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Studium vazebných partnerů a modulace funkčních vlastností kalmodulinu  

a jeho fúzních proteinových variant 
 

 

Abstrakt 
 

 Disertační práce se zabývá studiem kalmodulin (CaM) - dependentní modulace 

podrodiny iontových kanálů TRPM, zapojených do patogeneze kardiovaskulárních, 

neurodegenerativních či nádorových chorob. Celkem bylo na iontových kanálech TRPM4, 

TRPM5, TRPM6 a TRPM7 detailně charakterizováno pět nových vazebných epitopů pro CaM. 

Výsledky molekulového modelování a dokování prokázaly dobrou přístupnost vazebných 

epitopů pro interakci s CaM. Formace komplexů s CaM byla podmíněna přítomností bazických 

reziduí, typických pro nekovalentní interakce CaM s iontovými kanály rodiny TRP. V případě 

TRPM5, TRPM6 a TRPM7 se jedná o první studie poukazující na potencionální modulaci 

kanálů prostřednictvím CaM. CaM byl dále studován s ohledem na možnou optimalizaci 

vlastností molekuly v rámci fúzních proteinových konstruktů. Spojením CaM s vnitřně 

neuspořádanou C-koncovou doménou proteinu ameloblastinu (AMBN-Ct) byla získána 

inovativní fúzní molekula CaM/AMBN-Ct. Spektroskopie cirkulárního dichroismu (CD) a 

vazebné studie prokázali zachování požadovaných strukturně-funkčních vlastností CaM  

v CaM/AMBN-Ct. Výsledky sedimentačních analýz i spektroskopie CD poukázaly na 

komunikaci fúzních partnerů. Vzájemné kontakty mezi CaM a AMBN-Ct ve fúzní molekule 

vedly k signifikantnímu navýšení teplotní stability CaM. Fúzní konstrukt CaM/AMBN-Ct tak 

může být základem designu stabilnějších biomedicínsky/biotechnologicky využitelných 

molekul založených na unikátních vlastnostech molekuly CaM. 

 

Klíčová slova 
 

 Ameloblastin, fúzní proteiny, iontové kanály TRPM, kalmodulin, proteinové inženýrství, 

vnitřně neuspořádané proteiny  

 

 



Study of binding partners and modulation of calmodulin functional 

properties and its fusion protein variants 
 

 

Abstract 
 

 The thesis studies calmodulin (CaM)-dependent modulation of the TRPM ion channel 

subfamily involved in the pathogenesis of cardiovascular, neurodegenerative diseases or cancer. 

In total, 5 new CaM-binding epitopes were characterized in detail in TRPM4, TRPM5, TRPM6, 

and TRPM7. The results of molecular modeling and docking showed good accessibility of the 

binding epitopes for an interaction with CaM. The presence of basic residues, typical for  

non-covalent CaM interactions with TRP, was required for the formation of complexes with 

CaM. As regards TRPM5, TRPM6, and TRPM7, this is the first study that indicates their 

potential modulation by CaM. Furthermore, CaM was studied in terms of possible optimization 

of the properties of the molecule in fusion protein constructs. The innovative fusion molecule 

CaM/AMBN-Ct was obtained by fusing CaM and an intrinsically disordered C-terminal domain 

of ameloblastin (AMBN-Ct). As shown by circular dichroism (CD) spectroscopy and binding 

studies, the required structural and functional properties of CaM are preserved in  

CaM/AMBN-Ct. The results of sedimentation analyses and CD spectroscopy indicated 

communication between the fusion partners. Mutual contacts between CaM and AMBN-Ct in 

the fusion molecule resulted in a significant increase in thermal stability of CaM. The 

CaM/AMBN-Ct fusion construct thus may be used for the design of more stable molecules 

based on unique CaM properties, for biomedical and biotechnological applications. 

 

Keywords 
 

 Ameloblastin, calmodulin, fusion proteins, intrinsically disordered proteins, protein 

engineering, TRPM ion channels  

 

 

 



Seznam použitých zkratek 

AMBN Ameloblastin 

AMBN-Ct C-koncová doména ameloblastinu 

AMPs Antimikrobiální peptidy 

ASEC Analytická gelová chromatografie 

CaM Kalmodulin 

CaM/AMBN-Ct Fúzní protein tvořený kalmodulinem a C-koncovou doménou 

ameloblastinu 

CD Cirkulární dichroismus 

GFP Zelený fluorescenční protein 

FB Podíl vazebných epitopů v interakci 

Fc Konstantní oblast imunoglubulinu  

FDA Dozorový orgán federální vlády USA pro potraviny a léčiva, 

z angl. Food and Drug Administration 

FRET Försterovův rezonanční přenos energie 

IDP Vnitřně neuspořádaný protein 

IDPRs Proteiny s rozsáhlými vnitřně neuspořádanými oblastmi 

KD Rovnovážná disociační konstanta 

MHR Melastatinové homologní oblasti 

Mw Molekulová hmotnost 

PIP2 Fosfatidylinositol-4,5-bisfosfát 

PIRT Regulátor TRP kanálů interagující s fosfoinositidy 

S20,w sedimentačních koeficient přepočítaný na standardní podmínky 

(20 °C, čistá voda) 

Tm Teplota tání proteinu 

TNF-α Tumor nekrotizující factor α 

TRP Rodina iontových kanálů “transient receptor potential” 

TRPM Podrodina iontových kanálů “transient receptor potential 

melastatin” 

TRPV Podrodina iontových kanálů “transient receptor potential 

vanilloid” 
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1. ÚVOD 

1.1. Kalmodulin 

1.1.1. Obecná charakteristika 

Kalmodulin (CaM) je malý (16,7 kDa) intracelulární protein přítomný ve všech 

eukaryotických buňkách. Klíčovou funkcí molekuly CaM je monitoring změn koncentrace 

volných vápenatých iontů uvnitř buňky a následná regulace rozličných komponent signálních 

drah zapojených do řízení proliferace, diferenciace, apoptózy či autofagie (Berchtold and 

Villalobo, 2014). Modulace esenciálních buněčných procesů je spjata s enormní evoluční 

konzervovaností CaM v rámci celé linie obratlovců (Halling et al., 2016). Lidský genom 

obsahuje tři neidentické geny CALM 1-3 s odlišnými 5´ a 3´ nepřekládanými regulačními 

oblastmi, kódující totožný protein CaM (Fischer et al., 1988). CaM je klíčovým regulátorem 

řady kardiomyocytárních iontových kanálů, jako jsou kalciové kanály typu L, sodíkové  

a draslíkové kanály nebo Ryanodinové receptory  (Ben-Johny et al., 2015).  Mutace v jediném 

ze tří genů CALM, měnící aminokyselinou sekvenci nebo regulaci exprese CaM, může vést 

k závažným kongenitálním srdečním onemocněním, souhrnně označovaným jako 

kalmodulinopatie (Crotti et al., 2019, Friedrich et al., 2009). Mutace postihující CaM jsou 

vzhledem k silnému selekčnímu tlaku proti změnám v proteinové sekvenci velmi vzácné  

a potenciální souvislost s jinými než srdečními patologiemi je předmětem budoucího výzkumu 

(Jensen et al., 2018).  

Molekula CaM tvoří α-helikální protein o celkové délce 148 aminokyselin. Jeho  

N- i C-koncová globulární doména obsahuje vždy 2 motivy tzv. EF-ruky, zajišťující interakci 

s ionty Ca2+ (Obr. 1 A-B) (Barbato et al., 1992, Kuboniwa et al., 1995). Motiv EF-ruky tvoří 

dva α-helixy spojené krátkou acidickou smyčkou o délce 12 aminokyselin (Biekofsky et al., 

1998). Atomy kyslíku potřebné pro vazbu iontů Ca2+ typicky poskytují postranní řetězce reziduí 

1, 3, 5 a 12 společně s karbonylovou skupinou peptidového řetězce rezidua 7 (Kretsinger and 

Nockolds, 1973). Globulární domény CaM jsou odděleny vysoce flexibilním linkerem o délce 

26 reziduí (Barbato et al., 1992). V průběhu vazby Ca2+ probíhá reorientace α-helixů v motivu 

EF-ruky a dochází k vystavení hydrofobních motivů pro interakci s cílovými proteiny na povrch 

molekuly CaM (Obr. 1 A-B).  
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Obr. 1: Konformační plasticita molekuly CaM, převzato z (Andrews et al., 2020). (A) Molekula 

CaM (modře) v prostředí bez Ca2+, PDB: 1cfd. (B) CaM s navázanými ionty Ca2+ (zeleně), PDB: 

4bw8. (C) Komplex CaM/Ca2+/epitop MARCKS (myristoylated alanine-rich C-kinase 

substrat): N-koncová doména CaM se neúčastní interakce, PDB: 1iwq. (D) Komplex 

CaM/Ca2+/epitop CaMKIIα: kompaktní molekula CaM s vazebným módem 1-5-10, PDB: 

1cm1. (E) Komplex CaM/Ca2+/epitop RyR1: kompaktní molekula CaM s netypickým 

vazebným módem 1-17, PDB: 2bcx. (F) Komplex CaM/Ca2+/epitop kinázy lehkého řetězce 

myozinu, PDB: 1cdl. (G) CaM/epitop myosinu V: vazebná stechiometrie 2:1, PDB: 2ix7. (H) 

CaM/epitop IQCG (IQ motif containing G) proteinu: protáhlejší molekula CaM, PDB: 4lzx. (I) 

CaM/Ca2+/epitopy řetězce B a C dekarboxylázy glutamátu, PDB: 1nwd. 
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1.1.2. Vazebné vlastnosti  

Interakce s CaM byla popsaná u více než tří set různých proteinů (Sorensen et al., 2013). 

Enormní spektrum jeho vazebných partnerů může být dáno (1) vysokou flexibilitou molekuly 

CaM, umožňující ustavení preferovaného vazebného módu, či (2) odlišnou vazebnou afinitou 

jednotlivých motivů EF-ruky k iontům Ca2+, podmiňující existenci různých konformačních 

stavů CaM v závislosti na aktuální koncentraci Ca2+ (Liu et al., 2017, Liu et al., 2019b). 

Extrémní konformační plasticitu molekuly CaM dokumentuje široký rozptyl vazebných módů  

(Obr. 1 C-I), zahrnující vysoce kompaktní konformace CaM s globulárními doménami v těsné 

blízkosti i natažené konformace, kdy globulární domény atakují vzdálenější vazebné oblasti 

(Fallon and Quiocho, 2003, Johnson et al., 2018).  

 Proteinové sekvence vazebných motivů pro CaM se vyznačují diverzitou a neexistuje 

pro ně pouze jediná snadno identifikovatelná konsenzuální sekvence (Yap et al., 2000). První 

popsané komplexy CaM s cílovým proteinem byly formovány v závislosti na zvýšení 

intracelulární koncentrace iontů Ca2+. Přítomnost vazebných epitopů pro komplex CaM/Ca2+ je 

predikována na základě výskytu biochemických a biofyzikálních charakteristik, jako je 

amfipatický charakter sekvence, obsahující alespoň dva hydrofobní aminokyselinové zbytky s 

vmezeřenými bazickými rezidui, společně s tendencí k tvorbě α-helikálních struktur (Bahler and 

Rhoads, 2002). Vazebné epitopy pro CaM jsou na základě pozice klíčových hydrofobních 

zbytků řazeny do dvou hlavních (1-10, 1-14) a čtyř minoritních (1-3, 1-16,1-17,1-18) skupin 

(Rhoads and Friedberg, 1997, Grant et al., 2020). Řadu cílových molekul rozpoznává CaM také 

při klidových intracelulárních koncentracích Ca2+ prostřednictvím vazby ke konsenzuální 

sekvenci IQ motivu (IQXXXRGXXXR) (Rhoads and Friedberg, 1997). Vznik takových 

komplexů může být podkladem nejen pro regulaci cílových proteinů v nepřítomnosti Ca2+, ale 

i pro modulaci vazebné dynamiky CaM a iontů Ca2+ (Putkey et al., 2003). Interakce s IQ motivy 

cílových proteinů tak mohou posílit citlivost CaM k náhlým a přechodným změnám 

intracelulární koncentrace Ca2+ a vylepšit tak jeho funkci kalciového senzoru.  

 Vzhledem k vysoké sekvenční diverzitě vazebných epitopů pro CaM může být 

úspěšnost jejich identifikace v laboratorních podmínkách nejistá a finančně ztrátová. S ohledem 

na nezastupitelnou roli těchto interakcí v klíčových buněčných procesech probíhá implementace 

moderních metod strojového učení do predikčních softwarů s cílem rozšířit spektrum popsaných 
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vazebných epitopů pro CaM (Abbasi et al., 2017, Li et al., 2018, Andrews et al., 2020). Regulace 

prostřednictvím interakcí s CaM byla popsána u řady různorodých cytoplazmatických i 

transmembránových proteinů, jako jsou CaM – dependentní fosfatázy a kinázy, neuronální  

i srdeční napěťově řízené iontové kanály, aquaporinové kanály, ryanodinové receptory či 

zástupci nejpočetnější rodiny iontových kanálů – transient receptor potential (TRP) kanálů (Liu, 

2009, Reddy Chichili et al., 2013, Tan et al., 2002, Nemeth-Cahalan and Hall, 2000, Zalk et al., 

2007, Zhu, 2005).  

 1.2. TRP kanály 

Rodina TRP kanálů zahrnuje polymodálně aktivované kationtové kanály integrující 

exogenní i endogenní stimuly fyzikálního nebo chemického charakteru. Klíčovou roli hrají 

zejména při nocicepci nebo jako senzory detekující teplo, chlad, sladkou, hořkou nebo umami 

chuť (Clapham, 2003). Kromě senzorických funkcí zajišťují TRP kanály také synchronizaci 

procesů imunitní odpovědi nebo osmoregulaci (Khalil et al., 2018, Bessac and Fleig, 2007). 

