této disertacni prace jsou také nepublikované vysledky projektu aplikovaného vyzkumu
(kapitola 4.7, str. 45). V ramci ziskaného grantu probihala spoluprace s firmou DEL, a.s. zaméfenou na
vyvoj software pro prlimyslové podniky. Vysledkem spoluprace byl vznik funkéni aplikace Ocellaris
(www.ocellaris.cz) pro automatickou analysu mikroskopickych snimkd, ktera poskytuje vypocetni
podporu a de facto umoznuje méreni pH v mikroskopu v jednotlivych burnkach kvasinek exprimujicich

pH sensitivni verzi zeleného fluorescencéniho proteinu (pHIuorin).

36



Vysledky

4.1 Publikace ¢. 1 - Saccharomyces cerevisiae BY4741 and W303-1A

laboratory strains differ in salt tolerance

V oblasti zakladniho vyzkumu je celosvétové standardné pouzivano pouze nékolik tzv. laboratornich
kmen( S. cerevisiae. Také v oblasti vyzkumu homeostase iontl alkalickych kov( je skupina
standardné pouZivanych laboratornich kmen( pomérné ustalena, presto jsou v ramci jednotlivych
laboratofi pouzivany ke stejnym pokuslim rizné kmeny. Tento fakt ¢asto nemusi byt vyznamny, ale
v fadé pripadd se v minulosti ukazalo, Ze neni vidy mozné srovnavat vysledky ziskané s rdznymi
kmeny. V nasi laboratofi byl po dlouha Iéta k vyzkumu homeostase iont( alkalickych kovd vyuzivan
kmen W303-1A (viz napf. [63]) a od néj odvozené mutanty. Na zakladé vyvoje ve védecké komunité,
vybéru kmen(, u kterych byla v relevantni dobu jiZ znama sekvence genomu, a také na zakladé nové
vznikajicich projektl a spolupraci se objevila potfeba vyménit dosud pouzivany kmen W303 za kmen
BY4741. Pro zachovani kontinuity a mozZnosti vyuZiti drivéjSich vysledk( laboratofe bylo potreba
provést intenzivni porovnani zakladnich fyziologickych parametri obou kmen(, a také srovnat jejich
chovani (a chovani odvozenych mutantd) v pfitomnosti extrémné vysokych nebo nizkych

koncentracich iont0 alkalickych kov0.

Zakladni fyziologické parametry obou kment (a pfislusnych odvozenych mutantnich kmena) byly
soucasné charakterisovany a bylo zjiSténo, Ze bunky obou kmen( se vzdjemné lisi ve velikosti,
objemu, véze susiny, obsahu K, toleranci kiontim alkalickych kov(i, amonnym a organickym
kationtim (napf. hygromycin B) a pravdépodobné také v AW. Mimo vzajemné srovnani obou kmena
byl v této praci poprvé odhalen negativni vztah mezi rdstovou fazi a vnitrobuné&nym obsahem K.
Buriky ve velmi ¢asné rlstové fazi mély v obou zkoumanych kmenech mnohem vy3si obsah K, nez

bunky v pozdéjsi fazi rlstu bunécné kultury.

Prace tedy ukazala na znac¢né rozdily v absolutnich hodnotach vysledk(, které je mozné nalézt u dvou
béZné pouzivanych kmena S. cerevisiae, poukazala na fakt, Ze variabilita v ramci jednoho druhu mize
byt vyznamn3, a prispéla do diskuse o tom, jestli je pti dalSim vyzkumu dllezité pozorované fenotypy

ovérovat ve vice kmenech.
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4.2 Publikace ¢. 2 - Lack of main K* uptake systems in Saccharomyces
cerevisiae cells affects yeast performance in both potassium-sufficient

and potassium-limiting conditions

Pfi studiu homeostase iontd alkalickych kovl byla nejprve vénovana pozornost importerdm K* Trk1 a
Trk2. Mezi fenotypy delece trk1 a trk2 patfi neschopnost rlstu pfi snizené koncentraci K, zvyseni
relativniho AW a vy3§i citlivost k organickym kationtlim (napf. spermin), Li* a Na* [12, 30, 34]. V ramci
drive publikovanych studii vSsak dosud nebyl podrobné studovan prechod bunék z prostredi
s nelimitujici koncentraci K" do prostfedi s nizkym obsahem K, dal$im problémem dFivéjsich studii
byla ¢asto relativné vysoka pfirozend koncentrace K" v médiu. Aby bylo mozné proces hladovéni na K*
studovat, bylo v rdmci této prace navrzeno a na objednavku vyrobeno ristové médium, jehoZ pouziti

umoznovalo pozorovat chovani bunék v pfitomnosti dostateéného mnozstvi viech Zivin kromé K.

