ABSTRAKT

Tato disertacni prace pojednava o charakterizaci vazebnych mist pro kalcium vazajici protein
SI100A1 a fosfatidylinositol fosfaty na intracelularnich koncich transient receptor potential
(TRP) kanali, a to piedev§im zrodin kanonickych (TRPC), vaniloidnich (TRPV) a
melastatinovych (TRPM). TRP kanaly reprezentuji superrodinu dilezitych zprosttedkovateli
déju, které se odehravaji predev§im V oblasti senzorické physiologie: pfispivaji k detekci
chuti, rovnovahy téla, zraku, sluchu, hmatu a k sensibilité vici teplotnim a tlakovym vjemum
vnéj$itho prostiedi. Tyto kanaly slouzi jako specializované neselektivni a nociceptivni
membranové receptory zodpovédné za modulaci sil, které fidi vstup kationti do bunky. TRP
kanaly jsou tvofeny Sesti transmembranovymi doménami s N- a C- terminalnimi konci
vyskytujicimi se Vv intracelularni oblasti. Celkem ¢tyfi monomerni jednotky tvofi
charakteristické uspotfadani funk¢niho kanalu. Bylo prokdzéno, ze vétSina cClent této téméf
tiiceticlenné rodiny transportért je aktivovana riznorodymi stimuly puisobicimi jako signalni
integratory. Znejvice prozkoumanych intracelularnich modulatort TRP kandlt jsou
cytosolické kalcium vazajici proteiny a fosfatidylinositol fosfaty (PIPS) ukotvené na vné&jsi
stran¢ Cytoplazmatické membrany. Tyto signalni integratory vazi specifické domény
V intraceluldrnich koncich TRP kandl, tim meéni jejich strukturu a aktivuji ¢i inhibuji
transportni funkci receptoru. K identifikaci zcela novych vazebnych mist ligandi v oblastech
intracelularnich konctt TRP kanall jsme vyuzili pfedev§im biofyzikalnich metod. Nejprve
jsme identifikovali rezidua pozitivné nabitych aminokyselin Gcastnicich se interakce s
S100A1 pomoci metod stacionarni fluorescencni anisotropie. Toto vazebné misto bylo
potvrzeno jako mnohondsobné vazebné misto pro Kalcium vazajici protein, vzhledem k jiz
dfive potvrzené identifikaci vazby kalmodulinu do stejné oblasti. Dalsi S100A1 vazebné
misto bylo charakterizovano pomoci metod staciondrni fluorescencni anisotropie a povrchové
plasmonové resonance v C-terminalni oblasti TRPV1 kanalu. Vazebnd doména TRPV1
kanalu byla opét potvrzena jako mnohonabné vazebné misto, vzhledem k tomu ze vazba
kalmodulinu a fosfatidylinositol-4,5 bisfosfatu byla jiz v minulosti v této oblasti
charakterizovana. U rodiny TRP melastatinovych kanali jsme se zaméfili na ¢leny TRPM1 a
TRPM4, u kterych jsme pomoci povrchové plasmonové resonance identifikovali PIPs
vazebné misto v distalni a proximalni oblasti N- konce kanalid. Identifikovali jsme dilezita
rezidua arginint ¢i lysint ucastnicich se tvorby TRPM/PIPs komplexi. Shrnuto dohromady,
nase studie demonstruje identifikaci a charakterizaci novych vazebnych mist pro kalcium
vazajici proteiny a fosfatidylinositol fosfaty u TRPC6, TRPV1, TRPM1 a TRPM4 kanald.
Zjisténi uvedena Vv této disertacni praci zlepSuji informovanost o potencialni modulaci téchto
receptord, ktera mize vést k cilenému ovlivnéni transportu kationtl a tim mozné 1é€bé chorob
spojenych S poruchami TRP kanalti.