Prvním popsaným zástupcem rodiny TRP kanálů byl fotoreceptor rodu Drosophila (Minke, 

1977). Majorita TRP kanálů má funkci neselektivních kationtových kanálů propustných pro 

ionty Ca2+. Vzhledem k zásadní roli TRP kanálů v řízení životně důležitého procesu vápníkové 

homeostázy byly mutace postihující geny pro TRP kanály asociovány s rozvojem řady 

onemocnění včetně nádorových, kardiovaskulárních, neurodegenerativních, imunitních nebo 

metabolických poruch (Nilius, 2007).  

TRP kanály jsou velmi heterogenní rodinou iontových kanálů s celkovou sekvenční 

identitou menší než 20 % (Palovcak et al., 2015). Lidské TRP kanály jsou na základě sekvenční 

homologie děleny do 6 podrodin: TRPC (canonical), TRPV (vanilloid), TRPM (melastatin), 

TRPML (mucolipin), TRPPP (polycystin) a TRPA (ankyrin) (Obr. 2) (Samanta et al., 2018). 

Nejpočetnější a zároveň nejrůznorodější podrodinou, spojenou s řadou patologických procesů, 

je podrodina TRPM. 
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Obr. 2: Fylogenetický strom zástupců lidské rodiny TRP kanálů členěný do šesti podrodin, 

převzato z (Stoerger and Flockerzi, 2014). Měřítko ukazuje stupeň genetické rozmanitosti 

v arbitrárních jednotkách. Pseudogen TRPC2 byl vyloučen z analýzy. 

 

 1.2.1. Podrodina TRPM 

Podrodinu TRPM tvoří 8 iontových kanálů (TRPM1 až TRPM8), exprimovaných  

v širokém spektru tkání včetně srdce, plic, ledvin, střev, pankreatu nebo v buňkách imunitního 

systému (Fonfria et al., 2006, Perraud et al., 2004). Na základě sekvenční homologie jsou 

členové podrodiny TRPM řazeni do 4 podskupin: TRPM1/TRPM3, TRPM2/TRPM8, 

TRPM4/TRPM5 a TRPM6/TRPM7 (Harteneck, 2005). Majorita TRPM kanálů má 

homotetramerní, případně heterotetramerní strukturu, kdy každá podjednotka obsahuje  

6 transmembránových segmentů (S1 až S6) a S5 společně s S6 a linkerem S5–S6 tvoří pór 

iontového kanálu (Obr. 3) (Huang et al., 2020). Typickým rysem TRPM kanálů jsou velmi 

dlouhé N-koncové cytoplazmatické konce, obsahující 4 melastatinové homologní oblasti (MHR 

1–4). Cytoplazmatický C-konec je tvořen TRP doménou s klíčovou funkcí v regulaci aktivity 
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TRP kanálů i tetramerizace jejich podjednotek, následovanou doménou typu coiled-coil, 

podílející se rovněž na asociaci podjednotek TRPM. (Garcia-Sanz et al., 2007, Rohacs et al., 

2005, Tsuruda et al., 2006). U řady členů podrodiny TRPM se dále vyskytuje vysoce variabilní 

C-koncová doména (CTD). V případě TRM2, TRPM6 a TRPM7 má CTD funkci enzymatickou, 

přičemž TRPM2 disponuje doménou homologní k mitochondriální pyrofosfatáze 

adenosindifosfát ribózy a TRPM6 i TRPM7 serin/threonin kinázovou doménou (Perraud et al., 

2001, Ryazanova et al., 2001). 

 

 

Obr. 3: Membránová topologie dimeru TRPM kanálu, převzato z (Bousova et al., 2021b); 

upraveno. Intracelulární N-koncová část obsahující MHR 1-4, transmembránová oblast 

s integrálními α-helikálními segmenty (S1-S6) a kratším helixem v oblasti póru (P) a 

intracelulární C-koncová část s TRP doménou a doménou typu coiled-colid. 

 

 

 

 

TRP doména TRP doména 

doména 

coiled-coil 

doména 

coiled-coil 
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Abnormální exprese nebo aktivace TRPM kanálů má vzhledem k širokému expresnímu 

profilu podrodiny TRPM enormní patofyziologický dopad (Jimenez et al., 2020). Modulace 

jejich aktivity představuje významný terapeutický cíl a stává se předmětem intenzivního vývoje 

nových léčiv. Typickou vlastností podrodiny TRPM je polymodální regulace exogenními  

i endogenními stimuly včetně tepla (TRPM2, TRPM4, TRPM5), chladu (TRPM8), tlaku 

(TRPM4), napětí (TRPM8, TRPM4), přítomnosti chemických látek jako mentol, icilin 

(TRPM8), neurosteroid pregnenolon sulfát (TRPM3) nebo změny pH (Zheng, 2013, Earley et 

al., 2004, Wagner et al., 2008). Mezi nejrozšířenější modulátory aktivity TRPM kanálů patří 

oscilace intracelulární koncentrace iontů Ca2+ (Hasan and Zhang, 2018). TRPM kanály mohou 

být regulovány přímou interakcí s Ca2+, avšak ve většině případů je efekt změny hladiny Ca2+ 

zprostředkován proteiny navazujících signálních drah (Vangeel and Voets, 2019). Tímto 

způsobem dochází zejména k aktivaci fosfolipázy C a štěpení regulační molekuly 

fosfatidylinositol-4,5-bisfosfátu (PIP2) nebo k aktivaci proteinů vázajících vápník, především 

molekul CaM. Aktuální výzkumy ukazují zásadní roli CaM v rámci regulace aktivity členů 

podrodiny TRPM.  

1.2.1.1. CaM-dependentní regulace podrodiny TRPM 

 

V rámci celé rodiny TRP kanálů byla popsána pozitivní i negativní modulace 

zprostředkovaná molekulou CaM (Hasan and Zhang, 2018). Funkcí CaM nemusí být pouze 

aktivace nebo inhibice daného TRP kanálů, ale může docházet k přepínání mezi aktivačním a 

inhibičním módem molekuly (Hasan et al., 2017). Na strukturní úrovni byla regulace 

prostřednictvím CaM popsána v případě TRPV6 (Singh et al., 2018a). V komplexu 

CaM/TRPV6 interaguje CaM s celkem 6 různými vazebnými oblastmi na TRPV6 a klíčovou 

roli hraje interakce s ústím iontového póru TRPV6, zprostředkovaná lyzinem (K115)  

C-terminální domény CaM a tryptofany (W583) podjednotek TRPV6. U podrodiny TRPM byla 

prokázána přímá regulace molekulou CaM v případě TRPM4 nebo TRPM2, avšak u většiny 

členů TRPM byly identifikovány vazebné oblasti pro CaM, jejichž funkční význam zbývá 

ověřit, případně popis vazebných epitopů pro CaM dosud chybí (Nilius et al., 2005, Tong et al., 

2006).  
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V rámci podskupiny TRPM1/TRPM3 poukazují vazebné studie na možnost regulace 

kanálu TRPM3 prostřednictvím CaM. TRPM3 je teplotně senzitivní nociceptor, podílející se 

také na regulaci sekrece insulinu v β-buňkách pankreatu (Thiel et al., 2017). Mezi nejznámější 

aktivátory TRPM3 patří extracelulární neurosteroid pregnenolon sulfát nebo membránový 

fosfolipid PIP2 (Wagner et al., 2008, Toth et al., 2015). Při aktivaci TRPM3 dochází ke vstupu 

iontů Ca2+ s potenciálem poskytovat negativní zpětnou vazbu (Grimm et al., 2003). U TRPM3 

bylo identifikováno 5 různých vazebných epitopů pro CaM, které poukazují na možnost 

kooperativní vazby CaM (podobně jako v případě CaM/TRPV6) a zapojení CaM do 

zpětnovazebné regulace TRPM3 (Przibilla et al., 2018, Holakovska et al., 2012, Holendova et 

al., 2012). Zastoupení jednotlivých vazebných míst pro CaM se mezi různými izoformami 

TRPM3 liší a může představovat mechanismus zajišťující buněčně/tkáňově specifickou 

odpověď na změnu hladiny Ca2+ (Przibilla et al., 2018).  

Regulace aktivity prostřednictvím CaM byla potvrzena u obou zástupců podskupiny 

TRPM2/TRPM8. TRPM2 je termosenzitivní neselektivní iontový kanál, aktivovaný zejména 

prostřednictvím adenosindifosfát ribózy v odpověď na oxidativní stres (Miller and Cheung, 

2016). Nárůst intracelulární koncentrace Ca2+ následně aktivuje CaM k pozitivní zpětnovazebné 

modulaci TRPM2 (Tong et al., 2006). V rámci TRPM2 byly identifikovány  

dva fyziologicky významné vazebné epitopy pro CaM. Jeden se nachází na cytoplazmatickém  

N-konci TRPM2, zatímco druhý je součástí domény podobné nudix hydroláze 9 (NUDT9H) na 

jeho C-konci (Tong et al., 2006, Gattkowski et al., 2019). Vazebné místo v doméně NUDT9H 

se stává dostupným pro interakci s CaM v důsledku strukturních změn při zvýšení teploty nad 

35 °C a pravděpodobně se podílí na teplotní regulaci TRPM2. Neselektivní iontový kanál 

TRPM8 naopak umožňuje vnímání chladových podnětů včetně mentolu, eukalyptu nebo kafru 

(McKemy et al., 2002). Nárůst intracelulární koncentrace Ca2+ spouští negativní 

zpětnovazebnou regulaci TRPM8, která zahrnuje přímou vazbu Ca2+ k TRPM8, štěpení 

pozitivního regulátoru PIP2 aktivovanou fosfolipázou C i aktivaci CaM (Diver et al., 2019, 

Rohacs et al., 2005, Sarria et al., 2011). Mechanismus desenzitizace TRPM8 prostřednictvím 

CaM/Ca2+ nebyl dosud objasněn. CaM/Ca2+ může modulovat TRPM8 buď prostřednictvím 

přímé vazby nebo zprostředkovaně přes PIRT (phosphoinositide-interacting regulator of TRP) 

(Sisco et al., 2020). PIRT funguje jako negativní regulátor lidského TRPM8, snižující 

dostupnost PIP2 pro aktivaci TRPM8 (Sisco et al., 2019). PIRT interaguje také s CaM a  
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v prostředí s Ca2+ dochází ke snížení vazebné afinity komplexu (Sisco et al., 2020). Aktivace 

CaM ionty Ca2+ tak může vést k disociaci komplexu CaM/PIRT a uvolnění PIRT pro negativní 

modulaci TRPM8.   

Podskupinu TRPM4/TRPM5 tvoří neselektivní iontové kanály propustné pouze pro 

monovalentní kationty. Aktivace TRPM4 i TRPM5 je podmíněna nárůstem intracelulární 

koncentrace Ca2+ a v případě TRPM4 je Ca2+-dependentní regulace spojena také s molekulou 

CaM (Hofmann et al., 2003, Nilius et al., 2005). TRPM4 se nachází v širokém spektru tkání a 

představuje potenciální terapeutický cíl při léčbě kardiovaskulárních, neurologických i 

onkologických onemocněních (Wang et al., 2018, Schattling et al., 2012, Borgstrom et al., 

2021). Citlivost TRPM4 vůči zvýšené intracelulární koncentraci Ca2+ je významně modulována 

prostřednictvím CaM, který interaguje s TRPM4 a umožňuje jeho aktivaci při fyziologických 

hladinách Ca2+ (Nilius et al., 2005). U dvou vazebných epitopů odvozených z N-konce a 

jednoho z C-konce TRPM4 bylo detailně popsáno vazebné rozhraní komplexu s CaM a 

potvrzena charakteristická role bazických a hydrofobních aminokyselin při jejich interakci 

(Bousova et al., 2018, Bousova et al., 2020). Zatímco fyziologický význam vazebných epitopů 

odvozených z N-konce TRPM4 zbývá ověřit, vazebné místo na C-konci TRPM4 se překrývá 

s dříve popsaným fragmentem TRPM4 nezbytným pro jeho regulaci závislou na molekule CaM 

(Nilius et al., 2005). Tento vazebný epitop má navíc schopnost vázat PIP2, který rovněž 

pozitivně moduluje citlivost TRPM4 k Ca2+ (Bousova et al., 2020, Nilius et al., 2006). TRPM5 

je na rozdíl od TRPM4 exprimován ve značně omezeném souboru buněčných typů a nachází se 

zejména v chuťových buňkách typu II, kde se podílí na vnímání hořké, sladké či umami chuti 

nebo v β-buňkách pankreatu (Prawitt et al., 2003, Dutta Banik et al., 2018). Vzhledem 

k zapojení do regulace sekrece inzulinu představuje TRPM5 potenciální terapeutický cíl při 

léčbě diabetes mellitus typu II (Vennekens et al., 2018). TRPM5 je aktivován přímou vazbou 

iontů Ca2+ a jeho citlivost k Ca2+ je pozitivně modulována prostřednictvím PIP2 (Hofmann et 

al., 2003, Liu and Liman, 2003). Přítomnost vazebného epitopu pro CaM na N-konci TRPM5 

poukazuje na možné zapojení molekuly CaM do Ca2+-dependentní regulace TRPM5 (Bousova 

et al., 2022). 

Podskupina TRPM6/TRPM7 zahrnuje klíčové regulátory homeostázy iontů Mg2+. Jejich 

typickým rysem je přítomnost kinázové domény, která může fosforylovat vlastní iontový kanál 



18 
 

i další cílové molekuly (Clark et al., 2008a, Clark et al., 2008b). Zatímco TRPM7 je 

všudypřítomný iontový kanál, exprese TRPM6 je typická zejména pro střeva nebo ledviny a 

jeho dysfunkce vede k rozvoji primární hypomagnezemie se sekundární hypokalcemií (Voets et 

al., 2004, Zou et al., 2019) Kromě Mg2+ propouští TRPM6/TRPM7 také další bivalentní 

kationty včetně Ca2+ (Voets et al., 2004, Monteilh-Zoller et al., 2003). Nárůst intracelulární 

koncentrace Mg2+ i štěpení PIP2 vede k inaktivaci TRPM6/TRPM7 (Voets et al., 2004, Nadler 

et al., 2001, Xie et al., 2011, Runnels et al., 2002). Lokalizace vazebných míst pro CaM  

na intracelulárním N-konci TRPM6 i TRPM7 poukazuje na potenciální Ca2+-dependentní 

regulaci prostřednictvím CaM (Zouharova et al., 2019, Bousova et al., 2021b). 