V prvni Casti prace byl sledovan rist bunék (BY4741 a kmene postradajiciho TRK1 a/nebo TRK2)
v pfitomnosti rtznych koncentraci K a za rdzného pH. Zaroveri byl méFen relativni AW,
vnitrobunééné pH, mira okyselovani okoli burikami, ale také citlivost na Na®, Li* a nékteré organické
kationty. Pfi mnohem lépe definované koncentraci K" v médiu byly potvrzeny vysledky pfedchozich
studii tak, Ze kmeny postradajici TRK1 (plati stejné pro kmen postradajici soucasné TRK1 a TRK2) jsou
hyperpolarisované, citlivé ke kationtdm (Na®, Li* a organickym kationtim) a také ke snizené
koncentraci K*. Déle bylo pozorovano snizené vnitrobunééné pH a snizend schopnost okyselovani
prostredi jako dlsledek delece trk1. Vliv delece trk1 byl pozorovan také v prostredi s nelimitujicim
(cca 50 — 100 mM) mnozstvim K (napf. sniZzeni vnitrobuné&ného pH, okyselovani okoli bunék a rozdil

v AW),

V druhé ¢asti byla studovana Casova zavislost déju, které probihaji po preneseni bunék do prostredi
bez K'. Také zde byly porovnavany charakteristiky bunék BY4741 s derivitem tohoto kmene
postradajicim TRK1 a TRK2. Po pfeneseni bunék do média bez K* byl pozorovan intenzivni pokles
vnitrobunééného obsahu K* u bunék BY4741 v &ase, zatimco u bunék bez TRK1 a TRK2 byl pokles
mnohem pomalejsi. Souc¢asné se ztratou K* dochdzelo k poklesu velikosti bunék BY4741 a tento
pokles byl opét mnohem slabsi u kmen( postradajicich TRK1 a TRK2. Rozdil AW mezi obéma kmeny
(hyperpolarisace kmene bez importer( K*), ktery je znaény i pti dostatku K*, se v prostiedi bez K*
zvétsil. Prekvapivé, nebyla pozorovana zdsadni zména vnitrobunécéného pH v ¢ase u obou kmen(. pH
se b&hem hladovéni bunék na K* jen velmi pozvolna zvy3ovalo (rovhomérné) u obou kmend. V préci
byly také stanoveny kinetické parametry vstupu (Kr a Vmay; méfenim vstupu Rb* jako analoga K*) u

obou kmend v zavislosti na obsahu K* v prostiedi. Kinetické parametry se v zavislosti na koncentraci
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K" ménily pouze u kmene BY4741, zatimco u kmene postradajiciho TRK1 a TRK2 byly konstantni, coz

potvrzuje, Ze po deleci importert nedochazi ke specifickému importu K.

Vysledky z této prace, a to pfedevsim pozorované zastaveni vystupu K" b&hem hladovéni bunék na K"
u kmene bez TRK1 a TRK2, se staly vychodiskem pro dalsi praci (kapitola 4.3, str. 40), ve které bylo

zastaveni exportu vlivem delece importer( podrobnéji studovano.
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4.3 Publikace ¢. 3 - Plasma-membrane hyperpolarization diminishes the
cation efflux via Nhal antiporter and Ena ATPase under potassium

limiting conditions

Na zakladé vysledka ziskanych v ramci predchozi publikace (kapitola 4.2, str. 38) vyvstala fada otazek.
Vystup K" z bunék b&hem hladovéni na K* byl pozorovndm u kmene BY4741, ale po deleci genti TRK1
a TRK2 se tento vystup zastavil. To naznacovalo, Ze s odstranénim TRK1 a TRK2 je snizeny vystup,
takZze u nékterého ze tfi exporterd doslo ke snizeni jeho aktivity. Pro objasnéni toho, ktery
z exporterd se vystupu K* pfi hladovéni G¢astni, byly pouZity kmeny postradajici jednotlivé geny ENA,
NHA1 a TOK1, dale kombinace dvojic a také kmen postradajici vSechny tfi exportni systémy. Vysledky
z pfedchozi publikace (kapitola 4.2; vystup K" z bunék v &ase) byly opakovany a porovnany s kmenem
postradajicim viechny duleZité transportery K" v PM (delece trk1, trk2, tokl1, nhal a geny enal-5). Na
zékladé téchto experiment(l bylo zfejmé, Ze pozorovany vystup K* probihd ¢aste¢né pfes viechny
exportni systémy a Ze vSechny tyto exportery (Ena, Tok1l a Nhal) maji po deleci trk1 a trk2 vyrazné

nizsi aktivitu.

Soucasna nefunkcnost vsech tfi exporterl majicich odliSny mechanismus transportu (kanal,
antiporter, ATPasa) a také rozdilnou regulaci (regulace exprese, Ci post-translacni modifikace)
naznacovala, Ze se jednd o obecny regulacni jev, ktery byl schopen inhibovat aktivitu vsSech
exporterl. Bylo zjisténo, Ze zvySeny AW je tim regulacnim prvkem upravujicim aktivitu vSech
exportert. Pomoci delece tok1 v kmeni postradajicim TRK1 a TRK2 byla tato skutecnost prokazana,
protoZe nasledné doslo k poklesu AW, opétovnému odblokovani exportu K™ a zmen$ovani bunék pfi

hladovéni na K" jako v kmeni rodi¢ovském.

V ramci této publikace bylo poprvé objeveno, Ze se viechny exportery podileji na exportu K* pfi

snizeném obsahu K v okoli a véechny mohou byt spoleéné inhibovany pomoci zvy$eného AW.
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4.4 Publikace ¢. 4 - Yeast 14-3-3 proteins participate in the regulation of
cell cation homeostasis via interaction with Nhal alkali-metal-

cation/proton antiporter

Vzajemny regulaéni vztah mezi importery a exportery iontd alkalickych kovl byl na zakladé publikaci
€. 2 a 3 objeven a prokazan (kapitola 4.2 a 4.3). Dalsim ukolem této disertacni prace tedy bylo pokusit

se identifikovat proteiny, které by se na regulaci aktivity studovanych transporterd mohly podilet.

