Posudek oponenta na diserta¢ni praci Mgr. Kristyny Bousové : Lokalizace a charakterizace
vazebnych mist pro Ca2+ vazajici proteiny a fosfatidylinositol fosfaty na intracelularnich

koncich TRP kanali.

Predkladana prace je napsana ve zkracené form¢ v anglickém jazyce. Je zalozena na Ctyfech
publikacich v mezinarodnich ¢asopisech (z toho jedna je prvoautorska), které jsou soucasti prace
jako ptilohy. Autorka studovala interakce obou intracelularnich koncti vybranych iontovych kanala
z rodiny TRP s raiznymi ligandy ( proteiny calmodulin a S1I00A1, fosfatidylinositol fosfaty PIP2 a
PIP3). Studované ¢asti receptorti exprimovala v bakteriich E.coli a pak je izolovala a purifikovala.
Konstrukty byly upravené pro snazsi purifikaci a K zajisténi rozpustnosti proteind. Byly pfipraveny
fragmenty s piirozenou sekvenci a s vybranymi zaménami aminokyselin. Identita proteind byla
kontrolovana hmotnostni spektrometrii a to, ze fragmenty zaujimaji konformaci blizkou ptirozené
bylo ovétovano CD spektroskopii. Interakci takto ziskanych rozpustnych fragmentt proteind

s ligandy autorka experimentalné studovala celou fadou pokrocilych biochemickych a
biofyzikalnich metod. Strukturni aspekty interakce mezi molekulami také ovétovala pomoci
molekularniho modelovani.

Vlastni prace ma 59 stran + 4 piilohy s publikacemi. Text ma standardni ¢lenéni. Uvod se zabyva
V prvni ¢asti rodinou TRP receptorti z hlediska ptibuznosti, struktury a funkci. Ve druhé ¢asti jsou
podrobnéji rozebrany interakce TRP receptorti s nékolika rodinami dulezitych intracelularnich
ligandd, ktefi se podileji na regulaci receptorti. Jsou to vapnik vazajici proteiny kalmodulin a
protein S100A1 a fosfatidylinositol fosfaty PIP2 a PIP3. Cast Material a metody shrnuje stru¢né
metody izolace, purifikace a ovéfeni sekvence vSech pouzitych proteint. Podrobnéji jsou pak
rozebrany metody pouzivané k detekci mezimolekulovych interakci, jako je rezonance povrchovych
plasmonti, fluorescen¢ni znaceni molekul, méteni anizotropie fluorescence a cirkularniho
dichroismu.

Cast Vysledky ukazuje jen malou &ast vysledki z receptoru TRPM4, ostatni vysledky jsou

v piilozenych publikacich. Casti Diskuse a Zavéry se vénuji rovhomérné viem &tyfem publikacim.
Jsou zde stru¢né rozebrany, komentovany a shrnuty vysledky ze vSech studovanych typt receptord.
Seznam citované literatury obsahuje 152 polozek.

Cela prace je provedena velmi peclivé s minimem pieklepii. Obrazky a grafy jsou bez technickych
nedostatkt a chyb. Experimentalni metody velmi dobfe odpovidaji polozenym otazkam a jsou na
velmi vysoké technické trovni. Cile prace byly splnény.

Témata publikovanych praci autorky pokryvaji vlastnosti ctyt reprezentantti rodiny TRP receptord,

byla ziskana fada novych poznatk, které ukazuji komplexnost procest, kterymi jsou tyto receptory



Z intracelularni strany regulovany. Vysledky vSech Ctyf praci jsou na vynikajici trovni, coz
dokazuje i to, Ze prace uspés$né prosly recenznim fizenim v mezinarodnich ¢asopisech.

Autorka prokazala schopnost samostatné tvorivé védecké prace a splnila pozadavky pro udéleni
titulu PhD.

V Praze dne 6.9. 2016

RNDr. Jan Kriisek CSc.

K praci mam jen n¢kolik otazek, které nijak nesnizuji jeji vysokou troven:

1) Interakce ¢asti TRP receptort s calmodulinem, proteinem S100A, PIP2 a PIP3 do urcité miry
souviseji s elektrickou interakci kladné nabité ¢asti TRP receptoru a zaporné nabitym partnerem.
Snizovani kladného ndboje mutacemi se projevuje narusenim interakce, naopak snizeni zaporného
naboje calmodulinu vazbou véapniku je nutnou podminkou pro interakci. Je mozné pro to najit
n¢jaké vysvétleni naptiklad molekularnim modelovanim?

2) Vysledky studie ukazuji, Ze vazebni mista pro calmodulin, SI00A1 a PIP2 na TRPV1 receptoru
se piekryvaji. Pfesto fyziologické Gi€inky interakce s témito ligandy jsou odliSné. Jak je moZné tuto

odliSnost vysvétlit?