Ačkoli v rámci celé rodiny TRP kanálů patří CaM mezi široce využívané regulační 

molekuly, zůstávají poznatky ohledně CaM-dependentní modulace podrodiny TRPM stále 

velmi omezené. Podrodina TRPM je spojena s rozvojem řady závažných onemocnění včetně 

kardiovaskulárních chorob (Inoue et al., 2019, Watanabe et al., 2008), neurodegenerativních 

poruch, (Duitama et al., 2020) či chorob spojených s endokrinním systémem (Liu et al., 2022). 

Vzhledem k širokému patofyziologickému dopadu dysregulace TRPM představuje detailní 

objasnění mechanismů jejich regulace klíčový krok pro vývoj moderních terapeutik. Unikátní 

charakter molekuly (konformační změny indukované vazbou Ca2+, enormní konformační 

plasticita nebo existence množství vazebných partnerů) činí z CaM navíc ideální výchozí 

molekulu pro design nových/vylepšených biotechnologicky i biomedicínsky významných 

proteinových molekul. 

1.3. Proteinové inženýrství 

Prvním krokem k širokému biomedicínskému i biotechnologickému využití proteinů byl 

vznik technologie rekombinantní DNA, který umožnil rozvoj rutinní a efektivní laboratorní 

produkce požadovaných proteinů. Od roku 1982, kdy dozorový orgán federální vlády USA pro 

potraviny a léčiva Food and Drug Administration (FDA) schválil Humulin (rekombinantní 

lidský inzulin), se proteinová terapeutika stala zásadní inovací farmakologického výzkumu 

(Walsh, 2014).  Využití proteinů je často limitováno zejména nedostatečnou stabilitou a 

aktivitou v důsledku transferu do podmínek odlišných od fyziologického prostředí. Metody 

proteinového inženýrství však umožnily modifikaci klíčových vlastností proteinů a tím rozvoj 

proteinových technologií v biomedicínských oblastech (Obr. 4).   
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Obr. 4: Grafický přehled strategií proteinového inženýrství protilátek, převzato z (Humpe and 

Peipp, 2017). S využitím vybraných variabilních oblastí protilátek a navazujících technik 

proteinového byly připraveny nové molekuly s efektorovými funkcemi optimalizovanými pro 

konkrétní klinickou aplikaci. Metody proteinového inženýrství umožnily modifikovat 

konstantní oblasti protilátek a generovat alternativní isotypy nebo optimalizovat stávající 

fragment Fc. Dále mohou být protilátky konjugovány s léčivem nebo fúzovány s dalšími 

proteiny či variabilními protilátkovými oblastmi za vniku bispecifických protilátek. 

 

Proteinové inženýrství je rychle se rozvíjející obor, zabývající se návrhem a 

modifikacemi proteinů za účelem vytvoření nových nebo vylepšení stávajících funkcí. (Lutz, 

2010, Lutz and Iamurri, 2018). Oblast definuje několik přístupů proteinového inženýrství: 

řízená evoluce, racionální design a výpočetní metody De novo (Sinha and Shukla, 2019, Singh 
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et al., 2018b). Řízená evoluce zahrnuje vytvoření knihovny proteinových variant a výběr těch, 

které vykazují požadovanou funkci (Pongsupasa et al., 2022, Lutz, 2010). Tento přístup 

nevyžaduje hluboké pochopení struktury a funkce proteinu, ale spoléhá na náhodné mutace a 

následnou selekci proteinů s novými nebo vylepšenými funkcemi. Racionální design naopak na 

základě propojení detailní znalosti strukturně-funkčních vlastností proteinu a in silico 

predikčních modelů identifikuje konkrétní mutace asociované s požadovanými vlastnostmi (Liu 

et al., 2019a). Výpočetní metody De novo zahrnují použití výpočetních algoritmů a modelů  

v kombinaci s aktuálními přístupy strojového učení k navrhování a predikci funkce nových 

proteinů (Yang et al., 2019). Výpočetní metody De novo tak kombinují prvky jak racionálního 

designu, tak řízené evoluce (Korendovych and DeGrado, 2020). Celkově je proteinové 

inženýrství velkým příslibem pro vývoj nových terapeutik či biomateriálů a pravděpodobně 

bude i v následujících letech nezbytnou součástí vývoje nových léčiv. 

1.3.1. Syntetické fúzní proteiny 

Příprava nových molekul prostřednictvím proteinových fúzí náleží mezi nejlukrativnější 

oblasti biofarmaceutického výzkumu. Fúzí dvou či více nukleotidových sekvencí, kódujících 

původně samostatné proteiny/proteinové domény, lze získat bi/multi-funkční rekombinantní 

proteiny nebo modulovat konkrétní vlastnost fúzního partnera. Pro úspěšný design bioaktivních 

fúzních proteinů je kritická volba vhodných peptidových linkerů, umožňujících vznik 

požadovaných mezi-doménových interakcí (flexibilní linkery), redukujících sterické zábrany 

(flexibilní i rigidní linkery) nebo zajišťujících oddělení domén v místě určení in vivo 

(rozštěpitelné linkery). Optimalizací sekvence linkeru lze vylepšit bioaktivitu, farmakokinetické 

vlastnosti i expresi proteinu (Chen et al., 2013). Mezi hlavní faktory úspěšného designu fúzních 

proteinů patří také kompatibilita vlastností molekul nebo delece jejich neesenciálních částí pro 

zlepšení prostupnosti zejména nádorových tkání. Například studium fúzních konstruktů 

založených na doméně PDZ3 lidské Zonula Occludens a syntetickém miniproteinu Trp-cage 

navíc ukazuje i vliv vzájemné orientace fúzních partnerů na ustavení mezi-doménové 

komunikace a výslednou strukturu/stabilitu fúzních molekul (Bousova et al., 2021a).   

1.3.1.1. Fúzní proteiny v biomedicíně 

Prvním a zároveň komerčně úspěšným lékem z kategorie syntetických fúzních 

terapeutik byl inhibitor tumor nekrotizujícího faktoru α (TNF-α) Enbrel schválený FDA v roce 
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1998 (Huang, 2009). Během následujících let pomohly fúzní konstrukty odstranit řadu 

limitujících faktorů proteinových terapeutik. Krátký cirkulační poločas terapeuticky 

významných proteinů (např. cytokinů) lze významně navýšit prostřednictvím fúzí s konstantní 

částí (fragment Fc) imunoglobulinu G1, lidským sérovým albuminem, transferinem nebo 

nestrukturovaným polypeptidem XTEN (Strohl, 2015). Biologický poločas je v rámci fúzních 

konstruktů ovlivněn díky omezenému přístupu proteolytických enzymů k terapeutiku, 

sníženému vylučování v ledvinách v důsledku navýšení velikosti molekuly nebo potlačení 

lysozomální degradace v odpověď na vazbu Fc fragmentu či sérového albuminu k neonatálnímu 

Fc receptoru (Chen et al., 2013).   

Klíčovou vlastností moderních fúzních terapeutik je efektivní cílení do místa určení  

in vivo, založené zejména na vysoké afinitě a specifitě vazby protilátka-antigen. Tímto lze 

minimalizovat toxické a pleiotropní účinky léčiv a zajistit jejich bezpečnější systémové podání. 

Protilátky/fragmenty protilátek jsou často fúzovány s cytokiny a nové molekuly imunocytokinů 

nachází uplatnění při léčbě chronických zánětlivých nebo nádorových onemocněních 

(Mansurov et al., 2021). Nádorová terapie využívá cílení imunostimulačních cytokinů do 

specifického nádorového mikroprostředí. Uplatnění nachází především fúze cytokinů  

s protilátkami proti komponentám extracelulární matrix, jako jsou izoformy fibronektinu 

asociované s neovaskularizací, nebo buněčným onkoproteinům např. receptoru 2 pro lidský 

epidermální růstový faktor (HER2) (Lee et al., 2020, Han and Lu, 2017). Využití imunocytokinů 

pro léčbu chronických zánětlivých/autoimunitních onemocněních je ve srovnání s aplikacemi 

v nádorové terapii méně pokročilé. Preklinické studie ukazují pozitivní efekt cílení 

protizánětlivých imunocytokinů do zánětlivých ložisek při léčbě artritidy, aterosklerózy, 

idiopatických střevních zánětů, chronických zánětů kůže nebo endometriózy (Bootz and Neri, 

2016).   

Kromě imunocytokinů jsou na přesném cílení terapeutik založeny také imunotoxiny 

nebo fúze protilátka/enzym. Molekulu imunotoxinu tvoří protilátkový fragment a cytotoxická 

složka, nejčastěji toxin inhibující proteosyntézu (bakteriální diptheria toxin, exotoxin A 

Pseudomonas aeruginosa, rostlinný ricin, saporin či lidské RNázy) (Akbari et al., 2017). 

Imunotoxiny nachází uplatnění zejména v terapii nádorových onemocnění, avšak pozitivních 

výsledků mohou dosahovat také při léčbě infekčních onemocnění (Spiess et al., 2016). Klinické 
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využití imunotoxinů je podmíněno mimimalizací obecně vysoké imunogenicity, dané 

především jejich cytotoxickou složkou. Exogenní molekuly toxinů jsou modifikovány 

odstraněním imunogenních epitopů nebo nahrazovány endogenními lidskými proteiny, jako 

jsou RNázy nebo proapoptotické proteiny (granzym B, TRAIL (apoptózu indukující ligand 

příbuzný TNF), Fas-ligand) (Mathew and Verma, 2009, Mazor and Pastan, 2020). Dalšího 

snížení imunogenicity lze u fúzních proteinů založených na protilátkách dosáhnout změnou 

aminokyselinové sekvence protilátky či posttranslační modifikace (Harding et al., 2010).  

Terapeutické aplikace proteinových konstruktů typu protilátka/enzym jsou založeny 

buď na přímých fúzích protilátek s enzymaticky aktivním léčivem nebo na konstruktech 

protilátka/enzym konvertujících následně podané proléčivo na farmakologicky aktivní léčivo. 

Do první kategorie lze zařadit enzymaticky aktivní zástupce imunocytokinů (nejčastěji 

imunoRNázy) nebo konstrukty pro substituční enzymatickou terapii, nahrazující disfunkční 

mutované enzymy (Andrady et al., 2011). Cílením funkčních enzymů lze zajistit degradaci 

lysozomálního i cytosolárního glykogenu u pacientů s Pompeho chorobou nebo vylepšit 

katabolizmus glykosaminoglykanů u mukopolysacharidóz (Yi et al., 2017, Fecarotta et al., 

2018). Výhodou druhé skupiny enzymatických fúzních terapeutik, založených na postupném 

podání konstruktu protilátka-enzym a příslušného proléčiva, je stále přesnější cílení terapeutik, 

spojené s maximalizací léčebných účinků a minimalizací toxických a systémových efektů 

zejména nádorové terapie (Mishra et al., 2018).  

Klinicky významnou skupinu fúzních konstruktů tvoří tzv. decoy receptory, zahrnující 

také známý inhibitor TNF-α Enbrel. Přípravek Enbrel obsahuje léčivou látku Etanercept, 

tvořenou extracelulární vazebnou doménou receptoru p75 pro TNF-α a fragmentem Fc lidského 

IgG1 (Goffe and Cather, 2003). Etanercept funguje jako kompetitivní inhibitor prozánětlivého 

cytokinu TNF-α, jehož patologická produkce je spojena s rozvojem chronických zánětlivých 

onemocnění jako revmatoidní nebo psoriatická artritida (Choy and Panayi, 2001, Gottlieb and 

Antoni, 2004). Decoy receptory cílí také na procesy onkogeneze, nejčastěji prostřednictvím 

receptoru pro epidermální růstový faktor (EGFR) nebo vaskulární endoteliální růstový faktor 

(VEGFR). Fúzní bispecifické decoy receptory mají potenciál simultánně inhibovat buněčnou 

proliferaci i neovaskularizaci (např. konstrukt VEGFR/IgG1-Fc/EGFR) nebo synergní působení 

angiogenních signalizačních kaskád, zahrnujících VEGFR a receptor pro fibroblastový růstový 
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faktor 2 (FGFR) (konstrukt VEGFR1/VEGFR2/FGFR/IgG1-Fc) (Guo et al., 2022, Jiang et al., 

2018).  

Pokročilý design cílených proteinových terapeutik umožňuje transport nových léčiv také 

přes hematoencefalickou bariéru nebo placentu. Průchod hematoencefalickou bariérou 

zprostředkovávají inzulinové (IR) nebo transferinové receptory (TfR), na které cílí protilátková 

část fúzního terapeutika (Pardridge and Boado, 2012). Design řady rekombinantních proteinů 

byl modernizován s ohledem na zajištění průchodnosti hematoencefalickou bariérou. V rámci 

fúzních konstruktů jde o substituční enzymatická terapeutika pro léčbu neurologických 

symptomů mukopolysacharidóz nebo první fúzní terapeutikum schválené FDA – inhibitor  

TNF-α Enbrel (Boado et al., 2008, Boado et al., 2010). Fúzní inhibitory prozánětlivých cytokinů 

mají potenciál při terapii akutních traumatických poškození mozku i chronických 

neurodegenerativních onemocnění (Sumbria et al., 2012, Zhou et al., 2011b). Účinná léčba by 

zejména v případě Alzheimerovy nemoci umožnila snížit enormní růst nákladů na péči  

o pacienty s pokročilou fází choroby. Slibné výsledky v terapii Alzheimerovy choroby může 

přinést kombinatorní léčba, postihující více úrovní patogeneze onemocnění (Cummings et al., 

2019). S využitím fúzních proteinů lze do mozkové tkáně cílit protizánětlivé inhibitory, 

protilátky proti amyloidním plakům nebo neurotrofní faktory (Zhou et al., 2011a, Sumbria et 

al., 2013, Zhou et al., 2010).  