Na zakladé nedavno publikovanych dat [29, 186-188] byly proteiny 14-3-3 (kddované v S. cerevisiae
geny BMH1 a BMH?2) identifikovany jako potencidlni regulatory homeostase iontl alkalickych kovu.
Systematickou pfipravou a testovanim kmenQ s rlznymi kombinacemi deleci transporter( iontt
alkalickych kov( v kombinaci s deleci genu BMH1 ¢i BMH2 bylo zjisténo, Ze jedinym interakénim
partnerem proteint 14-3-3 je antiporter Nhal. Nepfitomnost BMH1 vedla u bunék nesoucich gen
NHA1 ke snizeni tolerance k iontim alkalickych kov( a také k organickym kationtlim (napf. spermin).
Dale bylo zjiSténo, Ze vlivem delece bmh1 nedochazi ke zménam membranového potencidlu a Ze
citlivost k organickym kationtim nesouvisi s objevenou interakci protein( 14-3-3 s Nhalp, ale jde
pravdépodobné o regulaci intracelularni detoxifikace organickych kationt(l (napf. sekvestrace do
vakuol). Dale bylo prokazano, Ze pfi absenci BMH1, mlze byt role Bmhlp zastoupena umélym
zvySenim exprese BHM2, oba geny tedy hraji v homeostasi iont( alkalickych kov( stejnou udlohu, ale

liSi se Urovni exprese.

V druhé c¢asti prace bylo objasnéno, Ze nejde pouze o interakci gend, ale také o primou fyzickou
interakci antiporteru Nhal s proteiny 14-3-3 (na urovni proteind). Pfi hledani mista interakce
v sekvenci Nhalp bylo zjisténo, Ze interakce probiha na vice mistech, alespon jednom v C-koncové
cytosolické c¢asti Nhalp a alespon jednom v ¢asti transmembranové (napf. na jednom z konct pobliz
zanofeni proteinu do membrany nebo v cytosolicky orientovanych smyckach; [81]). Na zakladé
prazkumu specializovanych databazi bylo (kromé AA zbytk( fosforylovanych Hoglp; [86]) nalezeno
dvanact novych mist fosforylace (potencidlnich mist vazby proteini 14-3-3) v sekvenci Nhalp (viz
Supplementary table 1 vtéto publikaci). Vzhledem k vysoké pravdépodobnosti, Ze by bylo nutné
otestovat jesté vice potencialnich mist interakce, bylo rozhodnuto vysledky publikovat a identifikaci

mista interakce v budoucnu fesit jako samostatny projekt.

Vramci této prace doslo kodhaleni nového reguldtoru homeostase iontl alkalickych kov( v
kvasinkach, proteini 14-3-3, které se ucastni regulace prostfednictvim vice primych interakci
s Nhalp. Proteiny 14-3-3 plsobi jako positivni regulatory Nhalp odpovédné za plnou aktivaci

antiporteru.
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4.5 Rukopis ¢. 5 - Pleiotropic role of CKA1 in salt tolerance and cation

homeostasis

Stejné jako predchozi publikace se také tato zabyva identifikaci novych interakénich partner( a
proteinli schopnych regulovat transportery iont( alkalickych kovl. Jak jiZz bylo uvedeno v predchozi
publikaci (kapitola 4.4, str. 41), ve specializovanych databazich bylo moZné nalézt celkem ¢trnact mist
fosforylace Nhalp, u kterych byla fosforylace prokdzana metodou hmotnostni spektroskopie, ale
pouze u dvou z nich byla prokazana fosforylace kinasou Hogl [86]. U ostatnich dvanacti AA zbytkU
byla fosforylace za urcitych podminek prokazana, ale odpovédna kinasa nebyla nalezena. V ramci
této prace bylo provedeno hledani charakteristickych sekvencnich motiva kvasinkovych kinas pro
identifikovana mista fosforylace a po odborné konsultaci (Dr. O. Schmidt, Freiburg, Némecko) byla
jako odpovédna kinasa pro fosforylaci zbytkd S669 a S683 identifikovana kaseinkinasa 2 (CK2). Jelikoz
byla jedna z katalytickych podjednotek CK2, Ckalp jiz dfive identifikovana jako positivni reguldtor
exprese ENAI [153], bylo rozhodnuto se touto podjednotkou zabyvat detailnéji a zjistit, jestli je
regulace exprese ENA1 jedinou cestu, kterou Ckalp muiZe do homeostase iontd alkalickych kovl

zasahnout.

V prvni casti prace byla pfipravena sada kmen( postradajicich jednotlivé geny, nebo rlzné
kombinace genll NHA1, ENA a CKA1. Testy citlivosti kiontim alkalickych kov(i a méreni rychlosti
exportu K" a Na* odhalily, Ze Ckalp hraje ddleZitou roli v regulaci homeostase iontd alkalickych kovd
nejen prostrednictvim regulace ENA1, ale také regulaci aktivity Nhalp a déle jesté alespon jednim
mechanismem nezavislym na exporterech Ena a Nhal, ktery je pravdépodobné spojen s regulaci AW.
Dale bylo prokazano, Ze pfi konstitutivni expresi ENA1 neni regulovana aktivita Enalp pomoci Ckalp
(pomoci Ckalp je tedy regulovana vyhradné exprese ENA1). Na druhou stranu, Nhalp je regulovan i
pfi uméle zvysené stabilni expresi a zda se, Ze regulace probiha (na rozdil od Enalp) pravé na urovni

regulace aktivity transporteru pomoci Ckalp.

