Abstrakt

Dizertacni prace Studium vybranych TRP kandli a jejich ligandii se zabyva
charakterizaci vazebnych mist pro Ca”" vazebné proteiny kalmodulin a
SI00A1 a fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat na intracelularnich amino- a
karboxy-koncich ¢lenli podrodiny TRPV 1, TRPV2, TRPVS5 a TRPM3.

TRP kanaly tvoii rodinu vice nez 30 riznych iontovych kanalli, které se
v organismu ucastni mnoha fyziologickych procesu jako napt. vnimani tepla,
chladu, tlaku, zmény pH nebo udrzovani stalé hladiny kationtii. Jsou tvofeny
Sesti transmembranovymi doménami, pdrem mezi patou a Sestou doménou a
intracelularnim N- a C-koncem. Jsou usporddany do vysSich celki homo-
nebo heterotetramerd.

Funkce TRP kanalii je regulovana fadou ligand@i (napt. Ca®" vazebné
proteiny, fosfatidylinositoly, ATP), které se vazi na specializované vazebné
domény pritomné na intracelularnich koncich.

Na C-koncich iontovych kandldi TRPV2 a TRPV5 byly pomoci
bioinformatickych ndastroji navrZzeny vazebné domény pro kalmodulin
(CaM), které jsou charakteristické vyskytem konzervovanych hydrofobnich
rezidui na konkrétnich pozicich. Pomoci meéfeni staciondrni anizotropie
fluorescence byla potvrzena vazba téchto domén na CaM s vysokou afinitou
a s vyuzitim bodovych mutaci vybranych bazickych rezidui byly urCeny
aminokyseliny majici vyznamny vliv na tuto vazbu. Také byla potvrzena
zévislost vazby na piitomnosti Ca*".

Na N-konci TRPM3 byly identifikovany dvé CaM vazebné domény.
Spravnost a stabilita konstrukti byla ovéfena pomoci hmotnostni
spektrometrie a méfenim spekter cirkuldrniho dichroismu. Pomoci metod
staciondrni anizotropie fluorescence a povrchové plazmonové rezonance
byla uréena vysoka vazebna afinita téchto konstruktd ke Ca®" vazajicim
proteinim CaM a S100A1, a byla také stanovena pozitivné nabitd rezidua,
ktera hraji vyznamnou roli ve vazb¢€ na tyto proteiny. Byla také stanovena
zavislost vazby téchto konstruktl na pritomnosti vapenatych kationtt.
Pomoci metod meéfeni stacionarni anizotropie fluorescence a povrchové
plazmonové rezonance byly identifikovany tfi nezavislé PIP, vézajici
domény na N- a C-koncich iontového kandlu TRPV1. Navic bylo zjisténo,
ze jedna doména na N-konci a jedna doména na C-konci se piekryvaji
s diive identifikovanymi CaM vdzajicimi doménami, coz ziejmé hraje
dulezitou roli v regulaci iontového kanalu TRPV1 pomoci téchto ligandi.



