Posudek na doktorandskou diserta¢ni praci Mgr. Lenky Marsakové nazvanou
MODULACNI MECHANISMY NOCICEPTIVNICH TRP KANALU

PiedloZzena diserta¢ni prace Mgr. MarSakové zaméfena na studium nociceptivnich
TRP kanali byla vypracovana na zaklad¢ vysledkt ziskanych Vv pribéhu jejiho
doktorandského studia a experimentalni prace na Fyziologickém tstavu AV CR v Praze.
Vlastni disertatni prace vychdzi z vysledkii publikovanych ve ¢tyfech prestiznich
mezinarodnich Casopisech s vysokym impakt faktorem (Anesthesiology, IF 5.359; 2x J. Biol.
Chem., IF ~ 5; Curr. Pharm. Biotechnol., IF 2.805). Kopie vSech téchto ¢lanki jsou in extenso
piiloZzeny k disertatni praci. Kromé uvedenych praci je Mgr. MarSdkova spoluautorkou
publikace v mezinarodnim ¢asopise Pancreas (IF 2.733) a jednoho ¢lanku v ¢asopise Bolest.

Bolest je jednim zvelmi dulezitych a zajimavych fenoménd pozorovanych a
zkoumanych na riiznych druzich Zivych organismi. Zvolené téma disertacni prace tykajici se
vyzkumu vlastnosti vybranych TRP kanalt, které ptedstavuji klicovou slozku pfi
rozpozndvani bolestivych podnétil, je vyznamné z hlediska potencidlniho vyuziti ziskanych
poznatkii v 1é€bé nezadoucich patologickych bolestivych stavii. Farmaka pouZzivand v
soucasné dob¢ jako inhibitory téchto receptorti nejsou dostatecné selektivni a maji nezddouci
vedlejsi U€inky. Detailnéj$i poznéni vlastnosti TRP kanélii na molekuldrni trovni mize proto
usnadnit rozvoj novych latek s vhodnymi modula¢nimi G€inky na funkci téchto bilkovin.

Vlastni disertani prace je clenéna klasickym zplisobem a je zpracovana velmi
prehledné. Uvodni &ast je koncipovéana predev$im jako obsahly piehled sou¢asnych poznatki
o struktufe TRP kanalti a mechanismech modulace jejich aktivity. Autorka se zde zaméfila
zejména na polymodalni TRPV1 a TRPAI1 receptory, které se staly predmétem jejiho
experimentalniho vyzkumu. Jednotlivé kapitoly na sebe logicky navazuji a obsahuji
nejnovejsi relevantni informace publikované Vv této oblasti védeckého badani. Kromé
podrobné charakterizace vlastnosti uvedenych dvou typti TRP kandlli autorka na zacatku
uvodni kapitoly nazorné popsala znamé fyziologické funkce téchto typi receptord.

Specifické cile disertaéni prace byly jasné vytéeny a zminény jsou i predchazejici
hypotézy, na zaklad¢ kterych byly tyto cile formulovany. V metodické ¢asti autorka popsala
vSechny klicové metodické piistupy pouzité v praci, a to véetné detailniho sloZeni roztokl a
medii, ale i dalsich dalezitych podrobnosti. Pfehledny popis ziskanych vysledku ¢ita celkem
25 stran a vnasledujici diskuzi (13 stran) autorka tyto vysledky fadné diskutovala
v odpovidajicim kontextu soucasného poznani. Nasledujici samostatny souhrn poskytuje
ptehled hlavnich ziskanych vysledkli a v zavérecné kapitole je zdlraznén vyznam téchto
pozorovani. Text disertacni prace je vhodné doplnén 22 obrazky a 4 tabulkami.

Autorce se pomoci peclivé navrzenych modeli a cilenych experimentt podaftilo ziskat
fadu zajimavych vysledkil a prakticky splnit vS§echny hlavni zaméry prace. Byla potvrzena
hypotéza, ze kafr je Castecnym agonistou TRPC1 kanalu a byl navrZzen mechanismus aktivace
tohoto kanalu kafrem, ktery je zprostiedkovan rychlou konformaéni zménou extracelularniho
pérového helixu. Zajimavé bylo také zjisténi kafrem vyvolané redistribuce (zvySeni
dostupnosti) PIP; na intracelularni strané plazmatické membrany, ktera se mize vyznamné
podilet na modulaci odpovédi TRPV1 receptoru. Pomoci fizené mutageneze a funkéniho



testovani vybranych aminokyselin S4-S5 oblasti TRPV kandlu byly identifikovany cCtyfi
nabit¢ aminokyseliny, které hraji dilezitou roli v procesu napétoveé, chemické a teplotni
aktivace tohoto kanalu. Kromé toho bylo pozorovano, ze pfitomnost lysinu 571 v této oblasti
ma kliCovy vyznam pro chemickou citlivost TRPV1 kanalu k 2-aminoetoxydifenylboratu.
Experimenty zaloZené na funkénim testovani TRPA1 konstruktd se zkracenymi C-konci a
nasledna aplikace homologniho modelovani a molekularné dynamické simulace, které byly
zam¢eieny na zkoumani ulohy distalni ¢asti karboxylového konce TRPA1 kanalu potvrdily
zésadni vyznam této ¢asti molekuly pro jeji interakei s Ca®* ionty a modulaci aktivace a
inaktivace tohoto receptoru.

Otazky do diskuse:

1. Na str. 70 se uvadi, ze optickym pozorovanim HEK293T bunc¢k byly nalezeny
morfologické zmény jako disledek ptisobeni kafru ve fyziologicky u¢innych koncentracich a
je zde uveden odkaz na obr. 4.5 (str. 72). Vysledky na tomto obrazku se vSak tykaji méteni
zmén ve FRET signalu mezi CFP a YFP fluorescen¢nimi proteiny navdzanymi na PH doménu
PLCS, které jsou odrazem interakce mezi pfislusnymi studovanymi proteiny. Bylo by mozné
blize vysvétlit, jakych ,,morfologickych® zmén se uvedend poznamka tyka?

2. Velmi zajimavy je vysledek uvedeny na str. 76 (obr. 4.9), ktery popisuje zvySenou citlivost
ke kafru u mutantd TRPV1 receptoru s poSkozenymi misty pro fosforylaci. Co je znamo
obecné o uloze fosforylace v aktivaci nebo deaktivaci TRPV1 kanalu?

3. Vlastnosti vybranych TRP kanali v této praci byly studovany na modelu bunétné linie
HEK293T. Domniva se autorka, ze se charakteristiky téchto kanald (kinetika aktivace a
deaktivace, alosterické modulace) mohou vyznamné liSit v zavislosti na typu bunck, ve
kterych jsou exprimovany?

Celkové velmi vysoka uroven piedlozené disertacni prace, a to jak po formalni tak i
obsahové strance, jednozna¢né dosvédéuje, ze Mgr. Marsakova je nadanou a zdatnou mladou
védeckou pracovnici, ktera se vyborné orientuje ve studované problematice a je schopna nejen
provadét technicky naro¢né védecké experimenty, ale vysledky téchto experimenti také
nalezitym zplisobem vyhodnotit a zpracovat. Je zfejmé, ze autorka béhem své prace ziskala
cenné praktické zkuSenosti S aplikaci modernich molekularné-biologickych, biochemickych a
fyzikéalné-chemickych technik ve fyziologicky orientovaném vyzkumu. Zavérem je tieba uvést,
ze disertacni prace svoji kvalitou zcela spliuje vsechny pozadavky kladené na tento typ prace
a proto doporucuji, aby Mgr. Marsakové byl po uspésné obhajob¢ udélen titul Ph.D.
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