V druhé casti bylo hledano misto interakce (pravdépodobné fosforylace nékterého AA zbytku Nhalp)
mezi Nhalp a Ckalp. Na zakladé jiz zminéné analysy dat z databazi byla provedena cilené mutace
v Nhalp tak, Ze zbytky S669 a S683 (a nékolik okolnich Sa T) byly nahrazeny alaninem. Po
charakterisaci fenotyp( bylo zfejmé, Ze Zzadny z testovanych AA zbytk( nebyl odpovédnym za regulaci
Nhalp pomoci Ckalp. Vzhledem kvelkému mnoZstvi moznosti, které by bylo nutné otestovat
v sekvenci Nhalp, byla testovdna nejdfive zkracenad verze Nhal-472p, které obsahovala pouze
transmembranovou ¢ast Nhalp (prvnich 472 AA; [82]) a téméf cely cytosolicky C-konec chybél.
Prekvapivé bylo zjisténo, Zze AA zbytek (nebo vice zbytk(l) odpovédny za interakci Nhalp s Ckalp se

pravdépodobné nachdzi vnékteré zintraceluldrnich smycek, nebo kratkych, cytosolicky
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orientovanych koncich (N-konec a zacatek C-konce) vramci prvnich 472 AA. Na zakladé dfive
publikovaného modelu topologie Nhalp [82], dat dostupnych ve specializovanych databazich [189-
191] a in silico predikénich nastroji [190] bylo identifikovano celkem 13 predpokladanych mist

fosforylace Nhalp kinasou Ckal, které je nutno v budoucnu otestovat.

V ramci této prace byly identifikovany dosud neznamé cesty, kterymi je podjednotka CK2, kinasa
Ckal schopna regulovat homeostasi iontl alkalickych kov(. Kromé drive popsané regulace exprese
ENA1 byla poprvé popsana schopnost Ckalp regulovat transportni aktivitu Nhalp (jako positivni
regulator). Poprvé byla popsana také schopnost Ckalp zapojit se do regulace homeostase iontl
alkalickych kovli bez pritomnosti exporteri Ena a Nhal, vtomto pfipadé se pravdépodobné jedna o

regulaci prostfednictvim zmén v AW,

Tato publikace byla zarazena ve formé rukopisu, ktery je pfipravovan kzaslani do casopisu

Microbiology (SGM).
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4.6 Publikace ¢. 6 - Mutational analysis of NHAoc/NHA2 in Saccharomyces

cerevisiae

V predchozich publikacich byla homeostase iontl alkalickych kov(i studovana z mnoha podhled(.
V této praci bylo vyuZito ziskanych znalosti a existence rady vhodnych mutantQ S. cerevisiae byla
vyuzita jako nastroj pro studium lidského antiporteru. Diky relativné nizkym narokim a
jednoduchosti prace s kvasinkovymi bunikami a relativné vysokému stupni sekvencni podobnosti
s transportery jinych eukaryotnich organism({ mohou byt bunky S. cerevisiae s vyhodou vyuzity pro
studium transporterd jinych organisma (viz kapitola 2.1.6, str. 20). Jednim z nedavno objevenych
antiporterl, ktery je sekvenéné podobny Nhalp zS. cerevisiage je lidsky Na*/H*-antiporter
NHAoc/NHA2, ktery je exprimovan ve vysokém mnozstvi pouze v osteoklastech (viz kapitola 2.1.6,
str. 20; [118, 192]). Ackoli byl tento gen objeven teprve nedavno, bylo zjisténo, Ze je dulleZity pro
spravnou diferenciaci osteoklastl a mutace v tomto antiporteru by mohly stat za mnohdy smrtelnym

onemocnénim tvorby kostni tkané (osteopetrosa).

Vramci této prace byla cDNA lidského NHAoc/NHA2 exprimovana v kvasinkovych burkéach
postradajicich kromé NHA1 také geny ENA. Aktivita antiporteru byla nasledné testovana jak pomoci
méFeni tolerance bunék k NaCl, tak experimenty sledujicimi v ¢ase vystup Na* z bunék. Na zakladé
informaci uverejnénych v souhrnnych databazich [193] byly identifikovany tfi AA zbytky v sekvenci
NHAoc/NHA2 (1159, V161 a F357), k jejichz zaméné muze v lidskych burnkach dochazet vlivem
jednonukleotidovych polymorfism (SNP; single nucleotide polymorphism). SNP jsou takové
nukleotidy v sekvenci DNA, u kterych casto dochazi k zaméné nukleotid(, proto jsou povaZovany za
zdroj genetické charakterisace jednotlivce. SNP v NHAoc/NHA2 byly v minulosti oznadeny jako
dllezité faktory vzniku a rozvoje onemocnéni tvorby kostni tkané. Ve AA zbytcich vybranych na
zakladé SNP byla provedena cilend mutace (vidy pouze jedna z mutaci 1159T, V161A a F357C) a
aktivita mutovaného proteinu byla sledovédna. Zavedenim kazdé z mutaci doslo k poklesu aktivity
antiporteru a s tim spojenym zvysSenim citlivosti k NaCl. S podobnym vysledkem byly testovany také

dalsi vybrané evoluc¢né konservované AA zbytky.

Na zakladé ziskanych dat bylo zfejmé, Ze mutace v evolucné konservovanych zbytcich a ve zbytcich,
které mohou byt mutovany diky SNP, zasadné ovliviiuji aktivitu lidského antiporteru NHAoc/NHA2 a
tim mohou pravdépodobné ovliviiovat spravnou diferenciaci kostnich bunék a stat v pozadi rozvoje
poruch tvorby kosti. Mista SNP vedouci v lidském organismu k mutacim ve sledovanych AA zbytcich

tak pravdépodobné jsou dllezitym faktorem urcujicim predispozici k témto porucham.

