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Posudek disertac¢ni prace

wStudium vztahit mezi strukturou a funkci C — konce vaniloidniho receptoru TRPVI*,
Autor: Mgr. Lenka Grycova

Piedlozena prace se zabyva studiem vztahu struktury a funkce membranového proteinu
TRPV1. Tento receptor piedstavuje neselektivni kationtovy kanal, jehoz funkce je regulovana
fadou podnéti, Casto souvisejicich s bolesti (kapsaicin, vysoka teplota, nizké pH). Receptor
TRPV1 je intenzivné zkouman, zvlaste ve fyziologii (o aktualnosti tohoto tématu svédci i 384
&lank® zmifjicich TRPV1 publikovanych jen v roce 2008"). Vzhledem k tomu, Ze se jedna o
membranovy protein, neni piekvapujici, ze jeho 3D struktura pies intenzivni vyzkum neni
znama. Autorka se tedy soustiedila pouze na studium C-termindlni domény receptoru, ktera je
rozpustna ve vod&? a tudiz umoziuje relativng jednodussi experimentdlni pristup. Byla
vytvofena fada cilenych jednobodovych mutaci a studovéna vazba dvou ligandli, ATP a
kalmodulinu, a to fadou biofyzikéalnich metod.

Pouzit¢é metody kombinuji standartni molekularné-biologické postupy (vytvateni cilenych
mutaci, purifikace proteinu) s biofyzikdlnimi (fluorescencni metody uzité pro charakterizaci
vazby ligandl, cirkularni dichroismus) a bioinformatickymi (homologni modelovani a
predikce vazebnych mist).

Vysledky prace piispely k lepSimu prozkoumani dvou vazebnych mist na C-terminalni
doméné proteinu TRPV1, zejména k poznani aminokyselinovych zbytki ti¢astnicich se vazby
obou ligandli. Experimentalni vysledky jsou srovnavany s ptedpovédi modelit vzniklych
pomoci homologniho modelovani.

Ziskané poznatky byly publikovany ve dvou recenzovanych mezinarodnich casopisech
(Biochem. Biophys. Res. Commun. a Arch. Biochem. Biophys.), star§i z publikaci je jiz 4x
citovana °. To je jist& pro ziskani titulu Ph.D. dostadujici; krom& toho se autorka podilela na
dalsi védecké publikaci, ktera vSak tematicky nesouvisi s predkladanou disertacni praci.

Praci lze zatradit do oblasti zdkladniho vyzkumu, neni tedy mozné hovofit o piimych
aplikacich vysledkl. Lepsi poznani vztahu struktury a funkce membranovych proteinti je ale
velice zadouci a zejména hlubsi poznani membranovych receptori muiize ptispét k rozvoji
mediciny (nové léky — 1é¢ba bolesti v piipadé TRPV 1, pfi¢iny nemoci,...).

Po formalni strance je prace piechledné a pékné graficky upravena, s dostatecnym rozsahem
(75 stran). Mnozstvi pteklepl a tiskovych chyb je pfiméfené rozsahu. Mdm jen poznamku
k pouzitému jazyku — je velice znat, Ze vétSina textu (hlavné v uvodni ¢asti) byla piekladana

! PubMed, www.ncbi.nlm.nih.gov, 8.12.2008
2 kdyz jen po fuzi s pomocnymi proteiny, jak je popsano v textu.
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z angli¢tiny. Domnivdm se, Ze nez pouzivat vyrazy typu ,kalmodulin vazebné misto*,
,kalcium vazajici protein®, bylo by pravdépodobné lepsi psat praci rovnou anglicky.
V casti diskuze béhem obhajoby bych autorce rdda polozila nasledujici otazky:

1.

Mgieni vazby ATP na studovany protein jste provadéli v 500 mM NaCl”. Jaky byl diivod
k tomu pouzivat tak velkou iontovou silu? Zkouseli jste méfit vazbu i v roztocich o mensi
iontové sile? Nemulze byt pravé slozeni pufru pticinou velkého rozdilu mezi vazebnou
konstantou pro TNP-ATP a ATP (v ptipadé TNP-ATP uvédite, Ze roli mohou hrat i
interakce s TNP, v ptipadé¢ ATP interakce s y- a B-fosfatem, které jsou ziejmé iontové
povahy a tudiz slabsi pii vyssi iontové sile)’?

Byla CD spektra® komplexu CaM a TRPVI-CT méfena v nepfitomnosti vapniku (jak
z textu vyplyva)? Pokud jsem to dobie pochopila, bez ionti Ca®" k vazb& nedochazi a tim
padem srovnani CD spektra komplexu se souctem jeho komponent jen doklada
neexistenci komplexu.

Ptredpoklada se, ze vazebnd mista pro ATP i kalmodulin jsou pfitomna jak na N-, tak na
C-termindlni domén¢ proteinu TRPV1. To mi pfipada velice zajimavé. Vi se néco o jejich
piipadné kooperaci? Je mozné, ze se jedna molekula kalmodulinu vaze na ob¢ vazebna
mista zaroven?

Uvedené otazky povazuji jen jako dopliujici a rozvijejici diskuzi pii obhajobé.
Nezpochybiuji nijak ziskané vysledky a zavéry prace.

Na zavér lze konstatovat, Zze predlozend disertacni prace prokazuje pfedpoklady autorky k
samostatné tvorivé védecké praci a doporucuji proto Mgr. L. Grycové udélit titul ,,Ph.D.*
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