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Oponentsky posudek

na doktorskou disertacni praci Mgr. Jaromira Zahradky nazvanou:

,»Fyziologické ulohy Na'/K" antiporteri v kvasinkach*

Ve své doktorské disertacni praci se Mgr. Jaromir Zahradka zabyva studiem fyziologickych
tloh Na'/K" antiporterd Vv kvasinkach Saccharomyces cerevisiae. Genom kvasinky S.

[ 24

vy

ve vyuziti tohoto modelového organismu pii vyzkumu homeostase iontl alkalickych kov.
Byla pfipravena cela série mutantnich kment, které postradaly v riznych kombinacich geny
kodujici jednotlivé transportéry iontd alkalickych kovii. U takto pfipravenych kment pak byly
charakterizovany zakladni vlastnosti a parametry a kone¢n¢ byly kmeny vyuzity pro studium
tiloh Na*/K" antiporterti plasmatické membrany.

Vysledky prace Mgr. Jaromira Zahradky jsou cClenény do sedmi ¢asti, zahrnujici pét
publikovanych praci, jeden rukopis a jeden vysledek aplikované¢ho vyzkumu. Prvni publikace
se zabyva studiem dvou nejvice pouzivanych laboratornich kment S. cerevisiae, BY4741 a
W303. Mezi témito dvéma kmeny byly pozorovany znaéné rozdily v jednotlivych
parametrech homeostase iontl alkalickych kovi. V druhé a tfeti publikaci byla detailné
studovana role transporteri Trkl a Trk2 ve fyziologii buniky v prostfedi s dostatkem i
nedostatkem drasliku. Soucasné bylo objasnéno, ze delece geni TRK1 a TRK2 v médiu bez
iontl K* zptisobi inhibici exportu iontdl K*, na kterém se podili viechny tfi exportery (Ena,
Tokl a Nhal). Bylo zjisténo, ze exportery Ena, Nhal a Tokl jsou inhibovany pravé deleci
TRK1 a TRK2. Toto pozorovani prokazalo vzajemny vztah mezi importery a exportery ionti
alkalickych kovu.

V ramci cCtvrté publikace se Mgr. Zahrddka zaméfil na regulaci homeostase iontd
alkalickych kovii pomoci kvasni¢nych proteinii 14-3-3. Bylo zjiSténo, Ze proteiny 14-3-3
pusobi jako pozitivnimi regulatory (aktivatory) Nhal antiporteru. Bylo prokdzano vice mist
interakce mezi 14-3-3 a Nhal - jak na C-koncové hydrofilni poloviné¢ Nhalp, tak na
transmembranové poloving. V ramci tohoto projektu absolvoval Mgr. Zahradka kratkou
zahrani¢ni staz, v ramci které pievzal a do laboratofe Dr. Sychrové zavedl metodu pro méteni
interakci proteind in vivo (metoda BiFC — Bimolecular-Fluorescence-Complementation
method). Pata cast zahrnuje rukopis pfipraveny k odeslani. V ramci této publikace byla
poprvé identifikovana jedna z podjednotek Kkaseinkinasy (CK2) Ckalp coby nové
identifikovany positivni regulator (aktivator) Nhalp. V ramci Sesté publikace byl studovan
lidsky Na'/H* antiporter NHAoc/NHAZ2, ktery je nutny pro spravnou diferenciaci lidskych
osteoklastii. Na zaklad¢ studie byly identifikovany tfi aminokyselinové zbytky v sekvenci
tohoto antiporteru, K jejichz zaméné muize v lidskych bunikach dochéazet vlivem
jednonukleotidovych polymorfismti. U téchto aminokyselinovych zbytkt byla provedena
cilend mutace a sledovdna transportni aktivita mutovaného proteinu. Bylo odhaleno, ze i
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samotnd mutace v jednom ze tii identifikovanych zbytkli miiZze zdsadné ovlivnit aktivitu
transporteru a v lidském organismu muiZze takova mutace stat za poruchami tvorby kosti.