44



Huang, X., Morse, L.R., Xu, Y., Zahradka, J., Sychrova, H., Stashenko, P., Fan, F.,
Battaglino, R.A.: Mutational analysis of NHAoc/NHA2 in Saccharomyces cerevisiae.
Biochim Biophys Acta 1800, 1241-1247 (2010).



Vysledky

4.7 Dalsi nepublikované vysledky, metodika meieni vnitrobunécného pH

PFi vyzkumu provadéném v ramci této disertacni prace byla vyuZita fada pokrocilych metod z oblasti
molekuldrni biologie, biochemie a fyzikdlni chemie. Mezi nejpokrocilejsi z nich patfi méreni
vhitrobunécného pH in vivo pomoci pH sensitivni verze zeleného fluorescencniho proteinu (GFP),
pHluorinu, ktery je vbunkach heterologné exprimovan [194, 195]. Metoda vyuzivd zmény
v excitacnim spektru pHluorinu zptsobené zménou pH. Dva vyrazné vrcholy, 398 nm a 477 nm, které
byly nalezen jiz v excitacnim spektru plavodniho GFP (obr. 4.7.1A; [196]) jsou pfitomny také u
pHluorinu a s klesajicim pH dochazi k poklesu intenzity u plvodné dominantniho vrcholu 398 nm a
roste intenzita vrcholu 477 nm (obr. 4.7.1B; [195]). SvyuZitim vhodnych kalibrac¢nich pufrd a
vhodného poméru excitacnich vinovych délek (napf. 410/470 nm) ziskdme po vynesené do grafu
v zavislosti na pH témér linearni kalibra¢ni kfivku, kterou je mozné vyuZit na stanoveni absolutni

hodnoty pH v burikdch na zakladé namérenych poméru excitacnich vinovych délek [195].
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Obr. 4.7.1 pHluorin a jeho vyuziti v méfeni pH v mikroskopu

Obrazek zachycuje excitacni a emisni spektrum GFP (A), zménu intenzity emise pHluorinu v zavislosti na
excitacni vinové délce v rizném pH (B), ukdzka identifikace stfedi a obrys bunék aplikaci Ocellaris na obrazku
z mikroskopu ve viditelném svétle (C) a schéma méreni pH v jednotlivych burikach s vyuZzitim aplikace Ocellaris
a systému CellASIC (D).

zdroj: upraveno podle [195, 196] (A-B) a viastni tvorba (C-D)

Méreni vnitrobunécného pH je v laboratoti obvykle provadéno ve formatu 96 jamkovych desticek s
bunécnou suspenzi, ktery umoznuje méreni vétsiho mnozstvi vzorkll soucasné a méreni ve vice
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paralelach, déle vede kusporam jak cCasovym, tak materidlnim [194]. Ackoli je metoda Siroce
vyuzivana, vyskytuje se tada problém( a limitaci zplsobenych napf. nehomogenitou signalu

z bunécné suspenze nebo fluorescenci rlistového média ¢i bunék samotnych.

Ve snaze posunout moznosti metody, ziskat presnéjsi data, ale také rozsifit mnoZstvi udaju, které je
mozné z méreni ziskat, byla v ramci této prace vyvijena novd metoda pro méreni pH v jednotlivych
burikach v mikroskopu. Pro vyvoj metody byla ziskana podpora v letech 2011 — 2012 pro reSeni
projektd aplikovaného vyzkumu financovana Technologickou Agenturou CR jako projekt Alfa
s nazvem: ,SW analysa zmén v mikroskopickych obrazech bunécnych indikatord“. Cilem tohoto
projektu bylo ve spolupraci s Mikrobiologickym tstavem AV CR, v.v.i. a firmou DEL a.s. vytvofit
software pro automatické vyhodnoceni mikroskopického obrazu, ktery umozini méreni

vhitrobunécného pH s pouzitim pHluorinu.

Pro potreby tohoto projektu bylo vytvoreno nékolik plasmidli umozZnujicich stabilni a co nejvice
homogenni expresi pHluorinu v bunkach S. cerevisiae. Tyto plasmidy byly exprimovany v burikach
BY4741 a v odvozeném mutantnim kmeni postradajicim TRK1 a TRK2, protoZe rozdil v pH téchto
dvou kmen( byl znam jiz z predchozich méreni (viz kapitola 4.2, str. 38). S vyuZitim téchto kmenl
byla optimalizovdna metoda ve dvou provedenich. Nejdfive bylo vyuZito klasickych podloznich a
krycich sklicek tak, Ze byla bunécna suspenze (s kalibracnim pufrem nebo bez) aplikovana na sklicko a
bylo potizeno nékolik trojic mikroskopickych snimkd (viditelné svétlo, excitace 410 nm a excitace 470
nm). Snimky byly nasledné vyhodnoceny s pouzitim vyvijené aplikace tak, Ze nejdfive byl odecten
obrys bunék z prvni fotografii z trojice (viditelné svétlo; obr. 4.7.1C) a tento obrys byl vyuZit pro
odecet fluorescence v jednotlivych burikach na dalsich fotografiich z trojice. V tomto nastaveni vznikl

kazdy kalibra¢ni bod i hodnoty vzorku na jiném sklicku (a tedy na jinych burikach).