1.3.1.2. Fúzní proteiny založené na molekule CaM  

Design fúzních konstruktů odvozených od CaM využívá zejména konformačních změn 

molekuly CaM při interakci s ligandy. Fúzí CaM s vhodným reportérovým systémem lze získat 

rychlé a citlivé biosenzory pro detekci stanovovaných analytů. Typickým příkladem jsou 

biosenzory monitorující koncentraci iontů Ca2+, založené na fúzi CaM a zeleného 

fluorescenčního proteinu (GFP) nebo jeho spektrálních variant. První fluorescenční biosenzory 

byly založeny na Försterově rezonančním přenosu energie (FRET) a obsahovaly dva fluorofory 

fúzované s molekulou CaM a vazebným epitopem pro CaM (doména M13 myosin kinázy 

lehkého řetězce) (Miyawaki et al., 1997). Interakce mezi CaM/Ca2+ a vazebným epitopem vedla 

k vzájemnému přiblížení fluoroforů a emisi fluorescence o dané vlnové délce. Široce rozšířené 

jsou také biosenzory využívající jediný fluorofor, který na strukturní změny postihující 

fúzovanou molekulou CaM a vazebný epitop pro CaM reaguje změnou své konformace a 
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fluorescenčních vlastností (Nakai et al., 2001). Zatímco FRET biosenzory nachází uplatnění při 

kvantifikaci signálu Ca2+, biosenzory s jedním fluoroforem jsou vhodnější pro studium jeho 

dynamiky (Lohr et al., 2021). Design zástupců z obou skupin biosenzorů byl optimalizován 

s ohledem na vylepšení jejich citlivosti, poměru signálu k šumu, stability, spektrálních 

charakteristik, cílení do intracelulárních kompartmentů nebo nežádoucích efektů exprese 

biosenzorů v buňce (zejména abnormální jaderná akumulace a narušení fyziologické signalizace 

ionty Ca2+) (Nakai et al., 2001, Horikawa et al., 2010, Tallini et al., 2006, Palmer et al., 2006, 

Yang et al., 2018). Biosenzory založené na molekule CaM nachází využití při studiu gastrulace, 

neurální okruhů v motorickém a somato-senzorickém kortexu, neurálních změn v hipokampu 

při behaviorálních studiích nebo v retině oka během světelné expozice (Shindo et al., 2010, Tian 

et al., 2009, O'Connor et al., 2010, Dombeck et al., 2010, Borghuis et al., 2011). 

Konformační plasticita CaM může tvořit také základ designu biosenzorů pro detekci 

nových farmakologicky významných molekul. Příkladem je fúzní protein odvozený z CaM a 

mutované varianty GFP – EGFP (enhanced GFP) (Dikici et al., 2003). Při aktivaci biosenzoru 

ionty Ca2+ dochází k zpřístupnění vazebných kapes pro fenothiazinové deriváty a příbuzná 

tricyklická antidepresiva v molekule CaM. Důsledkem rozsáhlých konformačních změn při 

jejich následné interakci s molekulou CaM/Ca2+ je zhášení fluorescenčního signálu fúzovaného 

EGFP. Biosenzory založené na molekule CaM lze využít jako rychlou a levnou high-throughput 

technologii pro farmakologicky atraktivní ligandy CaM. Psychofarmaka založená  

na antagonistech CaM modulují aktivitu řady klíčových proteinů signalizačních kaskád, 

například CaM-dependentní protein kinázy II regulující uvolňování neurotransmiterů a 

synaptické transmise (Vertessy et al., 1998, Barbiero et al., 2007). Kromě antidepresiv a 

antipsychotik mohou inhibitory CaM nacházet využití také při léčbě bolesti, v nádorové terapii 

pro potlačení chemoterapeutické rezistence či angiogeneze, v terapii neurodegenerativních 

onemocnění jako Alzheimerova nebo Huntingtonova choroba, případně při eradikaci 

mykotických biofilmů  (Olah et al., 2007, Mayur et al., 2006, Jung et al., 2010, O'Day, 2020, 

Ceballos Garzon et al., 2020). 

Charakteristické vlastnosti molekuly CaM lze kromě designu biosenzorů uplatnit také 

při optimalizaci rekombinantní produkce terapeuticky významných proteinů. Prostřednictvím 

fúze s CaM bylo v buňkách E. coli dosaženo dostatečné exprese solubilních antimikrobiálních 
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peptidů (AMPs), ačkoli samostatné peptidové sekvence vykazují značnou cytotoxicitu a 

citlivost k endogenním proteázám (Ishida et al., 2016). AMPs typicky sdílí vysoký stupeň 

podobnosti s vazebnými motivy pro CaM. Jedná se o amfipatické sekvence s motivy 

hydrofobních a bazických aminokyselin, které v rámci fúzního konstruktu interagují 

s molekulou CaM, čímž dochází k maskování jejich cytotoxicity i ochraně před proteolytickou 

degradací. Rekombinantní produkce AMPs umožňuje finančně výhodnější inkorporaci 

nepřirozených aminokyselin nebo izotopové značení sekvencí pro detailní studium jejich 

strukturně-funkčních vlastností. Maskování sekvencí molekulou CaM poskytlo také expresi 

solubilních transmembránových sekvencí nebo lidského makrofágového zánětlivého proteinu 

3α (Ishida et al., 2016, Ramamourthy et al., 2019). Fúzní expresní systémy mohou molekulu 

CaM využívat rovněž jako univerzální purifikační kotvu pro hydrofobní interakční 

chromatografii, kdy přídavek chelatačního činidla vyváže ionty Ca2+ z CaM, konformační 

změny skryjí hydrofobní motivy uvnitř molekuly a fúzní konstrukt založený na CaM se uvolní 

z matrice kolony.  

Fúzní konstrukty využívající vlastností CaM byly studovány i z hlediska potenciální 

aplikace v nádorové terapii při tzv. nádorovém pretargetingu. Principem nádorového 

pretargetingu je postupné podání dlouho cirkulujícího protilátkového konjugátu proti tkáni 

nádoru a malé radioaktivní molekuly s krátkým cirkulačním časem (Patra et al., 2016).  

Po dosažení optimální koncentrace protilátkového konjugátu v nádorové tkání a eliminaci 

nadbytečných molekul z těla následuje podání menší radioaktivní molekuly s vysokou afinitou 

k protilátkovému konjugátu akumulovanému v nádoru. Rychlá farmakokinetika radioaktivní 

molekuly umožňuje minimalizaci vedlejších účinků radioterapie na zdravé tkáně.  Chimerický 

protein scFv(L19)-CaM, navržený pro nádorový pretargeting, obsahuje protilátkový fragment 

scFv(L19) proti izoformě fibronektinu asociované s nádorovou angiogenezí a CaM (Melkko et 

al., 2002). Pro rychlé cílení terapeutických/diagnostických radionuklidů byly zvoleny peptidové 

ligandy molekuly CaM. Ačkoli v rámci konstruktu scFv(L19)-CaM zůstávají vazebné vlastnosti 

scFv(L19) i CaM zachovány, cílení do místa nádoru in vivo bylo neúspěšné. Příčinou může být 

velmi nízký isoelektrický bod CaM, zabraňující prostupu scFv(L19)-CaM do perivaskulárního 

prostoru. Potenciální řešení nabízí tkáňově specifické cílení scFv(L19)-CaM do kalveol 

endoteliálních buněk, zprostředkovávajících transcytózů terapeutik přes endoteliální bariéru 

(Marchetti et al., 2019).  
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Na unikátních vlastnostech CaM lze založit design širokého spektra fúzních konstruktů 

s využitím od detekčních systémů až po proteinová terapeutika. Základní vlastnosti aplikačně 

významných molekul včetně CaM jsou často modifikovány pro dosažení optimálních 

charakteristik v rámci odvozených fúzních makromolekul. Univerzálně žádanou modifikací je 

navýšení stability pro použití v suboptimálních podmínkách. Stabilitu proteinových molekul lze 

navýšit prostřednictvím mutací vytipovaných aminokyselin nebo alternativně fúzí se 

stabilizačním proteinem (Pucci et al., 2022, Morimoto et al., 2022). Vysoký modulační potenciál 

nabízí fúze s vnitřně neuspořádanými proteinovými sekvencemi, kdy na podkladě jejich 

enormní flexibility a konformační dynamiky dochází k vzájemné komunikaci mezi fúzními 

partnery (Zouharova et al., 2021).  

1.4. Strukturní neuspořádanost proteinových molekul 

Přibližně 44 % lidských kódujících genů tvoří geny pro vnitřně neuspořádané proteiny 

(IDPs) nebo proteiny s rozsáhlými vnitřně neuspořádanými oblastmi (IDPRs) (Pentony and 

Jones, 2010). Mezi IDPs/IDPRs řadíme vysoce flexibilní proteinové sekvence, které ve svém 

nativním stavu spontánně nezaujímají stabilní 3D strukturu. Typický je pro ně obsáhlý soubor 

vzájemně přecházejících konformačních stavů, zahrnujících natažené i kompaktní formy 

(Uversky and Dunker, 2010). U některých vnitřně neuspořádaných proteinových sekvencí 

indukuje interakce s vazebným partnerem sbalovaní do 3D struktur, jiné zůstávají a plní funkci 

v nestrukturovaném stavu (van der Lee et al., 2014). V obou případech však interakce ovlivňuje 

konformační dynamiku a výslednou funkci molekul. 

 Enormní soubor možných konformačních stavů umožňuje široké zapojení IDPs/IDPRs 

do regulace i integrace klíčových signalizačních kaskád řídících transkripci, translaci i průběh 

buněčného cyklu (Wright and Dyson, 2015). Dosud popsané IDPs/IDPRs překvapivě nenachází 

uplatnění během řízení signalizačních kaskádách závislých na iontech Ca2+. Vnitřně 

neuspořádané vazebné sekvence pro ionty Ca2+ se vyskytují spíše u skladovacích proteinů 

endoplazmatického retikula (kalretikulin) a především u proteinů zapojených do procesu 

biomineralizace jako je starmaker, amelogenin nebo ameloblastin (AMBN) (Shivarov et al., 

2014, Wojtas et al., 2015, Yamakoshi et al., 2001, Vetyskova et al., 2020).  
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1.4.1. Ameloblastin 

  AMBN byl původně popsán jako druhý nejpočetnější protein extracelulární matrix 

nejtvrdší tkáně lidského těla – zubní skloviny. Během odontogeneze ovlivňuje proliferaci, 

polaritu a diferenciaci ameloblastů (Fukumoto et al., 2004). Společně s amelogeninem vytváří 

supramolekulární organickou matrici pro orientovaný růst hydroxyapatitových krystalů (Wald 

et al., 2017). Mutace genu pro AMBN souvisí rozvojem dědičné hypoplázie zubní skloviny 

Amelogenesis imperfekta (Poulter et al., 2014). Kromě mineralizace zubní skloviny se AMBN 

podílí na regulaci osteogeneze i osteoklastogeneze a zajišťuje rychlou reparaci kostních fraktur 

(Iizuka et al., 2011, Lu et al., 2013, Lu et al., 2016). Zvýšená exprese AMBN navozuje tumor 

supresivní fenotyp a chemosenzitivitu osteosarkomu a může představovat nový prognostický 

marker či terapeutický cíl (Ando et al., 2017).  

 AMBN patří do nepočetné skupiny IDPs interagujících s ionty Ca2+. Molekulu AMBN 

tvoří dvě domény – bazická N-koncová doména (AMBN-Nt) a acidická C-koncová doména 

(AMBN-Ct) (Wald et al., 2011). Sestavování supramolekulárních struktur AMBN řídí evolučně 

konzervovaný oligomerizační motiv v AMBN-Nt (Obr. 5) (Wald et al., 2013). Fosforylace 

nebo delece této oblasti potlačuje nejen oligomerizaci AMBN, ale i schopnost interakce s ionty 

Ca2+ (Stakkestad et al., 2017, Vetyskova et al., 2020). Vazba molekul Ca2+ probíhá zřejmě 

v acidické AMBN-Ct, které však sama o sobě nemá oligomerizační potenciál a interakci s ionty 

Ca2+ poskytuje pouze ve spojení s oligomerizační funkcí AMBN-Nt (Vetyskova et al., 2020). 

Monomerní charakter samostatné AMBN-Ct společně s její kompletní vnitřní neuspořádaností 

z ní činí vhodného kandidáta pro modulaci proteinových molekul v rámci fúzních konstruktů, 

například terapeuticky a biotechnologicky zajímavé cílové molekuly CaM. V této disertační 

práci se proto mimo jiné zabýváme fúzní molekulou tvořenou  

CaM a AMBN-Ct s cílem zjistit, zda dojde k ovlivnění vlastností molekuly CaM.      
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Obr. 5: Schematické znázornění předpokládaného oligomerizačního mechanismu molekul 

AMBN, převzato z (Vetyskova et al., 2020); upraveno. N-koncová doména AMBN (šedě) 

obsahuje motiv kódovaný exonem 5 indukující oligomerizaci (modře) monomerů AMBN. 

Oligomerizace molekul AMBN umožňuje interakci C-koncové domény AMBN (fialově) 

s ionty Ca2+ (žlutě).  
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2. CÍLE DISERTAČNÍ PRÁCE 

Disertační práce se zabývá studiem široce rozšířeného kalciového senzoru CaM, 

regulujícího aktivitu stovek cílových proteinů zapojených do klíčových fyziologických procesů. 

Vlastnosti CaM jsou navíc uplatňovány při designu biomedicínsky/biotechnologicky 

významných proteinů, využívaných zejména pro detekci změn hladiny iontů Ca2+. Cílem první 

části disertační práce bylo studium CaM s ohledem na možné zapojení do regulace medicínsky 

významných členů podrodiny iontových kanálů TRPM. Druhá část disertační práce se zabývá 

modulací vlastností CaM v rámci fúzních proteinových konstruktů, které by mohly nacházet 

uplatnění při designu nových proteinových konstruktů pro oblast biomedicíny či biotechnologií.  

