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role of evolutionarily conserved motifs in the TRPA1 modulation
Autor prace: Mgr. Anna Kadkova (roz. Hynkova)

Predkladana disertacni prace Mgr. Anny Kadkové (roz. Hynkova) se zabyva
ulohou mezidruhové konzervovanych strukturnich a sekvencnich motivi
v napétové a chemické citlivosti iontového kanalu TRPA1. Studované oblasti se
nachazeji v cytoplasmatickych koncich a v S4-S5 oblasti TRPA1. Disertacni prace
vznikla na oddéleni Bunééné neurofyziologie Fyziologického tstavu AVCR, v.v.i.
pod vedenim RNDr. Viktorie Vlachové, DrSc.

Prace je ¢lenéna do obvyklych ¢asti zahrnujici Uvod, Literarni piehled, Cile
prace, Material a metody, Vysledky a diskuze a Zavér. Kopie ¢tyr publikaci, které
tvoii zdklad disertacni prace Mgr. Anny Kadkové (roz. Hynkové) jsou uvedené
formou prilohy. Prvni tfi prace jsou experimentalni, ¢tvrta prace je pak prehledovy
clanek. VSechny tfi experimentdlni prace byly publikovany v kvalitnich
mezindrodnich casopisech s IF. Zvlasté bych vyzdvihla publikaci v casopise
Scientific Reports s IF 5.2, kde je Mgr. Anna Kadkova (roz. Hynkova) prvni
autorkou. Na dalsi publikaci v ¢asopise Neuropharmacology (IF = 4.9) je pak
sdilenou prvni autorkou. U treti a ¢tvrté publikace je pak Mgr. Anna Kadkova (roz.
Hynkova) soucasti kolektivu autori.

Prace je psana anglicky, formalni iroven a grafické zpracovani je vynikajici.
Autorka v literdrnim prehledu detailné popisuje udlohu iontovych kandli se
zamérenim na ankyrinovy receptor TRPA1 a jeho moZné modulace pomoci
posttranslacnich modifikaci. V tvodu nechybi velmi pékné ilustrace a schémata,
ktera usnadinuji pochopit popisovanou problematiku. V metodach je podrobné
popsana metoda terCikového zamku ("patch clamp"), jako nastroj pro studium
iontovych kanald. VSechny pouzité literarni zdroje jsou fadné citovany.

V ptredkladané praci je vytceno nékolik cili. Prvni ¢ast vysledkl zahrnuje
studium efektd mutaci vysoce konzervovaného S/TPLH motivu na stabilitu TRPA1
receptoru a mapovani fosforylacnich mist pro Cdk5 v S/TPLH motivech. Z této
Casti prace vyplyva, Ze konzervované N-koncové ankyrinové domény definuji
energetiku funkce brany kanalu TRPA1 a prispivaji k chemické, vapnikové a
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napétové zavislosti. Dale byl identifikovan T673 jako fosforylatni misto pro
proteinkinasu Cdk5 lokalizované na flexibilni smy¢ce mimo ankyrinové domény.
Vysledky jsou shrnuty vnedavno prijaté publikaci v Scientific Reports. V dalsi
publikaci v Neuropharmacology je navrzena hypotéza vysvétlujici molekularni
podstatu dédicného onemocnéni ,familidlniho epizodického bolestivého
syndromu“ zplisobeného mutaci N855S v S4-S5 oblasti receptoru TRPA1. Posledni
¢ast prace je zameéfena na vyznam C-koncového segmentu ve vapnikem
indukované modulaci TRPA1 a byla publikovana v Journal of Biological Chemistry.

Zavérem Kkonstatuji, Ze predloZzena diserta¢ni prace Mgr. Anny Kadkové
(roz. Hynkové) predstavuje cenny piinos pro lepsi pochopeni regulace a funkce
TRPA1 receptoru. Je ziejmé, Ze kandidatka si pri reSeni vytcenych cilii osvojila
Ffadu velmi sofistikovanych elektrofyziologickych technik, predevSim metodu
terCikového zadmku ("patch clamp"), metody molekularni biologie,
imunohistochemie a mikrofluorometrie (Ca?* imaging). Prace je psana
srozumitelné, peclivé, vysledky byly publikovany v kvalitnich mezinarodnich
Casopisech. Vysledky prace jsou dobre diskutovany a davany do souvislosti.
Autorka ve své disertacni praci dokazala, Ze je vyspélym védeckym pracovnikem,
schopnym samostatné vyzkumné prace. PredloZena prace Mgr. Anny Kadkové (roz.
Hynkové) vice nez vyhovuje v§em pozadavkiim kladenym na disertacni praci, a
proto ji pIné doporucuji k ptijeti.

K problematice diskutované v doktorské disertacni praci mam nékolik
dotazi:

1) Jaké predikeni servery byly pouZity pro predikci fosforylacnich mist a pro¢
byl T673 identifikovan azZ nasledné? Jaka je spolehlivost (dspéSnost) téchto
predikci.

2) Zliteratury a Vasich dat se predpoklada, Ze T673 je fosforylovan Cdk5 a
T1078 pomoci kaseinkinasy CK2. Jaky je konsensus sekvenci, ktery
rozpoznavaji tyto dvé proteinkinasy a jak se shoduji se sekvenci kolem
T673aT1078?

3) Existuje fada proteind a proteinovych domén, které specificky rozpoznavaji
sekvence obsahujici pSer ¢i pThr. Jsou znadmy néjaci interakéni partnefi
TRPA1 receptoru rozpoznavajici prislusné motivy obsahujici pThr (673 ¢i
1078)? Mohli by se tito partnefi podilet na modulaci funkce TRPA1?

4) Jaky je vyznam mutaci M131G/A133T v ankyrinové doméné ¢. 3?7 Proc jste
mutovali methionin, tedy aminokyselinu objemnym postrannim retézcem,
pravé na glycin, ktery nema zadny postranni Fetézec? Glycin navic muze
vyznamné ovlivnit konformacni chovani polypeptidového retézce. Jak jste
ovérili, Ze mutace neovlivnila strukturu (sbaleni) TRPA1 receptoru?
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5) Jak si vysvétlujete, Ze ve studii zabyvajici se familidlnim epizodickym
bolestivym syndromem, kde jste vnesli negativni ndboj na pozici 852
mutaci R852E doslo sice ke znovuobnoveni funkce kanalu, av§ak vapnikova
sensitivita byla pozménéna a Ca?* ionty naopak inaktivovaly odezvy
indukované skoricovym aldehydem?

V Praze dne 6. 7.2016 RNDr. Veronika Obsilova, Ph.D.
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