Druhou variantou méreni bylo vyuziti mikrokapilarového systému CellASIC (CellASIC Corporation),
ktery umoznuje fixaci Zivych bunék pod objektivem a zaroven plynulé promyvani zvolenymi roztoky a
médii. Bez ohledu na vysokou cenu nabizi druhd varianta radu vyhod, protoze bunky lezZici
ve vybraném zorném poli bylo mozné sledovat za riznych podminek. Zpravidla byly vybrané burky
nejdrive promyvany ristovym médiem a nasledné promyvany jednotlivymi pufry. Pro kazdé médium
i kalibrac¢ni pufr byla pofizena jiz zminéna trojice fotografii stale stejného zorného pole. Diky tomu
bylo nasledné mozné sledovani zmén pH ve stejnych bunkach, v jakych byl provedena kalibrace (obr.
4.7.1D). Kazda jednotliva burika tak méla vlastni kalibraéni ktivku, kterd byla vyuZita ke stanoveni
vhitrobunécného pH pfislusné bunky za rlznych podminek (napt. v riznych médiich). Ke kazdé burice
bylo navic moZné pfiradit jeji parametry ziskané analysou fotografie ve viditelném svétle, jako je

velikost, obvod a tvar burky, pfipadné, jestli se burika déli, a bylo mozné sledovat, jestli rozdilné pH
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jednotlivych bunék nezdavisi na nékterém ztéchto parametri. Po vyhodnoceni bylo mozné napt.
pozorovat individualni odchylky bunék, vyradit bunky s nedostate¢nou intenzitou signal, identifikovat
pfitomnost subpopulaci se stejnymi vlastnostmi nebo specifické chovani bunék ve stejném

fyziologickém stavu (napf. délicich se bunék).

Nové vytvorenou metodou za pouziti desticky CellASIC byly nejdfive ovéreny vysledky publikované
v ramci druhé publikace (kapitola 4.2, str. 38), které prokazaly, Ze buriky postradajici TRK1 a TRK2
maji signifikantné nizsi pH neZ bunky BY4741. Nasledné byla provérena schopnost metody
identifikovat vice subpopulaci z hlediska pH a dalSich parametr(. Jednou z vyhod této metody bylo
také to, Ze z méreni bylo mozné odstranit buriky s nedostate¢nou expresi pHluorinu, nebo napft.
takové, jejichz kalibracni kfivka byla nestandartni (to bylo pozorovano casto u starych a zjevné
narusenych bunék s vysokou autofluorescenci). Odstranéni téchto bunék z analysy bylo zpravidla
dosazeno mnohem presnéjsich vysledk(, nez které bylo mozné ziskat drive pouZivanou metodou s 96

jamkovou destickou.

Vystupem projektu byl vznik software Ocellaris (www.ocellaris.cz), ktery je v soucasné dobé ve formé

funkcni testovaci verze, a na jehoz dokonceni a komercializaci se v soucasnosti dale pracuje.
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5 Souhrnna diskuse

Predkladana disertacni prace svym tématem volné navazuje na diplomovou praci s nazvem ,,Pfiprava
a charakterisace plasmidu YEX-GFP-Nha1l a jeho vyuZiti pro studium proteinu Nhal ze Saccharomyces
cerevisiae” obhajenou v roce 2008 na Katedre biochemie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy
[33]. Vdiplomové praci byla, mimo jiné, studovana role vybranych aminokyselinovych zbytkl
z transmembranové oblasti Nhalp na aktivitu a substratovou specifitu tohoto velice dulezZitého
transporteru a bylo vytvoreno nékolik nastroji (nové plasmidy a mutantni kmen), které byly vyuZity
pro dalsi studium ulohy a regulace Nhalp v homeostasi iont( alkalickych kov(. Vramci této
disertacni prace nebyla vénovana pozornost pouze Nhalp, ale problematika udrZzovani homeostase
iontl alkalickych kov( a regulace transportert Na" a K" byla studovdna mnohem komplexnéji. Prace
vedla k objevu dosud neznamé drahy regulace exportnich systém( pomoci zmén v membranovém
potencialu a byly objeveny dva nové reguldtory antiporteru Nhal, které jsou nezbytné pro jeho
spravnou funkci. Ziskané zku$enosti a znalosti byly dale vyuZity ke studiu lidského Na*/H" antiporteru
NHAoc/NHA2 a objasnéni, které mutace by mohly stat za zavainym onemocnénim. V neposledni
radé byla v ramci prace vyvinuta novd metoda a softwarova aplikace, kterd ma v budoucnu posunout

moznosti dalSich studii homeostase kationtl a pH v jednotlivych bukach.

