Posudek oponenta na diserta¢ni praci Mgr. Jana Bilého : Charakterizace vazebnych mist na

intracelularnich koncich TRPC6 receptoru pro kalmodulin a S100A1.

Ptredkladana préace je napsana v plné formé¢. Je zalozena na jedné ze tfi autorovych publikaci, ktera
je soucasti prace jako priloha. Autor studoval interakce intracelularniho C konce TRPC6 iontovych
kanalt s regula¢nimi proteiny kalmodulinem a proteinem S100A1. Oba proteiny vazou ionty
vapniku a zprosttedkovavaji regulaci kanélu z vnitrobunééné strany. Studované ptirozené nebo
mutované Casti receptoru autor exprimoval v bakteriich E.coli a pfipravil a purifikoval je jako
rozpustné proteiny. Interakci takto ziskanych fragmentt proteint s ligandy experimentalné studoval
fadou pokrocilych biochemickych a biofyzikalnich metod. Strukturni aspekty interakce mezi
molekulami také ovétoval pomoci molekularniho modelovani.

Vlastni prace ma 99 stran + pilohu s kopii publikace. Text prace mé standardni ¢lenéni. Uvod se
podrobn¢ zabyva vlastnostmi a tfidénim rodiny TRP receptorti. Detailnéji jsou pak rozebrany
vlastnosti receptoru TRPC6 ktery je vlastnim predmétem prace. Zvlastni kapitoly jsou vénovany
vazebnym partnerim TRPC6 kanalu - vapnik vazajicim proteinim S100A1 a kalmodulinu. Jsou
rozebrany i strukturni udaje o obou regula¢nich proteinech S100A1 a kalmodulinu.

Cile prace jsou stanoveny jasné a realisticky. Cast Material a metody shrnuje metody izolace,
purifikace a ovéfeni sekvence vSech pouzitych proteint. Dale pak jsou popsany metody pouzivané
k detekci mezimolekulovych interakci, jako je fluorescen¢ni znaceni molekul, méfeni interakce
molekul pomoci anizotropie fluorescence, uréovani struktury proteini pomoci cirkularniho
dichroismu, méfeni zmén elektroforetické pohyblivosti a homologni modelovani struktury proteini
a jejich komplexti.

V ramci prace byl metodami molekularni biologie pfipraven vybrany rozpustny fragment
intracelularni ¢asti C-konce TRPCG6 receptoru 801-878 a fada jeho mutovanych variant. Stejnymi
metodami byl pfipraven i kalmodulin a protein SI00A1. Byla ovéfena identita proteind pomoci
hmotnostni spektrometrie a jejich struktura pomoci cirkularniho dichroismu. Interakce ¢asti TRPC6
proteinu s vazebnymi partnery byla prokazovana a kvantifikovana pomoci zmén elektroforetické
pohyblivosti, gelové permeaéni chromatografie a pomoci zmén anizotropie fluorescence.
Porovnanim vazby s fragmentem intracelularni ¢asti C-konce TRPC6 s bodovymi mutacemi na
riznych mistech bylo prokdzano, Ze oba regulacni proteiny interaguji s receptorem v piekryvajici
se, ale ne identické oblasti. Metodami homologniho modelovani byly vytvofeny pocitacové modely
komplexu C-konce TRPC6 receptoru s kalmodulinem a s proteinem S100A1.

Cile prace byly splnény a vysledky pfiméfené diskutovany.

Seznam citované literatury obsahuje 196 polozek.

Je skoda, Ze autor nezaradil do prace 1 vysledky nékteré z dalSich publikaci.



Autor prokazal schopnost samostatné védecké prace a splnil pozadavky pro udéleni titulu PhD.
V Praze 12. 9. 2016
RNDr. Jan Krusek, CSc.



K praci mam nékolik otazek:

Bylo by mozné vyuzit méteni zmén elektroforetické pohyblivosti nebo gelové permeacni
chromatografie ke kvantitativnimu stanovovani interakce tfeba ve formé urceni disociacni
konstanty?

K lokalizaci interakce C- konce TRPC6 proteinu s calmodulinem a proteinem S100A1 bylo vyuzito
proteint s bodovymi mutacemi. Pro¢ byly mutace vyuzité v obou piipadech odlisné? Bylo by

mozné hledat mezi mutacemi aditivnost u¢inku (spise tedy v logaritmické skale)?



