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Charakterizace kalmodulin vazebnych mist TRP kanalt

Cile prace

Prace méla za cil najit vazebna mist pro kalmodulin u proteini TRPV1 a TRPMS a
charakterizovat je na fragmentech t&chto proteini. Délka fragmenti a jejich pozice v proteinu
byla d4na predpokladanym vazebnym mistem pro kalmodulin.

Cil prace (9) je v praci definovan dost obecné a nepiehledné.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO NE
Rozsah prace (pocet stran): 87

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova, ANO NE

Je uveden seznam zkratek? ANO  NE

Literarni piehled:
Odpovida tématu? ANO NE
Je napsan srozumitelné? ANO NE
Pouzil(a) autor(ka) v redersi relevantni Gdaje z literarnich zdroji? ANO NE
Jsou pouzité literarni zdroje dostate¢né a jsou v praci spravné citovany? ANO NE
Vyhrady:

Seznam zkratek: nevhodné jsou kombinace anglickych a ¢eskych vyrazi s anglickym
slovosledem: pleckstrin homology doména

Ptehled (32 stran 7 obrazki) obsahuje velké mnoZstvi informaci o TRP proteinech (TRPV1 a
TRPMS) a jejich aktivaci. Je otdzka, zda by nebylo funkéni obohatit jej vic o téma
vazebnych motivii pro kalmodulin, které je pro praci velmi dilezité. Déle by bud’to v ivodu
nebo v Materidlu a metodach méla byt kapitola o urovani disociani konstanty pomoci
anisotropie fluorescence, ktera velmi citeln& chybi, autorka se k metod& zachovala macessky
i ve vysledkové &asti. Metoda neni ipIng trivialni a musi byt v diplomové praci popsana.

V jejim popisu chybi velmi podstatné informace (rmin, rmax, Q) , ve vysledcich jsou
uvedeny jen disocia¢ni konstanty a neni jasné, jak byly pocitany.

Jazykova troven:

Prace obsahuje hodné anglizmii, které znesnadiiuji porozuméni nebo je obas vylucuji. Dale
autorka pouziva zhu§téné vyjadfovani, ze kterého se da jen tusit, co je jim mysleno. Jde o
velkoryse neur¢ité véty, kterym nékdy neni rozumét. Jsou zde i nevysvétlené zkratky.
Ptikladi je hodné:

(11) Interakéni podobnosti u trp octomilky vyvolaly velky pfedpoklad....(mySlena octomilka




s mutaci v genu 1rp)
(13) ...pro detailni demonstraci v tomto pfipadé chybi informace (viibec neni jasné, co by se
mélo demonstrovat)

Typickou chybou je pfedfazeni ptedmétu pred podmét:

,.JKalmodulin vazebna mista® (vazebna mista pro kalmodulin). Snad by se dalo psat

. Kalmodulin-vazebna mista“, ale rad&ji bych se této vazbé vyhnul, je neCeska.

Jsou ale i hor§i moznosti:

(19) kanaly, které jsou PIP2 inhibovany (inhibovény PIP2)

(20) ...desenzitizace TRPM2 je ¢aste¢né vratna PIP2 (= PIP2 miZe zplsobit desenzitizaci---)
(21) ...strukturni blizkost TRPMS s chladem aktivujicim kanalem (=asi kanalem
aktivovanym chladem)

(20) proudi skrz kanal do buriky

(22) samotné teplo neni dostateéné pro aktivaci (myslena teplota), je tu i vyraz ,,bolestivé
teplo®

(22) Nézev kapitoly: Blok kyselym pH (inhibice TRPMS nizkym pH)

(29) Nazev kapitoly: ,,Fosforylace PKA“ je tfeba rozumét: Aktivace TRPV1 fosforylaci
pomoci PKA. Nejde tedy o forsforylaci samotné PKA.

(33) vyraz ,region® pro oblast proteinu je zavadgjici, u nas se pouZivi region v geografickém
smyslu.

Materiial a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ANO NE

Kolik metod bylo pouzito?
Otazka je myslena dobte, ale neni snadna. V praci $lo o amplifikaci ¢ésti sekvence pro
protein, substituci AMK, izolaci fizniho proteinu a méfeni vazebné konstanty pro
kalmodulin.