Vysledky zahrnuté do této prace prinaseji mnoho nového. Z hlediska védeckého ptrinosu do
problematiky je zdsadni objev vzajemné regulace vstupnich a vystupnich transporter( iontl
alkalickych kovd. Jiz del$i dobu se pfedpoklddalo, Ze neustald cirkulace K* pfes plasmatickou
membranu je u kvasinek dullezita pro udrZzovani optimalniho membranového potencidlu a pro mnoho
fyziologickych déji. Az na zakladé této prace (kapitoly 4.2 a 4.3) bylo prekvapivé prokazano, Ze
k neustalému vystupu K" dochazi také v prostiedi s nedostatkem K*. Navic bylo poprvé ukazano, ze
ATPasy Ena jsou pfitomné a funkéni také bez indukce jejich exprese a v pfipadé absence antiporteru
Nhal jsou schopny Nhalp zastoupit pfi udrzovani cirkulace K'. Zjisténi jsou o to pfekvapivéjsi, ze
v prostfedi s nedostatkem K* by se mohlo zdat logi¢téjsi to, Ze budou exportery nefunkéni proto, aby
nedochdazelo k zbyteénému Uniky potfebného K™ z bunék. DuleZitost udrieni cirkulace je potvrzena
také tim, Ze vystup K" neprobihd pouze jednim exportnim systémem, ale je jistén tak, Ze v pfipadé
poruchy (delece) jednoho exporteru zastoupi jeho ulohu exporter dalsi a rychlost celkového vystupu
K" neni ovlivnéna. PFedpokladem pro neustdlou aktivitu exportnich systémi je, Ze zaroven
s exportem probiha také mnohem G¢&inné&jsi vysokoafinitni import K*, ktery umozZfiuje nejen ziskavat
exportovany K" zpét, ale také efektivné akumulovat dal3i K z prostfedi, aby mohly buriky rdst a délit
se. Z vysledkl je zfejmé, Ze vystup a cirkulace K probihd i v pfipadech, kdy to je pro buriku zjevné
energeticky narocné, coz svéd¢i o mimoradné duleZitosti tohoto déje pro bunécnou fyziologii. Na
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naruseni vstupu K' (deleci genl pro transportery TRK1 a TRK2) proto buriky reaguji vyznamnym
snizenim vystupu K* tak, aby nedochézelo k pfilishym ztratdm K*, obdobné jako v pfipadé naruseni
vystupu (napf. delece nhal) se sniii afinita transportert Trk ke K' [149]. A7 na zadkladé studii
zahrnutych v této disertacni praci bylo prokadzano, Ze aktivita importerd a exporterl je
synchronizovana, navzajem se ovliviiuji a Ze jednim ze spojujicich prvkl je regulace membranového
potencialu. Vysledky uvedené v této praci umoznily dlleZity posun v chapani komplexnosti systému
regulace homeostase iontll alkalickych kovi, bez téchto vysledk(i bylo pravdépodobné nemohl

vzniknout ani neddvno publikovany komplexni model homeostase K" v kvasinkovych burikach [14].

AZ do vzniku této prace byl dosud detailnéji prostudovan pouze jediny reguldtor antiporteru Nhal,
kinasa Hog1, ktera je schopna fosforylovat dva AA zbytky v C-koncové c¢asti Nhalp, tim omezit vystup
K" z bunék a nasledné zlepsit toleranci k Na* a sorbitolu [83, 86]. V této disertaéni praci byly objeveny
dva dalsi regulatory Nhalp, a to kinasa Ckal a proteiny 14-3-3. Pfitomnost obou téchto positivnich
regulator(l je dllezita pro zajisténi plné aktivity Nhalp hlavné za podminek solného stresu. Zajimavé
je, ze Ckalp plsobi na nékolika Urovnich najednou a svou ulohou pfipomina Hoglp, protoZe obé
kinasy reguluji jak expresi genu ENAI1, tak aktivitu proteinu Nhal, ale do homeostase iontl
alkalickych kov(i mohou zasdhnout jesté dalSimi mechanismy (Ucast Hoglp v regulaci osmotického
stresu a regulace AW pomoci Ckalp). PrestoZe predkladana prace prinesla celou rfadu novych
poznatk( o ulohach Nhalp a regulaci jeho aktivity, téma jesté neni zdaleka vycerpano. Nejméné 12
dalsich AA zbytk(l Nhalp je fosforylovano avsak ani odpovédna kinasa, ani k ¢emu tato fosforylace
slouzi (viz kapitola 4.4, str. 41), neni zndmo. S velkou pravdépodobnosti je také moZno fici, Ze
v predchazejicich studiich (napf. [189]) nebyla identifikovana vSechna mista fosforylace, a to
predevsim takova, kterd mohou byt fosforylovana/ defosforylovdana pouze za specifickych podminek

a ktera by praveé proto mohla byt z hlediska regulace homeostase iont( alkalickych kov( klicova.

Porovnani dvou laboratornich kmen, které bylo provedeno v prvni publikaci (kapitola 4.1, str. 37)
naznacilo, Zze vysledky mohou byt znacné ovlivnény vybérem pouZitého kmene a Ze rozdily v rdmci
jednoho kmene mohou byt z hlediska fenotypu velmi dualezZité. Vznik této prace nepfimo navazal na
vyvoj ve védecké komunité, kde ses pfichodem vysokokapacitnich studii zkoumajicich rozsahlé
knihovny mutantnich kmen( objevila potreba verifikovat ziskana data ve vice genetickych pozadich.
Na zakladé této filosofie musi byt pozorovany fenotyp nezavisly na urcitém kmeni S. cerevisiae a
vysledky jsou povaZovany za relevantni az po ovéreni ve vice kmenech (viz napf. [29]). Jelikoz se
v oblasti homeostase iont( alkalickych kov( této otazce drive nikdo systematicky nevénoval, jsou

ziskané vysledky pro dotéenou védeckou komunitu dosti zasadni.
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Ziskané zkuSenosti a poznatky byly také vyuZity pti studiu vlastnosti sav¢iho antiporteru a pfi vyvoji
nové metody. Studie zamérena na lidsky NHAoc/NHA2 (kapitola 4.6, str. 44) ukazuje mimo jiné to, ze
vyuziti heterologni exprese v S. cerevisiaze mlze prinést zajimavé a relevantni vysledky pti studiu
proteini vysSich eukaryot, zaroven jsou zachovany prednosti prace s kvasinkami, jako je napft.
relativni jednoduchost a rychlost prace, presné definované a dobfe prozkoumané genetické pozadi,
dobre fungujici nastroje molekularni biologie a nizsi naklady. Je zfejmé, Ze i v dnesni dobé muze S.
cerevisiae nabidnout mnoho mozZnosti ve védecké praci a zdaleka se nejednd o preZity modelovy
organismus. To potvrzuje také to, Ze k rychlému vyvoji dochazi i na poli metodologie a sledovani
novych trendd a zavadéni novych metod je nezbytné pro udrzeni vysoké kvality provadéného
vyzkumu. Nova metoda méreni vnitrobunécného pH v mikroskopu, ktera byla vyvinuta v ramci této
prace (kapitola 4.7, str. 45), byla navrZena na zakladé identifikované poptavky védecké komunity po

