Posudek oponenta na disertacni praci Mgr. Moniky Zouharové Studium vazebnych partnert a

modulace funkénich vlastnosti kalmodulinu a jeho faznich proteinovych variant.

Prace se zabyva studiem interakci kalmodulinu a jinych vapnik vazajicich proteinti s vybranymi
vazebnymi partnery - iontovymi kanély rodiny TRPM. Je napsana Cesky na 68 stranach, ma 199
polozek citované literatury a je doprovazena péti publikacemi autorky. Obrazky a grafy maji
vynikajici grafickou uroven. V praci jsem nasel jen minimalni po¢et nedopatieni v textu.
Teoreticky tivod shrnuje soucasny stav informaci o kalmodulinu, jak po strance jeho struktury a
funkce, tak po strance jeho vybranych vazebnych partnerd, se kterymi muize v bunikach interagovat.
Rodina iontovych kanaltt TRPM byla vybrana, protoze dva ¢lenové této rodiny jsou kalmodulinem
prokazatelné regulovany (TRPM2, TRPM4) a u vétsiny ¢leni této rodiny byly nalezeny oblasti se
strukturnimi prvky, které kalmodulin mohou vazat.
Pozornost je vénovana fuznim proteintim zalozenym na molekule kalmodulinu, které se mohou
uplatiiovat napiiklad jako biosenzory nebo terapeutika.
Dalsi oblasti zajmu jsou vnitiné neuspotfadané proteiny, které se také mohou podilet na vazbé
vapenatych kationtti jako napiiklad ameloblastin obsazeny v zubni skloving. Vnitiné neuspofadané
proteiny mohou zaujimat velké mnozstvi odliSnych konformaci, a pokud jsou soucasti fuzniho
proteinu s vhodnym partnerem, je mozné jejich vlastnosti do ur€ité miry ,,naladit. C koncova ¢ast
ameloblastinu oznacend jako ameloblastin Ct byla pouZita ve formé fuzniho proteinu
s kalmodulinem.
Cile prace jsou stanoveny jasné.
Ke splnéni cilt autorka vyuzila Sirokou Skalu metod zahrnujici vypocetni modelovani molekul a
jejich interakci, Cetné fyzikalné chemické a biofyzikalni metody a metody molekularni biologie.
Vazebné motivy TRPM receptorti vhodné k vazbé kalmodulinu byly in silico vyhledany
v sekvencich kanalit TRPM 4-7. Nalezené nové sekvence vhodné k interakci s kalmodulinem a
jejich mutované varianty byly syntetizovany jako kratké peptidy. Kalmodulin, ameloblastin a jejich
fuzni protein byly exprimovany Vv bakteriich E. coli a purifikovany. Ziskané proteiny a kratké
peptidy byly pouzity k testovani interakce mezi molekulami pomoci méteni anizotropie
fluorescence, analytické ultracentrifugace a spektroskopie cirkularniho dichroismu. V sekvencich
kratkych TRPM peptidii byly provadény bodové mutace odstranujici kladn€ nabité aminokyseliny,
u kterych se predpoklada interakce se zaporn€ nabitymi aminokyselinami kalmodulinu. Tim byly
pfipraveny verze vazebnych partnert, u kterych se da ocekavat oslabena interakce. Vazba
testovanych molekul s kalmodulinem byla kvantifikovana jako disocia¢ni konstanty vazby

kalmodulinu nebo fuzniho proteinu kalmodulin-ameloblastin Ct s pfipravenymi kratkymi peptidy.



Dosazené vysledky odpovidaji ocekédvanym predpokladiim. Postupné odstrafiovani kladné
nabitych aminokyselin z vazebnych epitopti TRPM receptorti mé¢lo za nasledek postupny rist
disociacnich konstant interakce.

Vytvoieni fazniho proteinu mezi kalmodulinem a C terminalni doménou ameloblastinu vedlo

k vyraznéjsi zméné sedimentacniho koeficientu po navazani vapniku, nez tomu bylo u samotného
kalmodulinu a ameloblastinu Ct. Schopnost vazby fuzniho konstruktu na epitop TRPM4np se
mirn¢ oslabila. Teplotni stabilita fizniho komplexu se zlepsila jak ve stavu s navazanym

vapnikem, tak i bez ného.

Diskuse ziskanych vysledki je pfimétena a vytéené cile prace byly splnény. Autorka ziskala fadu
puvodnich novych vysledk.

Experimentalni vysledky, na kterych je prace zaloZena byly jiz publikovany v péti publikacich
autorky. Protoze prace prosly naroénym recenznim fizenim v mezinarodnich védeckych ¢asopisech,
nemohou byt pochybnosti o zavaznosti témat, vhodnosti pouzitych metod a aktudlnosti dosazenych
vysledku. Autorka prokazala schopnost samostatné védecké prace, a proto doporucuji, aby prace

byla pfijata k obhajobé a autorce byl udélen titul PhD.
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Otazky:

1) Interakce kalmodulinu s vazebnymi partnery byla studovana v pfitomnosti vapnikovych
kationt. Dochézelo by k néjaké interakei 1 v nepfitomnosti vapniku?

2) Ukazujete, ze podle spekter cirkularniho dichroismu samotny C konec ameloblastinu
prakticky nereaguje na pridavek vapenatych kationt, zatimco nativni oligomery
ameloblastinu na obrazku 5 vapnik navazuji. Vysvétlujete si to tak, ze ameloblastin k vazbé
vapniku potiebuje pfitomnost paralelnich struktur, podminénych oligomerizaci N konci,
nebo ze samotna Ct doména ameloblastinu zaujima konformaci nevhodnou k interakci
s vapnikem, piestoze acidicky charakter by tomu nasvédcoval?

3) Mohla by za urcitych podminek pfitomnost vapniku vést ke vzniku paralelnich struktur
Vv roztoku samotnych Ct domén ameloblastinu?

Névrh:

Nebylo by vhodné&jsi pii uvadéni disocia¢nich konstant Kd interakce TRPM receptort

s kalmodulinem a jinymi vazebnymi partnery uvadét smérodatnou odchylku SD u pKd (-
log(Kd) misto u Kd? Piedpoklada se, Ze v logaritmické skale koncentraci jsou odchylky
rozlozeny 1épe podle normalniho rozdéleni a tim jsou lépe splnény podminky pro uréovani

statistickych chyb.