Část 1: Identifikace a charakterizace vazebných míst pro CaM u podrodiny 

iontových kanálů TRPM  

Současné poznatky ohledně CaM-dependentní modulace TRP kanálů indikují značnou 

komplexitu interakcí CaM/TRP kanál. Jednotlivé TRP kanály mohou obsahovat více vazebných 

epitopů pro CaM, které se spolupodílejí na vazbě regulační molekuly CaM. Identifikace 

jednotlivých vazebných epitopů pro CaM tak může vést k pochopení komplexního průběhu 

interakce CaM/TRP. Jelikož CaM představuje rozšířenou modulační molekulu v rámci rodiny 

TRP kanálů, předpokládáme existenci podobných vazebných míst pro CaM také u podrodiny 

TRPM, kde zůstávaly poznatky ohledně CaM-dependentní regulace limitované. 

Cílem práce je: 

▪ Lokalizace a charakterizace nových vazebných epitopů pro CaM na intracelulárních 

koncích vybraných členů podrodiny TRPM (TRPM4, TRPM5, TRPM6 a TRPM7) 

▪ Ověření charakteristické role bazických aminokyselinových zbytků v zajištění vazby 

molekuly CaM 

▪ Konstrukce modelu CaM v interakci s nově identifikovanými vazebnými epitopy 

podrodiny TRPM 
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Část 2: Modulace vlastností CaM prostřednictvím proteinových fúzí  

Vlastnosti aplikačně významných molekul mohou být optimalizovány prostřednictvím 

metod proteinového inženýrství. Mezi účinné přístupy patří např. design fúzních proteinových 

konstruktů za účelem vylepšení stávajících nebo zisku nových vlastností fúzovaných molekul. 

Univerzálními modulátory fúzních partnerů jsou zejména flexibilní vnitřně neuspořádané 

proteinové domény, schopné dynamicky reagovat na změny ve svém okolí. Fúzním partnerem 

CaM byla zvolena proteinová doména tvořící C-konec ameloblastinu (AMBN-Ct). Vzhledem 

ke kompletně vnitřně neuspořádanému charakteru AMBN-Ct předpokládáme vznik  

mezi-doménové komunikace mezi fúzovanými molekulami CaM a AMBN-Ct, která může 

pozitivně ovlivnit např. teplotní stabilitu struktury CaM.  

Cílem práce je: 

▪ Design a příprava fúzní molekuly založené na CaM a kompletně vnitřně 

neuspořádané doméně AMBN-Ct 

▪ Potvrzení nativní struktury CaM v molekule CaM/AMBN-Ct 

▪ Ověření zachovaných vazebných funkcí CaM v CaM/AMBN-Ct prostřednictvím 

interakce s dříve popsaným vazebným epitopem pro CaM odvozeným z iontového 

kanálu podrodiny TRPM  

▪ Studium vlivu mezi-doménové komunikace na teplotní stabilitu CaM 

v CaM/AMBN-Ct 
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3. MATERIÁL A METODY 

3.1. Exprese a purifikace proteinů 

3.1.1. CaM 

CaM byl exprimován z vektoru pET3a v buňkách E. coli Bl-21. Exprese byla 

indukována při teplotě 25 °C přídavkem 0,5 mM IPTG. Buňky byly kultivovány při  

25 °C/150 rpm a po 18 hod. resuspendovány v lyzačním pufru (50 mM Tris-HCl pH7,5, 2 mM 

EDTA, 2 mM 2-Merkapto-EtOH, 0,2 mM PMSF), a dezintegrovány sonikací. CaM byl 

purifikován ze solubilní frakce pomocí hydrofobní chromatografie na Phenyl Sepharose CL-4B 

(GE Healthcare, Chicago, IL, USA) podle standardního purifikačního protokolu (Bousova et 

al., 2018) a převeden do finálního pufru 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 250 mM NaCl, 2 mM CaCl2 

(studium komplexů CaM s vazebnými epitopy odvozenými od TRPM) nebo 10 mM Tris-HCl 

pH 7,5, 100 mM NaCl, ± 10 mM CaCl2 (studium fúzního konstruktu CaM/AMBN-Ct).  

3.1.2. CaM/AMBN-Ct 

Exprese CaM/AMBN-Ct probíhala z vektoru pET28b v buňkách E. coli Bl-21. Buněčná 

suspenze byla v logaritmické fázi růstu zchlazena na 15 °C a přídavkem IPTG do koncentrace 

0,5 mM indukována exprese proteinu. Po kultivaci při 15 °C/150 rpm/18 hod. byly buňky 

resuspendovány v lyzačním pufru (50 mM Tris-HCl pH 8,0, 50 mM NaCl, 2 mM  

2-Merkapto-EtOH, 2 mM EDTA). Po sonikaci buněk byl CaM/AMBN-Ct purifikován pomocí 

hydrofobní chromatografie dle totožného protokolu jako molekula CaM. Následně byl 

CaM/AMBN-Ct dialyzován do 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 500 mM NaCl a proteázou TEV při  

4 °C/24 hod odštěpena sekvence 6xHis. Po přídavku EDTA do koncentrace 10 mM byl 

CaM/AMBN-Ct převeden do finálního pufru (10 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM NaCl,  

± 10 mM CaCl2) na koloně Superdex 200 Increase 10/300 GL (GE Healthcare, Chicago, IL, 

USA). 

3.1.3. AMBN-Ct 

Podmínky pro expresi AMBN-Ct byly totožné jako u CaM/AMBN-Ct. Po resuspendaci 

buněk v lyzačním pufru (50 mM Na2HPO4 pH 8,0, 50 mM NaCl, 2 mM 2-Merkapto-EtOH) a 

sonikaci buněk byla k solubilní frakci přidána močovina do koncentrace 8M. CaM/AMBN-Ct 
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byl purifikován s využitím Chelating Sepharose Fast Flow s navázanými ionty Ni2+ (GE 

Healthcare, Chicago, IL, USA). AMBN-Ct byl z elučního pufru (50 mM Tris-HCl pH 7,5,  

600 mM NaCl, 8 M močovina, 600 mM imidazol) dialyzován do 50 mM Tris-HCl pH 7,5,  

500 mM NaCl a štěpen proteázou TEV při 4 °C/24 hod. Štěpná směs byla nanesena na Chelating 

Sepharose Fast Flow s navázanými ionty Ni2+ (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) a slabě 

navázaný AMBN-Ct byl eluován do 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM NaCl, 100 mM imidazol. 

Po přídavku EDTA do koncentrace 10 mM byl AMBN-Ct převeden na koloně Superdex 200 

Increase 10/300 GL (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) do finálního pufru (10 mM Tris-HCl 

pH 7,5, 100 mM NaCl, ± 10 mM CaCl2). 

3.2. Fluorescenční spektroskopie 

Časově rozlišená anizotropie fluorescence byla měřena na spektrofluorimetru K2 (ISS 

Inc., Champaign, IL, USA) při teplotě 25 °C. Vazebné epitopy pro CaM označené fluoresceinem 

byly titrovány přídavky CaM, CaM/AMBN-Ct nebo AMBN-Ct. Fluorescence byla excitována 

při 490 nm a hodnoty časově rozlišené anizotropie fluorescence (r) zaznamenány při 530 nm. 

Podíl vazebných epitopů v interakci (fraction bound, FB) byl stanoven dle rovnice (1):  

FB = (r − rmin)/[(rmax − r) Q + (r − rmin)], 

kde je r hodnota anizotropie při jednotlivých koncentracích ligandu, rmin
 anizotropie samotného 

vazebného epitopu, rmax anizotropie při saturační koncentraci ligandu a Q je korekční faktor 

(poměr kvantového výtěžku vázané a volné formy studovaného epitopu). Hodnota rovnovážné 

disociační konstanty (KD) komplexu byla stanovena z proložení závislosti FB na koncentraci 

ligandu rovnicí (2): 

FB =
KD+[P1]+[P2]−√(KD+[P1]+[P2])

2−4[P1][P2]

2[P1]
, 

kde [P1] je koncentrace vazebného epitopu a [P2] koncentrace ligandu. K vyhodnocení dat byl 

použit software Sigmaplot 11.0 (Systat software, San Jose, CA, USA). 
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3.3. Analytická ultracentrifugace 

Sedimentační rychlost molekul byla měřena s využitím analytické ultracentrifugy 

ProteomeLab XL-I (Beckman Coulter, Indianapolis, IN, USA). Experimenty byly provedeny 

při 48 000 rpm/20 °C s využitím rotoru An50-Ti. Pro měření byly použity proteiny  

o koncentracích: 2,8 mg.ml-1 (CaM), 1,1 mg.ml-1 (AMBN-Ct) a 1,3 mg.ml-1 (CaM/AMBN-Ct) 

v pufru 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM NaCl. Absorbance vzorků byla detekována při  

280 nm v intervalu 3-6 minut. Při vyhodnocení dat byly použity softwary Sednterp a Sedfit 

(Philo, 2023, Schuck, 2000).   

3.4. Spektroskopie cirkulárního dichroismu 

Spektra cirkularního dichroismu (CD) byla studována s využití spektropolarimetru 

Jasco-1500 a Peltierova termostatu PTC-517 (JASCO, Easton, MD, USA). Spektra CD byla 

měřena v teplotním gradientu 10-90 °C ve vzdálené (195–280 nm) i blízké (240–350 nm) UV 

oblasti.  Měření v blízké UV oblasti probíhalo v 1 mm křemenné kyvetě s teplotním přírůstkem 

10 °C. K experimentům byly použity proteiny o koncentracích: 160 μM (CaM), 65 μM 

(CaM/AMBN-Ct) a 47 μM (AMBN-Ct) v pufru 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM NaCl.  

Pro měření ve vzdálené UV oblasti byla použita 0,5 mm křemenná kyveta, teplotní přírůstek  

5 °C a koncentrace proteinů 10x nižší než v případě experimentů v blízké UV oblasti.  Finální 

data byla vyhodnocena v software Sigmaplot 12.5 (Systat software, San Jose, CA, USA) a 

vyjádřena v jednotkách molární elipticity (θ). 

3.5. Molekulové modelovaní a molekulová dynamika 

Struktura CaM bez Ca2+ byla převzata z NMR modelu (PDBID: 1CFD) (Kuboniwa et 

al., 1995). Trojrozměrná struktura CaM s Ca2+ byla modelována podle kompaktní struktury 

získané rentgenovou krystalografií (PDBID: 1PRW) (Fallon and Quiocho, 2003).   

N-koncová i C-koncová doména CaM byly stabilizovány potenciálem omezujícím vzdálenost 

extrahovaným z experimentálních modelů. Vzdálenosti všech vazeb v rozmezí 1-2 nm byly 

limitovány harmonickým potenciálem se silovou konstantou 240 kJ∙mol−1∙nm−2. N-koncová 

doména (A5-T79) a C-koncová doména (S81-K148) CaM byly kalkulovány nezávisle, proto 

jejich vzájemná orientace zůstala neomezená. K molekule CaM s i bez vázaných iontů Ca2+ byly 

připojeny extendované konformace flexibilního linkeru (GGGGSS) a C-koncové domény 
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AMBN (L223-P447, číslované podle sekvence AMBN). Minimalizace energií získaných 

struktur byla provedena v softwaru GROMACS (Abraham et al., 2015). 

 Simulace dynamického chování molekul byly provedeny v GROMACS (v. 5.1.1) 

(Abraham et al., 2015) s použitím stochastického dynamického integrátoru s časovým krokem 

20 fs a inverzní konstantou tření 20 ps při 300 K.  Molekulární dynamika byla propagována na 

100 milionů kroků. Každý systém byl kalkulován v 5 nezávislých simulacích za účelem odhadu 

konvergence vzorkování a intervalů spolehlivosti. 
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4. VÝSLEDKY 

4.1. Identifikace a charakterizace vazebných míst pro CaM u podrodiny iontových 

kanálů TRPM 

4.1.1. Identifikace vazebných epitopů pro CaM 

Vazebné motivy pro CaM byly predikovány in silico s využitím softwaru „Calmodulin 

target database“ (Yap et al., 2000). Pro další studium byly vybrány potenciální nové vazebné 

epitopy pro CaM odvozené z lidských iontových kanálů TRPM4, TRPM5, TRPM6 a TRPM7 

(Tab. 1). Sekvence obsahující typické motivy hydrofobních a bazických aminokyselin byly 

syntetizovány jako krátké peptidy a využity ve vazebných studiích s molekulou CaM. Detailní 

data z charakterizace vazebných epitopů budou ukázána na příkladu iontového kanálu TRPM6 

(Obr. 6 A).  

Tab. 1: Přehled nových vazebných epitopů pro CaM u podrodiny TRPM. Bazické 

aminokyseliny s potenciální rolí při formování komplexu s CaM jsou zvýrazněny oranžově. 

Zkratkou KD jsou označeny rovnovážné disociační konstanty komplexů s CaM, SD definuje 

směrodatnou odchylku. 

 

Vazebná afinita CaM k novým vazebným epitopům podrodiny TRPM byla určena 

pomocí měření anizotropie při ustálené fluorescenci. Fluorescenčně značené peptidy odvozené 

z TRPM kanálů byly titrovány přídavky CaM. Z nárůstu fluorescenční anizotropie v důsledku 

vazby CaM k značeným epitopům byl stanoven podíl vazebných epitopů v interakci s CaM 

(fraction bound, FB). Rovnovážné disociační konstanty byly určeny z proložení závislosti FB  

na koncentraci CaM rovnicí 2 (3. Materiál a metody, 3.2. Fluorescenční spektroskopie) (Obr. 6 

Vazebný 

epitop 

Lokalizace vazebného 

epitopu na TRPM kanálu 

Syntetizovaná sekvence vazebného 

epitopu pro CaM 

KD ± SD 

TRPM4np Intracelulární N-konec 627FGECYRSSEVRAARLLLRRCPL648 1,3 ± 1,8 

TRPM4cp Intracelulární C-konec 1078PFIVISHLRLLLRQLCRRPRS1098 2,6 ± 0,5 

TRPM5np Intracelulární N-konec 83WLRDVLRKGLVK94 1,0 ± 0,1 

TRPM6np Intracelulární N-konec 520LIGRAYRSNYTRKHFR535 14,87 ± 0,7 

TRPM7np Intracelulární N-konec 523TYRCTYTRKRFRL535 6,1 ± 0,4 
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B, Tab. 1). Měření anizotropie při ustálené fluorescenci potvrdilo interakci mezi CaM 

a studovanými vazebnými epitopy podrodiny TRPM.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 6: Charakterizace vazebného epitopu TRPM6np.  (A) Lokalizace TRPM6np na iontovém 

kanálu TRPM6. Intracelulární N-konec TRPM6 obsahuje 4 domény MHR a pre-S1 doménu. 