IM

tzv. ,single cell” metodach a méreni individualnich rozdila u jednotlivych bunék. Pfi vyvoji byl vyuZit
pokrocCily mikrokapilarni systém CellASIC v kombinaci s moderni technikou pro fluorescencni
mikroskopii a pokrocilym matematickym aparatem tak, Ze vznikla unikdtni metoda umoznujici
ziskdvat ve srovnani s dfive pouZivanymi metodami mnohem podrobnéjsi data. Zaroven bylo
vyvinuto feseni cenové mnohem dostupnéjsi nez metody pritokové cytometrie, které jako jediné
umoznuji ziskani podobnych dat na urovni jednotlivych bunék. Vytvorena aplikace, kterd popsané
méreni umozZnuje, je vsoucasné dobé ve fazi testovani (www.Ocellaris.cz) a pfipravy na fazi

komercializace, nicméné lze predpokladat, ze by se méla v blizké budoucnosti zacit pouzivat

v laboratorni praxi, protoze jiz dnes existuje konkrétni poptavka ze strany zahranicnich pracovist.
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Zaveér

6 Zavér

Vysledky uvedené v této disertacni praci byly publikovany v péti ¢lancich a jeden dalsi rukopis byl
pfipraven pro odeslani k recenzi. Z téchto Sesti publikaci je u tfech z nich uveden autor této disertacni
prace na prvnim misté. Pro experimentalni praci bylo pfipraveno a pouZito vice nez 20 novych
mutantnich kmen0 S. cerevisiae a vice nez 10 novych plasmid( a byla vyuzita celd fada pokrocilych
metod z oblasti molekularni biologie, biochemie, bunécné fyziologie a biofyzikalni chemie. Na zakladé
kratké zahrani¢ni stdze byla prevzata a v nasilaboratofi zavedena metoda pro méreni interakci
proteinll in vivo (metoda BiFC viz kapitola 4.4, str. 41), dale byla zavedena nova metoda na méreni
velikosti bunék pomoci pfristroje (CASY TT, Roche) a byla vytvorena aplikace pro automatické a
snadné vyhodnoceni namérenych dat, ktera byla vyuZita pfi méreni vysledk(l uvedenych v této préci
(napf. kapitola 4.3, str. 40). V neposledni fadé byla v rdmci spoluprdce s komercni firmou navrZena a
vytvorena softwarova aplikace umoznujici unikatni sledovani zmén vnitrobunécéného pH in vivo

v realném case v jednotlivych burikach v rizném prostredi.
V ramci této prace:

1) Bylo zjisténo, Zze mezi dvéma laboratornimi kmeny S. cerevisiae a jejich mutanty existuji
znacné rozdily nejen v obsahu iont(l alkalickych kov(, ale také napr. ve velikosti bunék a
citlivosti k solim. Prace upozornila na fakt, Ze rozdily mezi kmeny v ramci jednoho druhu
mohou byt vyznamné a proto lze predpokladat pouze omezenou moZnost ztotoZnovani
vysledkl z rGznych kmen( S. cerevisiae.

2) Vznikly vysledky, které pomohly Iépe pochopit problematiku vzajemnych interakci vstupnich
a vystupnich transporterd K*, pfinesly nové svétlo do regulace transporterd odpovédnych za
export ionta alkalickych kovl, antiporteru Nhal a ATPas Ena, a jejich zapojeni do funkcniho
celku spole¢né s importery K*.

3) Byly nalezeny dva dosud nezndmé regulatory antiporteru Nhal, proteiny 14-3-3 a kinasa
Ckalp. V obou pripadech se jedna o positivni regulatory aktivity Nhalp a jejich pfitomnost je
nezbytna pro plnou aktivaci Nhalp v prostfedi solného stresu.

4) Ziskané znalosti byly vyuzity pfi studiu lidského antiporteru NHAoc/NHA2 heterologné
exprimovaného v kvasinkach. Byla studovana zavislost aktivity transporteru na mutacich
specificky zavedenych do jeho cDNA a bylo nalezeno nékolik AA zbytkl, jejichz mutace

mohou pravdépodobné ovlivnit vznik a rozvoj zavazné choroby u lidi.
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Zaveér

Vysledky prace byly publikovany v renomovanych mezinarodnich casopisech a prezentovany na
zahrani¢nich kongresech a konferencich. Vytycené cile této disertacni prace tak byly v plné Sifi

splnény.
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Seznam zkratek

7 Seznam zkratek

AW membranovy potencial

AA aminokyselina/y

CKk2 kaseinkinasa 2

GFP zeleny fluorescencni protein

PKA proteinkinasa A

PM plasmaticka membrana

ppm particles per milion; oznaceni pro 0,0001%

SNP single nucleotide polymorphism; jednonukleotidovy polymorfismus
TMS transmembranovy segment
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