Jsou metody srozumitelné popsany? Celkem ANO ...... NE
K piehlednosti by piispélo, pokud by u kazdé metody popséano, k ¢emu slouzila. Takto je
M&M milo prehlednd. Chybi fada idaji, které by byly na misté. Vysledkova Cast se
neodvolava na MaM. Tato ¢ast by méla také byt logicky uspofadand. Zpravidla byvaji jako
prvni uvedeny kmeny bakterii a jejich kultivace, zde se za¢ina od DNA a ke kultivaci
bakterii si étenaf musi pfimyslet, na ¢em asi vyrostly kolonie....
35: mluvi se o strukturnich doménéch, které by mé&ly byt ve fragmentech zachovany, ale
chybi jejich popis stejné tak jako ptesny cil mutageneze na trovni jednotlivych aminokyselin
Slovo , kit se mi stale nelibi.

Experimentailni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO NE (ne vzdy pfesv€dEive)
Je dokumentace vysledki dostadujici? ANQO  NE - v ¢em jsou nedostatky?
(viz déle — nedostatky)
Postatuje mnoZstvi experimentii k ziskani odpovédi na zadané otazky?
ANO NE - co chybi, v ¢em je nedostacujici?




Diskuze:

Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki? ANO NE

Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO NE

Jsou uvedeny n&jaké hypotézy &i navrhy na dal3f feSeni problematiky? ANO NE
Diskuse je velmi kratkd, nejsou diskutovany vSechny dosazené vysledky.

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO NE

o S—

Formalni troveii prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova trover):
Graficka troveii je dobra, jazykova urovei textu je slabsi.

SpInéni cili prace a celkové hodnoceni:

Cile prace byly zhruba splnény.

Cile jsou naznateny hodné obecng, &tenéf si musi cile konkretizovat sim na zakladé
vysledki, prace mu neusnadiiuje orientaci v tom, co se zrovna sleduje a proc.

Sam jsem si musel ujasnit, jak by mé&ly byt vedeny experimenty a jejich diskuse, abych
dovedl poznat, v &em se autorka prohfesuje — nikoli v koncepci, ale v tom, jak celou véc
podava :

Jaka je idedlni koncepce této prace?

Vysledky:

Je dan protein nebo jeho fragment.

Predikuji vazebn4 mista pro kalmodulin Calmodulin Target Database.

Typ vazebného mista uréuje které AMK jsou pro vazbu CaM kritickeé.

(moné varianta: Programem ,,Modeller* Predikuji 3D Cam vazebnou strukturu a najdu kritické AMK. Kritické
AMK tedy vybiram na zakladé 2 kritérif)

Stanovim, které AMK zamény budu zkoumat a odiivodnim je.

Vytvofim konstrukt obsahujici zamény.

U jednotlivych konstruktdi stanovim disociaéni konstantu kD pro CaM.

Srovnam tyto disocia¢ni konstanty mezi sebou a v idealnim pfipadé i s ,.divokym vazebnym typem®, ktery se
v proteinu nevyskytuje, ale kterému je mé vazebné misto homologni.

Diskuse:

Stanovim, zda se jedna o CaM vazebné misto, jak jednotlivé AMK pfispivaji k vazbé CaM, které AMK
substituce jsou kritické a prog, srovnam vysledky s 3D modelem.

Autorka v praci oddélila studie o proteinech TRPM5 a TRPV1, coZ bylo velmi rozumné pro
prehlednost prace. Na druhé strané se pfipravila o srovnani nalezenych disociaénich konstant
pro CaM, které jsou u TRPV1 zhruba 4x vy3§i neZ u TRPMS, coz se nikde nediskutuje.
Kapitola o TRPV1 je ptehlednéjsi, diskuse je obsazngjsi. Hife dopadla kapitola o vysledcich
s proteinem TRPMS, kter4 hodnoti mén& mutantnich proteint, ale vice typt fragmenti.
Obecné se v ni mélo zdivodriuji jednotliva rozhodnuti — pro¢ se délaly ur¢ité substituce, pro¢
se vybral dany fragment proteinu, ¢im byla dana jeho délka. V diskusi s autorkou jsem si
vyjasnil, Ze je vSechno nad slunce jasn&jsi, ale z prace to jasné neni. Neni jasné, proc se
pracuje s rekombinantnim fiiznim proteinem i uméle syntetizovanymi oligopeptidy, neni
jasné odiivodnén jejich vybér.

