Posudek doktorské diserta¢ni prace Mgr. Lenky Grycové
“Studium vztahii mezi strukturou a funkci C-konce vaniloidniho receptoru
TRPV1”

V predkladané doktorské disertacni praci se Mgr. Lenka Grycova zabyva detailnim
studiem interakci izolovaného C-konce vaniloidniho receptoru TRPV1s vybranymi
vazebnymi partnery, jmenovit¢ skalmodulinem a s ATP. Pomoci modernich
spektroskopickych stacionarnich a ¢asové rozliSenych metod byly interakce kvantifikovany.
Strukturni informace byly ziskdny porovnanim experimentalnich dat ziskanych na vhodné

zvolené sadé mutantli a za pomoci homologniho modelovani.

Disertace je zalozena na dvou stézejnich publikacich uvefejnénych v letech 2007 a
2008 v renomovanych védeckych ¢asopisech, konkrétné v Archives of Biochem. Biophys. (IF
2.58) a BBRC (IF 2.75) doplnénych pritvodnim textem. Tento doprovodny text Cita 88 stran a
obsahuje 165 citaci. U obou zminénych praci je Mgr. Lenka Grycova uvedena jako prvni
autor, na praci z r. 2007 jiz Ize nalézt citace. Mgr. Lenka Grycova je dale spoluautorkou jedné
puvodni védecké prace a Sesti konferencnich ptispévkl. Seznam vSech publikaci autorky je

v diserta¢ni praci uveden.

Hlavni vysledky prace je mozno stru¢né shrnout do nasledujicich bodu:

1) V ramci Walker A domény lokalizované na C-konci vaniloidniho receptoru TRPV1
bylo nalezeno vazebné misto pro ATP. Data naznacuji, Ze se na C-konci TRPV1 nachazi
pouze 1 ATP vazebné misto. Bylo ukdzano, Ze se na vazebné interakci zdsadné podili Lys
735.

2) Byla detailné¢ prozkoumana vazba kalmodulinu na ne zcela typicky vazebny
kalmodulinovy motiv lokalizovany na C-konci TRPV1. Pomoci sady 9 bodovych mutantt
byly identifikovdny aminokyselinové zbytky ucastnici se vazby. Pro vazbu kalmodulinu na

TRPV1 se ukazal velmi vyznamnym Arg785.

Po formalni strdnce je prace sepsana pirehledné a ma dobrou grafickou Upravu a vysoky

pocet relevantnich citaci. Pomér mezi popisnymi partiemi a vysledkovou ¢asti je vyvazeny.



K praci mam nasledujici otdzky a komentare:

1) Jaky je béZny rozsah koncentraci ATP a kalmodulinu v cytoplazmé? Bylo by vhodné
diskutovat, zda jsou (nebo mohou byt) namétené hodnoty disociac¢nich konstant pro oba
studované ligandy fyziologicky relevantni.

2) Jaké koncentrace ATP byly pouzity u zhasecich experimenti s TRPV1 znaceného FITC?
V jakém rozsahu koncentraci zhaSedla AntiFL byly experimenty provadény? Tyto Uidaje jsem
v praci nenalezl a stavaji se dilezitymi v pfipadé€, kdyz neni vliv ATP a zhasSedla pozorovan
(Tab. Il a IV).

3) V praci je na str. 65 uvedeno, Ze z hodnoty Stern-Volmerovy konstanty lze usoudit, Ze
Lys735, ktery je piednostné znacen FITC, neni exponovan do rozpoustédla. Pro porovnani
postradam hodnotu zhaSeci konstanty pro volny FITC nebo pro volny Lys znaceny FITC. Pro
kritické posouzeni zavérti by bylo pfinosem, kdyby autorka uvedla piiklady experimentalné
namétenych zhasecich kiivek.

4) Ze Skalovani y-ové osy v obrazku 18 ptedpokladam, ze jsou v grafu vyneseny normované
hodnoty fluorescen¢ni anizotropie. JelikoZ z grafu neni patrna hodnota anizotropie v platu

ktivek, neni jasné, jak bylo toto normovani provadéno. Vysvétlete prosim.

Zaveérem konstatuji, ze predloZzena prace piinasi fadu plvodnich védeckych poznatka
publikovanych v renomovanych recenzovanych casopisech. Tato prace podle mého nazoru

spliiuje kriteria kladend na doktorskou disertacni préci, a proto ji doporucuji k obhajobé.
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