Soucasti predkladané disertacni prace jsou i nepublikované vysledky projektu aplikovaného
vyzkumu, které zahrnuji vyvoj softwarové aplikace umoznujici sledovani zmén
vnitrobunééného pH in vivo v redlném Case v jednotlivych bunkach v rizném prostredi. Nové
vytvofenou metodou byly ovéfeny vysledky publikované v ramci druhé publikace, které
prokézaly, ze bunky postradajici TRK1 a TRK2 maji signifikantn€ nizsi pH nez bunky kmene
BY4741. Vystupem projektu byl vznik software Ocellaris, ktery je v sou¢asné dob¢ ve formé
funk¢ni testovaci verze, a na jehoz dokonceni a komercializaci se jeSté pracuje.

Vyraznym rysem této disertatni prace je kombinace fady ruznych metod z oblasti
molekularni biologie, biochemie, bun&tné fyziologie a biofyziky chemie, navic bylo navrzeno
nékolik novych metod: méfeni interakci proteinu in vivo (metoda BiFC), méfeni velikosti
bunek (CASY TT, Roche), aplikace pro automatické a snadné vyhodnoceni dat a unikatni
softwarova aplikace umoznujici sledovani zmén vnitrobunééného pH (Ocellaris). Tento
komplexni pristup povazuji za idedlni.

Disertacni prace Mgr. Jaromira Zahradky je zaloZena na péti publikovanych ¢lancich a
jednom rukopisu, pficemz na ctyfech z nich je prvnim autorem. Vsechny publikace byly
otistény Vv prestiznich mezinarodnich ¢asopisech véetné dvou publikaci v Biochim Biophys
Acta. To samo o sob¢ svéd¢i o vyznamu a kvalité¢ vyzkumu ve skupiné skolitele této prace.
Doktorska diserta¢ni prace je psana ¢esky, ma standardni ¢lenéni a K praci jsou dale pfilozeny
kopie jednotlivych publikaci. Z formalniho hlediska je vSe v poradku, vyskyt pieklepu je
minimdlni. V préci je nckolik drobnych formulac¢nich neptesnosti, ale ty nijak nebrani
srozumitelnosti textu.

K problematice diskutované v doktorské disertaéni praci mam pouze nasledujici dotazy,
které jsou spise namé&ty pro diskusi:

1. Ve vasi praci byly identifikovany hned dva dosud neznamé pozitivni regulatory Nhalp.
Jednim z nich jsou kvasnicné 14-3-3 proteiny. Zajimavé je, ze tato interakce nezavisi na
fosforylaci, jak je u 14-3-3 proteind Casté. Mohl byste shrnout princip a vyhodu metody BiFC
(Bimolecular-Fluorescence-Complementation method), kterou jste interakci pozoroval? A jak
si piedstavujete interakci mezi 14-3-3 a Nhalp?

2. Exprese BMH1 je indukovana piitomnosti soli, na rozdil od exprese NHAL, avSak zda se, ze
C-konec Nhal proteinu je za solného stresu fosforylovan na dvou mistech pomoci Hogl
kinasy. Je znama detailni charakterizace této interakce, poptipadé dalsi kinasy, které interakci
mezi témito proteiny ovliviuji? Jakou roli hraje fosforylace v tomto dgji?

3. Aktivitu antiporteru Nhalp ovliviuje i kaseinkinasa Ckalp. Je znamo fosforyla¢ni misto
pro kaseinkinasu Ckalp na Nhalp?

4. Muzete struén¢ vysvétlit princip téchto metod:

a) meéfeni velikosti bun¢k pomoci CASY

b) méfeni relativnino membranového potencialu

C) méfeni vnitrobunécného pH in vivo pomoci aplikace Ocellaris a jeji vyhody oproti pouziti
GFP?

d) metodu homologni rekombinace pouzitim Cre-loxP systému



Zavérem konstatuji:

Predlozena doktorska disertacni prace Mgr. Jaromira Zahradky pfedstavuje cenny piinos ke
studiu Na'/K" antiporterdi v kvasinkich. Prace je psana srozumitelng, peclivé, vysledky byly
publikovany v prestiznich mezindrodnich Casopisech. Autor ve své diserta¢ni praci dokazal,
ze je vyspélym védeckym pracovnikem, schopnym samostatné vyzkumné prace.

Jelikoz predlozena prace Mgr. Jaromira Zahradky vice nez vyhovuje vSem pozadavkim
kladenym na doktorskou disertacni praci, pln¢ ji doporucduji k piijeti.

V Praze 4. zari 2013 RNDr. Veronika Obsilova, Ph.D.
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