Transmembránovou část tvoří 6 α-helikálních segmentů (S1-S6), přičemž pór iontového kanálu 

je formován mezi S5 a S6. Součástí C-konce TRPM6 je TRP doména,  

doména typu coiled-coil, doména bohatá na serin/threonin a α-kinázová doména. Lokalizace 

TRPM6np je vyznačena kružnicí v N-terminální části proteinu. (B) Podíl molekul vazebného 

epitopu TRPM6np v interakci s CaM. (C) Podíl mutovaných forem TRPM6np vázajících CaM. 
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4.1.2. Role bazických aminokyselin při formování komplexů CaM/TRPM 

Formace komplexů CaM/TRP probíhá na základě vzájemných hydrofobních interakcí a 

vzniku solných můstků mezi bazickými zbytky vazebných epitopů pro CaM a negativně 

nabitými aminokyselinami CaM. Vazebné epitopy odvozené od TRPM4, TRPM5 a TRPM6 

byly syntetizovány v mutované formě se záměnou potenciálních klíčových bazických reziduí  

za alanin (Tab. 2). Měření anizotropie při ustálené fluorescenci potvrdilo výrazný pokles 

vazebné afinity mezi CaM a mutovanými epitopy odvozenými z TRPM4, TRPM5 i TRPM6. 

Průběh závislosti FB jednotlivých mutovaných vazebných epitopů na koncentraci CaM je 

zobrazen na příkladu TRPM6np (Obr. 6 C). Vazebné studie s mutovanými formami vazebných 

epitopů potvrdily specifitu interakce mezi CaM a nově identifikovanými vazebnými epitopy. 

Tab. 2: Role bazických aminokyselinových zbytků vazebných epitopů při tvorbě komplexu 

s CaM. Vybrané bazické aminokyseliny (oranžově) byly nahrazeny alaninem (červeně). 

Následně byly stanoveny hodnoty KD komplexů mutovaných vazebných epitopů s CaM. 

Zkratkou SD je označena směrodatná odchylka.  

 

Vazebný epitop Sekvence  KD ± SD 

TRPM6np LIGRAYRSNYTRKHFR 14,87 ± 0,70 

K532A LIGRAYRSNYTRAHFR 22,44 ± 1,22 

K532A/R531A LIGRAYRSNYTAAHFR 74,74 ± 2,36 

K532A/R531A/R535A LIGRAYRSNYTRKHFR 81,40 ± 2,17 

K532A/R531A/R535A/R526A LIGRAYASNYTAAHFA 179,04 ± 9,44 

TRPM4np FGECYRSSEVRAARLLLRRCPL 1,3 ± 1,8 

R632A FGECYASSEVRAARLLLRRCPL 27,2 ± 5,0 

R640A FGECYASSEVRAAALLLRRCPL 17,0 ± 2,0 

R640A/R644A/R645A FGECYASSEVRAAALLLAACPL 80,0 ± 20,0 

TRPM4cp PFIVISHLRLLLRQLCRRPRS 2,6 ± 0,5 

R1086A/R1090A PFIVISHLALLLAQLCRRPRS bez interakce 

R1094A/R1095A PFIVISHLRLLLRQLCAAPRS bez interakce 

TRPM5np WLRDVLRKGLVK 1,0 ± 0,1 

R85A/R89A/K90A/K94A WLADVLAAGLVA 13,6 ± 0,5 
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4.1.3. Homologní modelování TRPM kanálů a molekulové dokování 

Konstrukce homologního modelu iontového kanálu podrodiny TRPM a dokování 

získané struktury studovaného vazebného epitopu do molekuly CaM do je zobrazeno na 

příkladu iontového kanálu TRPM6. Homologní model TRPM6 byl připraven v softwaru 

SWISS-MODEL podle známé struktury příbuzného myšího iontového kanálu TRPM7 (PDB: 

5ZX5) (Duan et al., 2018a). Vazebný epitop TRPM6np byl lokalizován na cytoplazmatické části 

iontového kanálu TRPM6, kde je dobře přístupný pro interakci s CaM (Obr. 7).  

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 7: Homologní model iontového kanálu TRPM6. TRPM6 s vyznačenou lokalizací 

vazebného epitopu TRPM6np (růžově). (A) Boční pohled na TRPM6 zanořený 

v cytoplazmatické membráně. (B)  Pohled na TRPM6 z intracelulární strany membrány. 

Molekulový model byl připraven v programu ChimeraX-1.3 (Pettersen et al., 2021). 

Část získané struktury TRPM6 odpovídající oblasti vazebného epitopu TRPM6np byla 

dokována do molekuly CaM v softwaru ClusPro2.0 (Obr. 8) (Kozakov et al., 2017). In silico 

analýza komplexu CaM/TRPM6np potvrdila vhodnou orientaci studovaných bazických 

aminokyselin TRPM6np pro interakci s CaM a koreluje s výsledky předchozích vazebných 

studií. Analogickým způsobem bylo studování vazebné rozhraní komplexu CaM s TRPM4np, 

TRPM4cp, TRPM5np i TRPM7np a podpořena role vytipovaných bazických aminokyselin  

při interakci s CaM.   
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Obr. 8: Vazebný epitop TRPM6np v komplexu s CaM/Ca2+. Molekulové dokování TRPM6np 

(modře) s vyznačenými bazickými rezidui R526, R531, K532 a R535 (oranžově) do struktury 

CaM (žlutě) v komplexu s ionty Ca2+ (červeně), PDB: 1PRW (Fallon and Quiocho, 2003).  

Molekulový model byl připraven v programu ChimeraX-1.3 (Pettersen et al., 2021). 

4.2. Modulace vlastností CaM prostřednictvím proteinových fúzí 

Molekula CaM byla kromě regulace medicínsky významných cílových proteinů 

podrodiny TRPM studována také s ohledem na možné vylepšení vlastností CaM v rámci fúzních 

proteinových konstruktů. Pro fúzi s CaM byly zvoleny vnitřně neuspořádané proteinové 

sekvence, jejichž vysoce dynamický charakter je předpokladem pro komunikaci mezi fúzními 

partnery a vzájemnou modulaci vlastností molekul.   

4.2.1. Design a základní charakteristiky fúzní molekuly  

CaM byl prostřednictvím flexibilního linkeru GGGGSS fúzován s vnitřně 

neuspořádanou proteinovou doménou AMBN-Ct a výsledný proteinový konstrukt označen jako 

CaM/AMBN-Ct. Flexibilní linker byl zvolen z důvodu podpory volnosti pohybu CaM a 

AMBN-Ct v rámci molekuly CaM/AMBN-Ct. Analytická gelová chromatografie (ASEC) 

směsi CaM a AMBN-Ct prokázala nezávislé chování jednotlivých fúzních partnerů mimo 
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R535 
R526 
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K532 



40 
 

konstrukt CaM/AMBN-Ct (Obr. 9 A). Při ASEC fúzního konstruktu CaM/AMBN-Ct byl 

patrný jediný pík, odpovídající vyšším molekulovým hmotnostem (Mw) (Obr. 9 A). Vnitřně 

neuspořádaný charakter (tzv. IDP charakter) AMBN-Ct je příčinou vysokého 

hydrodynamického poloměru AMBN-Ct i CaM/AMBN-Ct a výrazně zkresleného odečtu Mw 

oproti globulárním standardům pro ASEC. Lehce nadhodnocený odhad Mw samotného CaM je 

dán navýšením hydrodynamického poloměru v důsledku protáhlého tvaru molekuly. 

   

 

 

 

 

 

 

Obr. 9: Analytická gelová chromatografie a analytická ultracentrifugace vybraných 

proteinových konstruktů CaM/AMBN-Ct, CaM a AMBN-Ct. (A) Chromatografický profil 

CaM/AMBN-Ct a směsi CaM a AMBN-Ct získaný detekcí absorbance při vlnové délce 280 nm 

na koloně Superdex 200 Increase 10/300 (GE Healthcare, Chicago, IL, USA). (B) Analýza 

sedimentační rychlosti studovaných proteinů za a bez přítomnosti Ca2+, kde c(s) značí 

kontinuální distribuci sedimentačních koeficientů. 

Měření sedimentačních rychlostí studovaných proteinů potvrdilo monodisperzní 

populace studovaných molekul (Obr. 9 B). Hodnoty sedimentačních koeficientů přepočítaných 

na standardní podmínky (20 °C, čistá voda) (s20,w) ve všech případech odpovídaly monomerním 

molekulám. V případě CaM a CaM/AMBN-Ct indukovala přítomnost iontů Ca2+ konformační 

změny molekul, vedoucí k navýšení hodnoty s20,w, reflektující zkompaktnění molekul. 

Pozorovaný efekt je přitom nejvýraznější u konstruktu CaM/AMBN-Ct a zahrnuje i změny  

ve fúzované doméně AMBN-Ct, která sama o sobě na přítomnost Ca2+ nereaguje (Obr. 9 B).  
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Výsledky sedimentačních experimentů indikují vzájemnou komunikaci fúzních partnerů CaM 

a AMBN-Ct 

4.2.2. Analýza sekundární a terciální struktury CaM/AMBN-Ct 

Měřením spektra cirkulárního dichroismu (CD) ve vzdálené UV oblasti (190-260 nm) 

byl studován obsah sekundárních struktur molekul. V případě AMBN-Ct odpovídal průběh 

spektra s minimem při 199 nm IDP charakteru proteinové domény (Obr. 10 A). U molekuly 

CaM byly pozorovány dva podobně intenzivní negativní píky při 208 a 222 nm, typické  

pro α-helikální proteiny. Spektrum CD molekuly CaM/AMBN-Ct vykazovalo minimum při 208 

a 222 nm, avšak spektrální intenzita při 208 nm byla výrazně vyšší. Průběh spektra je dán 

kombinací α-helikálních i IDP oblastí v molekule CaM/AMBN-Ct. Přítomnost iontů Ca2+ 

nevedla u molekuly AMBN-Ct k strukturním změnám detekovatelným spektroskopií CD. 

V případě CaM došlo v důsledku vazby Ca2+ k navýšení intenzity obou negativních píků. Lehký 

nárůst spektrální intenzity při 208 i 222 nm indikoval u konstruktu CaM/AMBN-Ct strukturní 

změny typické pro vazbu Ca2+ k podjednotce CaM. 

Ze získaných experimentálních spekter CaM a AMBN-Ct byla vypočítána modelová 

spektra pro nezávislé chování CaM a AMBN-Ct v konstruktu CaM/AMBN-Ct (Obr. 10 B). 

Modelová spektra CaM/AMBN-Ct obsahovala dvě minima při 203 a 222 nm. Modelová spektra 

CaM/AMBN-Ct vykazovala oproti experimentálním (1) posun maxima prvního negativního 

píku z 208 na 203 a (2) odlišný poměr intenzit obou minim. Tyto změny indikují mírné navýšení 

helicity konstruktu CaM/AMBN-Ct oproti modelovému spektru pro nezávislé chování fúzních 

partnerů a vzájemné interakce mezi CaM a AMBN-Ct, které však zásadně nemění základní 

strukturní vlastnosti jednotlivých molekul.  

Pomocí spektroskopie CD v blízké UV oblasti byla studována terciální struktura 

molekul CaM a CaM/AMBN-Ct. Ve spektru CD molekuly CaM se objevily negativní pásy při 

255, 262 a 268 nm odpovídající signálu z fenylalaninů a v oblasti nad 275 nm je patrný signál 

tyrozinů (Obr. 10 A). Podobný průběh mělo i spektrum CD konstruktu CaM/AMBN-Ct. 

V případě CaM i CaM/AMBN-Ct indukovaly ionty Ca2+ nárůst spektrální intenzity pásů.  
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Obr. 10: Analýza spekter cirkulárního dichroismu vybraných proteinových konstruktů 

CaM/AMBN-Ct, CaM a AMBN-Ct za a bez přítomnosti Ca2+. (A) Spektra CD studovaných 

molekul ve vzdálené (vlevo) a blízké (vpravo) spektrální oblasti. (B) Porovnání 

experimentálních spekter molekuly CaM/AMBN-Ct s modely pro nezávislé fungování fúzních 

podjednotek CaM a AMBN-Ct.  

4.2.3. Vazebné funkce konstruktu CaM/AMBN-Ct 

Zachování vazebné funkce CaM v konstruktu CaM/AMBN-Ct bylo ověřeno 

prostřednictvím interakce s dříve popsaným vazebným epitopem TRPM4np odvozeným 

z iontového kanálu TRPM4 (Bousova et al., 2018). Interakce molekul CaM/AMBN-Ct, CaM 
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(pozitivní kontrola) a AMBN-Ct (negativní kontrola) s TRPM4np byla studována 

prostřednictvím měření anizotropie při ustálené fluorescenci.  Ze změn fluorescenční 

anizotropie během titrace fluorescenčně značených epitopů studovanými proteiny byla 

stanovena hodnota FB. Závislost FB na koncentraci ligandu byla proložena rovnicí 2 (3. Materiál 

a metody, 3.2. Fluorescenční spektroskopie) a určeny hodnoty KD jednotlivých komplexů  

(Obr. 11 A, B). KD komplexu TRPM4np s CaM dosahovala hodnoty 0,25 ± 0,05 μM, v případě 

komplexu TRPM4np s CaM/AMBN-Ct činila 1,10 ± 0,10 μM. 

