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Oponentsky posudek dizertaéni prace Mgr. Moniky Zouharové ,, Studium vazebnych
partneri a modulace funkénich vlastnosti kalmodulinu a jeho fliznich proteinovych
variant®.

Dizerta¢ni prace Mgr. Moniky Zouharové byla vypracovana na Ustavu Organické Chemie
a Biochemie AV CR pod odbornym vedenim RNDr. Kristyny Bousové, Ph.D. V dizertaéni
praci se Mgr. Zouharova zaméfila na identifikaci vazebnych oblasti pro kalmodulin v
podroding iontovych kanali TRPM4-7, kde tyto vazebné epitopy nebyly dosud popsany.
Druhd cast dizertacni prace se vénuje studiu vlivu vnitin€ neusporadané domény
ameloblastinu fuzované s kalmodulinem na vlastnosti vysledného fuzniho proteinu,
zejména na zvyseni jeho teplotni stability.

Dizerta¢ni prace je podlozena péti originalnimi ¢lanky a n€kolika konferen¢nimi ptispévky.
Z hlediska autorstvi védeckych ¢lankd je Mgr. Zouharova prvnim autorem na dvou
puvodnich ¢lancich publikovanych v International Journal of Molecular Sciences a v
International Journal of Biological Macromolecules a spoluautorkou na tiech publikacich
v casopisech Heliyon, Biochemistry a International Journal of Molecular Sciences. Za
zminku také stoji autor¢ina ucast na dalSich tfech manuskriptech, které nemaji pfimy vztah
k dizerta¢ni praci. Jeden nedavno publikovany manuskript typu review pak v seznamu praci
neni uveden.

Aktualnost a zaméreni prace

Dizerta¢ni prace se vénuje dvéma aktualnim védeckym témattim, a to charakterizaci vazby
kalmodulinu na iontové kanaly TRPM, a funk¢ni optimalizaci proteind, jako je kalmodulin,
pomoci faze s vnitiné neuspofédan}?mi proteiny.

vvvvv

vazebnych oblasti pro kalmodulin v iontovych kanalech TRPM4-7. | kdyz funkéni vyznam
téchto interakci, napiiklad pii desentizaci TRPM kanal, nebyl objasnén, piesto tyto
poznatky piedstavuji dilezity krok nejen pro detailni objasnéni mechanismii regulace
iontovych kanalit TPRM, ale i k pochopeni toho, jak aberantni regulace téchto iontovych
kanali vede k patofyziologickym projevim. Vzhledem k tomu, Ze TRPM piedstavuji cil
pro vyvoj novych léciv, tak je svym zpilisobem piekvapujici, jak zasadni otdzky v tomto
kontextu zlstavaji nezodpovézeny.

Ve druhé casti dizertani prace autorka vyuZila pfistupi proteinového inzenyrstvi ke
zlepSeni stability kalmodulinu, ktery byl pouZit jako modelovy protein. Za timto uc¢elem
vytvoftila fazni protein sklédajici se z kalmodulinu a nestrukturované oblasti ameloblastinu.
Podrobnd charakterizace tohoto fizniho proteinu odhalila, Ze mezi obémi doménami
probiha vzajemna interakce, coz vede ke zvyseni teplotni stability kalmodulinu.

Autorka vysledky své prace piehledné shrnuje a kriticky hodnoti. Zavéry jsou logicky
podlozené a srovnavany s poznatky z literatury. Text je celkove velmi dobfe strukturovany,
ale domnivam se, Ze by kapitole Diskuze prospélo rozdéleni na podkapitoly reflektujici dva
tématické okruhy predkladané dizertacni prace.

Formalni Groven prace a jazykové zpracovani

Predkladana dizertacni prace je jasné strukturovana, dostatecné detailni a poskytuje aktualni
informace. Autorka prokazuje rozsahly piehled o tématu a zpracovala znacné mnozstvi
odborné literatury, coz dokazuje témet 200 citaci. Prace j je ¢lenéna podle obvyklé struktury
na kapitoly Abstrakt/Abstract, Uvod, Cile disertacni prace. Materidl a Metody, Vysledky,
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Diskuze, Zaver a Souhrn/ Summary. Zavéreéna Cast pak obsahuje piehled literatury a
ptilohy.

Dizerta¢ni prace je napsana v ¢ekém jazyce a po jazykové strance je tato prace jako celek
velmi dobie zpracovana. Text je bez stylistickych neobratnosti a obsahuje jen minimalni
pocet chyb. Zaznamenané nedostatky jsou spiSe vyjimecné, naptiklad na stran¢ 38 se
vyskytuje formulace ,, ...dokovdni....epitopu do molekuly CaM do je zobrazeno na
prikladu...), nebo drobné anglicismy jako ,,formace komplexd* nebo ,,monitoring zmén
koncentrace®“. Rovnéz se objevily drobné formalni nedostatky, jako je chybé&jici uvedeni
jednotek (uM) u rovnovaznych disociacnich konstant komplext (Kd) v tabulkach 1 a 2. |
pies tyto drobné vytky je text srozumitelny a Ctivy, coz svéd¢i o peclivém zpracovani jak
po formalni, tak obsahové strance.

Zavéreéné zhodnoceni

Navzdory vySe uvedenym drobnym formalnim pfipominkdm se domnivam, ze dizertacni
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feSené problematiky. Kvalita dosazenych vysledk je podtrzena fadou ptivodnich publikaci,
na kterych se autorka podilela. Dizerta¢ni prace plné splituje veskera kritéria kladena na
tento typ praci a doporucuji ji k obhajob¢.

V Praze 20. 8. 2024

Tomas Vomastek
Mikrobiologicky ustav AV CR
Videnska 1083

Praha-4

Otazky do diskuze:

1 V dizerta¢ni praci autorka predikovala vazebné epitopy pro kalmodulin v proteinech

TRPM4-7. Vazba téchto epitopti ke kalmodulinu byla potvrzena biofyzikalnimi
metodami, zejména méfenim anizotropie fluorescence pomoci metody ustilené
fluorescence. Muta¢ni analyza nasledné prokézala, Ze vazba kalmodulinu je zavisla na
bazickych aminokyselinovych zbytcich..
Bylo by mozné vazbu kalmodulinu ke studovanym kandliim TPRM testovat 1 jinymi
zpusoby, napi. pomoci ko-imunoprecipitace kalmodulinu a TRPM z buné¢nych lyzata,
pomoci fluorescenéni mikroskopie nebo FRET experimentt v tkanovych kulturach?
Tyto techniky by mohly poskytnout dopliujici informace o interakci kalmodulinu s
TRPM proteiny a piispét k hlub§Simu pochopeni jejich vzajemného plsobeni. Prosim o
komentar.

2. Pro optimalizaci stability kalmodulinu byla vyuzita C-terminalni doména ameloblastinu
o molekulové hmotnosti ptiblizné€ 25 kDa, pti¢emz volba této domény byla odiivodnéna
tim, Ze se jednd o jeden z mala vnitin¢ neuspofadanych proteintl, ktery vaze vapenaté
ionty. Zajimalo by mé, zda by podobné zvySeni teplotni stability kalmodulinu mohlo
nastat 1 pii pouziti jinych nestrukturovanych domén, které nevazou vapenaté ionty. S
tim souvisi také otazka, zda by mohla fize kalmodulinu s nestrukturovanymi proteiny,
které nevazou vapenaté ionty vést ke zvyseni jejich helicity?
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