Spatné je orientace v nazvech jednotlivych fragmenti:

Priklad:

Zkratky proteinti a oligopeptidd jsou zavedeny v seznamu zkratek (napf. TRPM5CT), kde
neni sekvence fragmentu a jeho pozice.

TRPMSCT je definovan svou sekvenci a pozici v Materidlu a metodach, ale bez svého
pouzivaného jména (zkratky).

Ve vysledcich se tento peptid objevi znova, pod jménem doplnénym dal3imi tfemi pismeny
(jméno nedefinované ve zkratkach) a definovany svou homologii s CaM vazebnym mistem.




Nakonec se vyskytne v grafu, kde se objevi definovany svou pozici v proteinu TRPMS. Tato
dezorientace je fatalni.

To, co mi ve vysledcich chybi nejvic, je absence primarnich dat pro vypocet disociacni
konstanty. Sekvenaéni data a jejich grafy by nutné nebyly, disocia¢ni konstanty jsou
dokumentovany nedostate¢né.

Diskuse:

Vysledky autorky jsou souéésti publikace, ktera neni k praci pfiloZena. Je to urcité chyba,
protoZe by bylo mozno porovnat zavéry autorky (TRPV1) s danym ¢lénkem a podivat se, o
co dal se diskuse dostala v ¢lanku.

U TRPV1 autorka v diskusi probira pfedpokladanou interakci TRPV1 s kalmodulinem na
zékladé& 3D modelovani provedeném jejimi kolegy (publikované vysledky), ale diskutuje ve
svétle tohoto modelu jen dvé z deviti mutaci, které pfipravila a studovala, coz povazuji za
chybu. Je dale otazkou, zda nemély byt substituce navrZeny pravé na zaklade 3D
modelovani, povazoval bych to za logi¢téjsi, ale je to v€c nazoru.

V oddélené diskusi 0 TRPMS5 se opét srovnava mozna tloha jednotlivych AMK substituci

s potitatovym modelem CaM vazebného mista, ale tentokrat se modeluje pouze vazebné
misto, ne uz ve vazbé s CaM. To je samoziejm& chudsi vychodisko pro diskusi, ktera je

v tomto p¥ipadé velmi omezen4 a nediskutuje vlastng vysledky dosaZené na jednotlivych
peptidovych fragmentech. Na druhé stran& neméla autorka k dispozici vice mutantnich forem
fragmenti TRPMS, takZe nebylo mozné d€lat vEtsi zavery.

Price splnila sviij ucel, diplomantka se naudila provadét experimenty a hodnotit je,
pracovat s literaturou. Proto praci doporuduji k pfijeti.

Otizky a pFipominky oponenta:

Otazky:

1) jaky je vztah velikosti Kd a tvrzeni, Ze dané misto je skute¢n€ vazebnym mistem pro
CaM? Lze pomoci stanoveni Kd potvrdit, Ze jde o CaM vazebné misto?

2) Rozeberte vztah pro vypolet podilu vazaného CaM pomoci anisotropie fluorescence
CaM-FITC a vysvétlete vypocet disociaéni konstanty. Nejde o banalni vypocet a
v praci je postup nedostate¢n¢ dokumentovan.

3) Vysvétlete ilohu fiize TRPV1 (TRPMS) s thioredoxinem a moznou interferenci
thioredoxinu pfi sledovéni vazebnych mist pro CaM (byl thioredoxin testovan na
ptitomnost CaM vazebnych mist?)

4) Vysvétlete postup pti vybéru AMK vhodnych pro substituce. Jakou ulohu by ptitom
mélo hrat modelovani CaM vazebnych mist a jakou homologie s CaM na zéklade
Calmodulin Target Database?

5) Obr. 20 ukazuje sigmoidélni zavislost podilu vazaného CaM na koncentraci peptidu,
regresni kiivka $patné odpovidé experimentalnim bodiim. Kolikrat byly titratni
pokusy opakovény? Lze uvést smérodatnou odchylku tohoto stanoveni?




Navrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude sou¢asti zvefejnénych informaci)

[]vyborng [X] velmi dobte [ ] dobte [ ] nevyhov&l(a)

Podpis oponenta:
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