 

  

 

 

 

 

 

Obr. 11: Fluorescenční spektroskopická analýza TRPM4np v komplexu s vybranými 

proteinovými konstrukty CaM/AMBN-Ct, CaM a AMBN-Ct za přítomnosti Ca2+. (A) Podíl 

vazebných epitopů TRPM4np interagujících s CaM/AMBN-Ct (oranžově), CaM (modře) a 

AMBN-Ct (zeleně) v prostředí s ionty Ca2+. (B) Hodnoty KD komplexů CaM/AMBN-Ct + 

TRPM4np, CaM + TRPM4np a AMBN-Ct + TRPM4np v přítomnosti Ca2+. Zkratkou SD je 

označena směrodatná odchylka.  
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4.2.4. Studium teplotní stability CaM/AMBN-Ct 

Potenciální vliv fúzované domény AMBN-Ct na teplotní stabilitu CaM byl studován 

prostřednictvím spektroskopie CD. Rozpad struktury samotného CaM a CaM fúzovaného 

s AMBN-Ct byl monitorován prostřednictvím teplotně závislého snížení spektrální intenzity  

při 222 nm (Obr. 12). Pro vyhodnocení experimentální dat byl použit model dvoustavového 

přechodu. Získaná hodnota teploty tání proteinu (Tm) byla 52,0 ± 0,4 °C v případě CaM a  

56,7 ± 0,5 °C u konstruktu CaM/AMBN-Ct. Teplotní stabilita CaM i CaM/AMBN-Ct byla 

výrazně navýšena v prostředí s ionty Ca2+ a hodnotu Tm zde nebylo možné stanovit.    

 

Obr. 12: Analýza teplotní stability CaM/AMBN-Ct a CaM prostřednictvím spektroskopie CD. 

Jednotlivé body jsou průměrem ze 3 nezávislých měření, chybové úsečky zobrazují standardní 

odchylku měření.   

4.2.5. Analýza fúzní molekuly pomocí molekulového modelování naznačila kontakt CaM 

a AMBN-Ct za přítomnosti Ca2+ 

Prostřednictvím metod molekulové dynamiky bylo simulováno chování  

CaM/AMBN-Ct v prostředí bez iontů Ca2+ a v přítomnosti Ca2+. Výsledky molekulární 

dynamiky korelují s výstupy sedimentačních analýz i s výsledky CD spektroskopie studovaných 

molekul a potvrzují zachování vysoce flexibilních IDP charakteristik domény AMBN-Ct 

v rámci CaM/AMBN-Ct (Obr. 13 A, B). Experimentálně pozorované zkompaktnění 

CaM/AMBN-Ct indukované vazbou Ca2+ však nebylo zachyceno tak významně jako v případě 

experimentálních metod a získané modely je třeba posuzovat spíše kvalitativně. Frekvence 
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kontaktů mezi CaM a fúzovanou doménou AMBN-Ct se nicméně v prostředí bez a s ionty Ca2+ 

lišila a doména AMBN-Ct vykazovala v přítomnosti iontů Ca2+ vyšší afinitu k CaM (Obr. 13 

C). Kontakt obou domén za přítomnosti Ca2+ byl dán vystavením hydrofobních reziduí na 

povrch CaM a umožněním transientních interakcí s hydrofobními zbytky domény AMBN-Ct.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 13: Molekulová dynamika fúzního proteinu CaM/AMBN-Ct. Molekulový model (A) 

CaM/AMBN-Ct a (B) CaM/AMBN-Ct s Ca2+ (oranžově). Zobrazeno je vždy 5 molekul 

superponovaných na N-koncovou doménu CaM. (C) Frekvence kontaktů mezi CaM a 

fúzovanou doménou AMBN-Ct ve fúzním proteinu CaM/AMBN-Ct.  
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5. DISKUZE 

Molekula CaM funguje jako univerzální senzor intracelulární hladiny Ca2+, který 

v závislosti na přítomnosti iontů Ca2+ reguluje nespočet esenciálních buněčných procesů. Mezi 

cílové proteiny CaM patří všeobecně exprimované iontové kanály podrodiny TRPM. Ačkoli je 

pro podrodinu TRPM typická regulace rozsáhlým spektrem extracelulárních i intracelulárních 

stimulů, CaM pravděpodobně představuje univerzální regulační molekulu zástupců této 

podrodiny (Hasan and Zhang, 2018).  

V rámci rodiny TRP kanálů byla regulace molekulou CaM detailně popsána na 

strukturní úrovni v případě TRPV6 (Singh et al., 2018a). Inhibice TRPV6 prostřednictvím CaM 

je komplexní proces, kdy se na vazbě jedné molekuly CaM podílí celkem šest různých oblastí 

TRPV6. Při vazbě CaM tak může docházet k postupným koordinovaným konformačním 

změnám napříč celým TRP kanálem. V rámci podrodiny TRPM poukazuje přítomnost více 

vazebných epitopů pro CaM u TRPM2, TRPM3 a TRPM4 na podobnou komplexitu interakce 

jako u CaM/TRPV6 (Gattkowski et al., 2019, Tong et al., 2006, Bousova et al., 2018, Bousova 

et al., 2020, Holakovska et al., 2012, Holendova et al., 2012, Przibilla et al., 2018). Informace 

ohledně možnosti přímé regulace prostřednictvím CaM v případě studovaných iontových 

kanálů TRPM5, TRPM6 a TRPM7 dosud chyběly. Ačkoli bylo u podrodiny TRPM 

identifikováno několik vazebných epitopů pro CaM, jejich funkční význam ve většině případů 

není znám. Pro detailní porozumění komplexitě interakcí mezi zástupci podrodiny TRPM a 

CaM je třeba lokalizovat jednotlivé vazebné epitopy pro CaM a následně ověřit jejich funkci 

pomocí elektrofyziologických experimentů. Předkládaná práce souhrnně popisuje lokalizaci a 

biofyzikální charakterizaci nových vazebných epitopů pro CaM u iontových kanálů podskupiny 

TRPM6/TRPM7 a TRPM4/TRPM5.  

V rámci podskupiny TRPM6/TRPM7 byl detailně charakterizován nový vazebný epitop 

pro CaM odvozený z cytoplazmatického N-konce iontového kanálu TRPM6. Vazebný epitop 

TRPM6np disponuje motivem hydrofobních aminokyselin s vmezeřenými rezidui bazických 

aminokyselin. Pro tyto motivy je typická vazba CaM v závislosti na přítomností iontů Ca2+ 

(Rhoads and Friedberg, 1997). Z tohoto důvodu byly vazebné studie provedeny v přítomnosti  

2 mM CaCl2. Formování komplexů CaM/TRP je podmíněno dvěma odlišnými procesy. Dochází 
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ke kontaktu hydrofobních zbytků vazebných epitopů a hydrofobních zbytků CaM, které jsou 

exponovány na povrch molekuly v průběhu vazby iontů Ca2+ (Bousova et al., 2018). Dále 

nastává formace solných můstků mezi bazickými aminokyselinami vazebného motivu pro CaM 

a negativně nabitými aminokyselinovými zbytky molekuly CaM. Typické hodnoty KD se 

v případě komplexů CaM/TRP pohybují v řádu jednotek mikromolů (Grycova et al., 2015, 

Bousova et al., 2018, Holakovska et al., 2012).  Měření anizotropie při ustálené fluorescenci 

poskytlo hodnotu KD odpovídající slabší vazebné afinitě mezi TRPM6np a CaM v porovnání  

s popsanými komplexy CaM/vazebný epitop TRP. Obecně vysoká vazebná afinita mezi CaM a 

vazebnými epitopy TRP kanálů je dána synergickým efektem jednotlivých interagujících 

aminokyselin.  

Klíčová role klastru bazických aminokyselin TRPM6np při formování komplexu 

CaM/TRPM6np byla potvrzena vazebnými studiemi mezi CaM a mutovanými formami 

TRPM6np.  Zatímco substituce K532A u TRPM6np vedla k mírnému poklesu vazebné afinity, 

vnesení další mutace R531A způsobilo výrazný pokles hodnoty KD a potvrdilo funkční význam 

tandemu bazických zbytků. Pouze nepatrný pokles vazebné afinity byl výsledkem následné 

mutace R535A. K dalšímu výraznému poklesu vazebné afinity vedla substituce R526A. Vysoká 

sekvenční homologie mezi TRPM6 a TRPM7 umožnila konstrukci homologního modelu 

TRPM6 podle publikované struktury TRPM7 (Duan et al., 2018a). Vazebný epitop TRPM6np 

se nachází v blízkosti cytoplazmatické membrány a je dobře dostupný pro interakci s CaM. 

Molekulární dokování vizualizovalo vazebné rozhraní komplexu CaM/TRPM6np a podpořilo 

zapojení bazických zbytků TRPM6np při formování komplexu s CaM.  

V rámci podskupiny TRPM6/TRPM7 byl dále identifikován nový vazebný epitop 

TRPM7np odvozený z cytoplazmatického N-konce TRPM7. Hodnota KD komplexu 

CaM/TRPM7np se pohybovala v typickém řádu jednotek μM (Grycova et al., 2015, Holakovska 

et al., 2012, Bousova et al., 2018). Z porovnání sekvencí TRPM6np a TRPM7np je patrná 

vysoká sekvenční homologie a zachování vzájemné pozice klíčových aminokyselin vazebných 

motivů pro CaM. V rámci iontového kanálu TRPM7 je TRPM7np lokalizován v totožné oblasti 

jako TRPM6np u TRPM6. Z uvedených charakteristik lze předpovědět existenci podobného 

vazebného rozhraní jako v případě CaM/TRPM6np. Nižší hodnota KD komplexu 

CaM/TRPM7np než v případě CaM/TRPM6np může být dána přítomností další bazické 
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aminokyseliny R532, která se u vazebného epitopu TRPM6np nevyskytuje. TRPM6np a 

TRPM7np představují první identifikované vazebné epitopy pro CaM v rámci podskupiny 

TRPM6/TRPM7 a pokládají základy pro studium potenciální CaM-dependentní regulace 

TRPM6 a TRPM7. 

Analogicky probíhala charakterizace vazebných epitopů pro CaM u podskupiny 

TRPM4/TRPM5. Celkem byly popsány tři nové vazebné epitopy pro CaM: TRPM4np, 

TRPM4cp a TRPM5np. Hodnota KD všech komplexů se pohybovala v typickém rozmezí  

pro interakci CaM/TRP a role bazických aminokyselin při formování komplexů byla potvrzena 

experimentálně. U iontového kanálu TRPM4 byla prokázána pozitivní regulace molekulou 

CaM, podmíněná pravděpodobně interakcí mezi CaM a cytoplazmatickým C-koncem TRPM4 

(Nilius et al., 2005). TRPM4ct je součástí tzv. re-entrant helixu TRP domény, který 

v publikovaných strukturách TRPM4 vstupuje do cytoplazmatické membrány, kde je 

nepřístupný pro interakci s CaM (Duan et al., 2018b, Autzen et al., 2018, Winkler et al., 2017). 

Struktury TRPV2 kanálu ukázaly možnost přestupu re-entrant helixu z cytoplazmatické 

membrány do cytoplazmy (Huynh et al., 2016, Zubcevic et al., 2018). Tento mechanismus by 

umožnil zapojení TRPM4ct do regulace aktivity TRPM4 prostřednictvím CaM, ale i 

membránových fosfolipidů jako je např. PIP2. Druhý vazebný epitop TRPM4np je lokalizován 

v cytoplazmatické časti TRPM4, kde se může spolupodílet na vazbě molekuly CaM. Ačkoli 

jsou TRPM4 i TRPM5 aktivovány při nárůstu cytoplazmatické koncentrace Ca2+ a jedná se o 

blízké homology v rámci podrodiny TRPM, nebylo u TRPM5 dosud prokázáno zapojení CaM 

do regulace iontového kanálu. TRPM5np představuje první identifikovaný vazebný epitop pro 

CaM u iontového kanálu TRPM5. 

U molekuly CaM byla následně studována možnost modulace vlastností prostřednictvím 

fúze s IDP doménou AMBN-Ct. IDP domény obecně disponují značným regulačním 

potenciálem, daným jejich enormní flexibilitou a konformační dynamikou. V závislosti  

na přítomnosti dalších molekul může docházet ke sbalování IDP domén do uspořádaných 

struktur nebo ke změně preferovaných konformací bez vzniku specifických 3D struktur 

(Grzybowska, 2018). Schopnost IDP domén zaujímat nespočet různých konformací a 

dynamicky reagovat na změny v prostředí z nich činí vhodné kandidáty pro modulátory svých 

fúzních partnerů. Během přípravy fúzních proteinů může dojít ke změnám původní 3D struktury 
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fúzovaných molekul, které mohou mít negativní dopad na funkčnost molekul. U nových fúzních 

molekul je třeba ověřit zachování požadovaných strukturních charakteristik i funkčních 

vlastností.  

Spektroskopie CD ve vzdálené UV oblasti potvrdila u molekuly CaM/AMBN-Ct 

přítomnost α-helikálních i IDP oblastí. Porovnání experimentálních a modelových spekter pro 

nezávislé chování fúzních partnerů odhalilo u molekuly CaM/AMBN-Ct nárůst helicity, který 

pravděpodobně odpovídá změnám v doméně AMBN-Ct v důsledku mezi-doménové 

komunikace s molekulou CaM v rámci fúzního konstruktu CaM/AMBN-Ct. Jelikož  

u CaM/AMBN-Ct nedošlo ke ztrátě α-helikálního charakteru ani nárůstu β-struktur oproti 

spektrům CD jednotlivých molekul, lze předpokládat zachování sekundární struktury CaM 

v rámci CaM/AMBN-Ct. Charakteristiky spektra CD v blízké UV oblasti konstruktu 

CaM/AMBN-Ct odpovídaly spektru CaM. Terciální struktura CaM v rámci CaM/AMBN-Ct je 

pravděpodobně zachována a udává negativní pásy spektra. Vyloučit však nelze vznik terciálních 

struktur podjednotky AMBN-Ct, která sama o sobě terciální struktury netvoří. Reorientace  

α-helixů CaM při vazbě iontů Ca2+ vede k nárůstu spektrální intenzity negativních pásů ve 

vzdálené i blízké UV oblasti (Martin and Bayley, 1986). Stejný trend byl pozorován i v případě 

CaM/AMBN-Ct a indikuje vznik charakteristických strukturních změn v důsledku interakcí 

mezi CaM a ionty Ca2+. CaM v konstruktu CaM/AMBN-Ct má tedy zachovanou nativní 

strukturu a pravděpodobně i schopnost interakce s ionty Ca2+.  

Typickou vlastností CaM je schopnost interakce s enormním množstvím cílových 

proteinů. Zachování vazebných vlastností CaM v molekule CaM/AMBN bylo studováno 

prostřednictvím interakce konstruktu CaM/AMBN-Ct s vazebným epitopem odvozeným 

z iontového kanálu TRPM4 (Bousova et al., 2018). Studovaný vazebný epitop měl schopnost 

vazby CaM i CaM/AMBN-Ct a neinteragoval se samotnou doménou AMBN-Ct. V obou 

případech byla interakce podmíněna aktivací CaM ionty Ca2+. KD komplexu s CaM/AMBN-Ct 

byla asi čtyřikrát vyšší v porovnání s komplexem samotné molekuly CaM. Ačkoli má CaM  

v konstruktu CaM/AMBN-Ct lehce sníženou vazebnou afinitu k vybranému vazebnému 

epitopu, stále se hodnota KD tohoto komplexu pohybuje v řádu jednotek μM. CaM po fúzi 

s AMBN-Ct si tedy zachoval schopnost vysokoafinitní interakce s vazebným epitopem 

odvozeným z TRP kanálů. Vyšší hodnota KD komplexu s CaM/AMBN-Ct je dána  
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mezi-doménovou komunikací mezi CaM a AMBN-Ct, kterou indikoval průběh spektra CD ve 

vzdálené UV oblasti i simulace molekulové dynamiky. Podjednotka AMBN-Ct může ovlivnit 

formování komplexu prostřednictvím alosterické modulace oblasti vazebného místa pro 

studovaný epitop nebo jeho přímou okluzí. Efekt mezi-doménové komunikace v konstruktu 

CaM/AMBN-Ct byl patrný také z výsledků sedimentačních analýz. V případě CaM i 

CaM/AMBN-Ct docházelo v prostředí s ionty Ca2+ ke konformačním změnám a zvýšení 

kompaktnosti molekul. Tento efekt byl nejvýraznější u molekuly CaM/AMBN-Ct a zahrnoval 

také změny v podjednotce AMBN-Ct, která sama o sobě na přítomnost iontů Ca2+ nereagovala. 

Konformační změny dané vazbou Ca2+ k podjednotce CaM tedy vedou ke změnám  

v mezi-doménové komunikaci, které se projeví kompaktnější molekulou CaM/AMBN-Ct.  

Podjednotky CaM a AMBN-Ct v rámci CaM/AMBN-Ct nefungují zcela nezávisle.  

I přes efekt mezi-doménové komunikace však zůstávají zachovány základní strukturní a 

vazebné charakteristiky molekuly CaM. Vzhledem k vzájemné komunikaci podjednotek mohlo 

dojít ke změněně teplotní stability CaM v rámci CaM/AMBN-Ct. Rozvolnění struktury CaM 

bylo sledováno prostřednictvím spektroskopie CD a při vyhodnocení experimentálních dat byl 

aplikován jednoduchý model dvoustavového přechodu. Získaná hodnota Tm pro  

CaM/AMBN-Ct byla asi o 5 °C vyšší v porovnání se samotnou molekulou CaM. Konkrétní 

hodnota Tm je výrazným zjednodušením celkového průběhu teplotní denaturace CaM, jelikož 

se jedná o komplexní proces, spojený se vznikem přechodových mezi-stavů (Protasevich et al., 

1997). Z porovnání křivek tání CaM a CaM/AMBN-Ct je patrné, že fúze s AMBN-Ct vedla 

ke snížení sklonu křivky v oblasti nižších teplot, a tedy k potlačení vzniku raných přechodových 

mezi-stavů CaM. Vazba iontů Ca2+ vedla u CaM i CaM/AMBN-Ct k enormní teplotní 

stabilizaci a znemožnění odečtu konkrétních hodnot Tm. Výrazná teplotní stabilizace 

v důsledku vazby iontu Ca2+ představuje charakteristický rys molekuly CaM (Minnes et al., 

2017). Dle průběhu křivek tání je patrná vyšší teplotní stabilita opět v případě CaM/AMBN-Ct. 

Fúzí CaM s IDP doménou AMBN-Ct jsme získali novou molekulu CaM/AMBN-Ct se 

zachovanými nativními vlastnostmi a vylepšenou teplotní stabilitou podjednotky CaM.  
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6. ZÁVĚR 

Náplní disertační práce bylo studium molekuly CaM s ohledem na potenciální zapojení 

do regulace vybraných zástupců medicínsky atraktivní podrodiny iontových kanálů TRPM. 

Vazebné epitopy pro CaM byly u iontových kanálu TRPM4, TRPM5, TRPM6 a TRPM7 

vytipovány in silico. Navazující vazebné studie mezi odvozenými vazebnými epitopy a 

molekulou CaM potvrdily vazebnou afinitu pohybující se v hodnotách typických pro komplexy 

CaM/TRP. Formace komplexů CaM/TRP zahrnuje vzájemnou interakci mezi bazickými 

aminokyselinami TRP kanálů a kyselými rezidui CaM. Nové vazebné epitopy pro CaM byly 

syntetizovány v mutovaných formách obsahujících postupnou záměnu klíčových bazických 

reziduí. Vazebné studie mezi pozměněnými vazebnými epitopy a molekulou CaM prokázaly 

významný pokles vazebné afinity až úplné narušení tvorby komplexů. Výsledky těchto studií 

poukazují na specifitu interakcí mezi identifikovanými vazebnými epitopy a molekulou CaM. 

Modely iontových kanálů TRPM4, TRPM5, TRPM6 i TRPM7 ukázaly dobrou přístupnost 

studovaných vazebných epitopů pro molekulu CaM. Následné molekulové dokování struktury 

studovaných vazebných epitopů do molekuly CaM dále potvrzuje vazebné rozhraní typické  

pro interakce CaM/TRP.   

Cílem druhé části disertační práce byla optimalizace funkčních vlastností studované 

molekuly CaM prostřednictvím metod proteinového inženýrství. Fúzí CaM a vysoce flexibilní 

IDP domény AMBN-Ct byla připravena nová molekula CaM/AMBN-Ct. Výsledky  

CD spektroskopie prokázaly zachování sekundárních i terciálních strukturních charakteristik 

CaM v rámci konstruktu CaM/AMBN-Ct. Navýšení helicity i teplotní stability CaM/AMBN-Ct 

v prostředí s ionty Ca2+ indikuje strukturní změny typické pro interakce CaM s ionty Ca2+. 

Měření časově rozlišené anizotropie fluorescence ukázalo Ca2+-dependentní vazebnou interakci 

mezi CaM/AMBN-Ct a vazebným epitopem pro CaM odvozeným z iontového kanálu TRPM4. 

Výsledky vazebných studií prokazují zachování klíčových vazebných vlastností CaM  

(Ca2+-dependentní aktivace a interakce s cílovým vazebným epitopem) v molekule 

CaM/AMBN-Ct. CD spektroskopie i sedimentační analýzy studovaných molekul indikují  

mezi-doménovou komunikaci mezi CaM a AMBN-Ct v konstruktu CaM/AMBN-Ct. Studium 

teplotní denaturace ukázalo potlačení tvorby raných přechodových mezi-stavů CaM v rámci 

CaM/AMBN-Ct a navýšení celkové hodnoty Tm proteinu. Prostřednictvím fúze dvou původně 
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nezávislých proteinových sekvencí CaM a AMBN-Ct jsme získali novou fúzní molekulu 

CaM/AMBN-Ct. Ačkoli základní strukturně-funkční charakteristiky jednotlivých fúzních 

partnerů zůstaly zachovány, dochází k ustavení vzájemné komunikace mezi CaM a AMBN-Ct. 

Efekt mezi-doménové komunikace pak přináší navýšení teplotní stability molekuly CaM v 

rámci CaM/AMBN-Ct.   

Výstup řešení disertační práce představují jednak nové vazebné epitopy pro CaM 

odvozené z iontových kanálů podrodiny TRPM a dále design inovativní chimérní molekuly 

CaM/AMBN-Ct. Nově identifikované vazebné epitopy mohou být zapojené do  

CaM-dependentní regulace iontových kanálů TRPM4, TRPM5, TRPM6 a TRPM7. Porozumění 

komplexním mechanismům regulace těchto kanálů představuje nezbytnou prerekvizitu pro 

vývoj terapeutik širokého spektra civilizačních onemocnění. Unikátní vlastnosti molekuly CaM 

navíc tvoří základ řady biotechnologicky/biomedicínsky významných fúzních molekul. 

Optimalizace teplotní stability CaM usnadňuje využití těchto molekul v suboptimálních 

podmínkách. Poznatky získané při studiu CaM/AMBN-Ct mohou nacházet uplatnění při 

designu teplotně stabilnějších proteinových molekul. Samotný konstrukt CaM/AMBN-Ct má 

navíc potenciál tvořit základ dalších inovativních molekul. 
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7. SOUHRN 

CaM monitoruje přítomnost iontů Ca2+ v cytoplazmě a v závislosti na hladině Ca2+ 

reguluje stovky cílových proteinů včetně zástupců podrodiny iontových kanálů TRPM. 

Dysregulace TRPM je spojena s rozvojem závažných kardiovaskulárních, metabolických i 

nádorových onemocnění a porozumění komplexním mechanismům modulace jejich aktivity 

představuje klíčovou prerekvizitu vývoje nových léčiv. Informace ohledně regulace aktivity 

jednotlivých zástupců TRPM prostřednictvím CaM přesto zůstávají stále velmi limitované.  

Cílem disertační práce bylo rozšíření spektra vazebných epitopů pro CaM u zástupců 

podrodiny TRPM. Celkem bylo popsáno pět nových vazebných epitopů pro CaM, přičemž dva 

byly odvozené z iontového kanálu TRPM4 a zbývající tři z TRPM5, TRPM6 a TRPM7. Detailní 

studium vazebného rozhraní komplexů odhalilo charakteristiky typické pro interakce CaM 

s TRP kanály, a tím potvrdilo specifitu studovaných interakcí. V případě iontového kanálu 

TRPM4 byla dříve potvrzena aktivace prostřednictvím CaM a nové vazebné epitopy rozšiřují 

spektrum popsaných vazebných míst pro CaM, které se mohou spolupodílet na tvorbě komplexu 

CaM/TRPM4. U TRPM5, TRPM6 a TRPM7 se jedná o první popsané vazebné epitopy pro 

CaM, které mohou být základem dalšího studia regulace prostřednictvím molekuly CaM. 

Unikátní vlastnosti CaM, zejména jeho konformační plasticita a typické strukturní 

změny indukované vazbou iontů Ca2+, jsou využívány při designu nových proteinových molekul 

pro oblast biotechnologií i biomedicíny. Vzhledem k širokému aplikačnímu potenciálu CaM je 

žádoucí příprava souboru modifikovaných variant CaM s optimalizovanými vlastnostmi. 

Univerzální využití mohou nacházet stabilnější molekuly CaM s prodlouženou životností 

v suboptimálních podmínkách. Prostřednictvím fúze CaM s vnitřně neuspořádanou doménou 

AMBN-Ct byl připraven nový proteinový konstrukt CaM/AMBN-Ct. CaM má v rámci 

konstruktu CaM/AMBN-Ct zachovanou sekundární i terciální strukturu a základní vazebné 

vlastnosti, tj. schopnost interakce s ionty Ca2+ nebo vazebným epitopem odvozeným 

z iontového kanálu rodiny TRP. Výsledkem vzájemného působení mezi CaM a AMBN-Ct je 

navýšení teplotní stability CaM. Fúzní konstrukt CaM/AMBN-Ct tedy může sloužit jako základ 

nových, teplotně stabilnějších molekul, využívajících typických strukturně-funkčních vlastností 

molekuly CaM.   
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8. SUMMARY 

CaM monitors the presence of Ca2+ ions in the cytoplasm, and depending on Ca2+ levels, 

it regulates hundreds of target proteins including those of the TRPM ion channel subfamily. 

TRPM dysregulation is associated with the development of serious cardiovascular, metabolic, 

and cancerous diseases, and the understanding of the complex mechanisms that modulate the 

activity of these proteins is crucial for the development of new drugs. However, information on 

how the activity of individual TRPM members is regulated through CaM still remains very 

limited. 

The aim of the thesis was to expand the spectrum of binding epitopes for CaM in TRPM 

members. In total, 5 new CaM-binding epitopes were described: 2 are derived from the TRPM4 

and the other 3 are derived from TRPM5, TRPM6, and TRPM7. Detailed study of the binding 

interface of the complexes revealed characteristics typical for CaM interactions with TRP, 

thereby confirming the specificity of the studied interactions. Activation by CaM was previously 

confirmed for TRPM4, and the new binding epitopes expand the spectrum of described CaM 

binding sites that may be involved in the formation of the CaM/TRPM4 complex. As for 

TRPM5, TRPM6, and TRPM7, the CaM-binding epitopes are the first ones described and can 

be used as the basis for further study of TRPM5, TRPM6, and TRPM7 regulation by CaM. 

The unique properties of CaM, particularly its conformational plasticity and typical 

structural changes induced by Ca2+ binding, are used in the design of novel protein molecules 

in the field of biotechnologies and in biomedicine. Considering the wide application potential 

of CaM, it is desirable to prepare a set of modified CaM variants with optimized properties. 

Universal applications may be offered by more stable CaM molecules with an extended lifetime 

in suboptimal conditions. CaM/AMBN-Ct, a novel protein construct, was prepared by fusing 

CaM with the intrinsically disordered domain AMBN-Ct. The secondary as well as tertiary 

structure of CaM is preserved in CaM/AMBN-Ct, and its essential binding properties, i.e. its 

ability to interact with Ca2+ ions, and the binding epitope derived from the TRP member are 

preserved, as well. Increased thermal stability of CaM is a result of mutual contacts between 

CaM and AMBN-Ct. Thus the fusion construct CaM/AMBN-Ct can be used for novel molecules 

with higher thermal stability that employ the typical structural and functional properties of CaM. 
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