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Mechanizmy aktivace a modulace vaniloidnich TRP receptort
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Hodnoceni:

Dizertaéni prace Stépany Boukalové se zabyva studiem struktury a funkce rekombinantnich
TRPV1 kanall, které se vyskytuji pfedevSim v nociceptorech, a fyziologickou modulaci
pfirozené se vyskytujicich TRPV3 receptort v lidskych keratinocytech. Ke studiu TRP
kanalu pouzila metody molekularni biologie a elektrofyziologické techniky patch clamp.
Divoky typ a mutace TRPV1 receptorli studovala v transfekovanych HEK burnkach a TRPV3
receptor v linii lidskych keratinocytd HaCaT.

Vysledky prace jsou rozdéleny do dvou casti. V prvni ¢asti dizertaCni prace se autorka
zabyvala vyznamem transmembranové oblasti, oznatené S1, ve funkci TRPV1 iontového
kanalu. Studovala ely S1 Usek slozeny ze 17 aminokyselin pomoci skenovaci mutageneze,
pfedevdim zaménou za tryptofan, a nalezla Sest novych nefunk&nich mutaci. Detailné
popsala mutaci kladné nabitého argininu v konzervované pozici 455 (R455K), ktera byla
necitliva ke stimulacnimu uc€inku nizkého pH a méla pomalejsi nastup odpovédi pfi stimulaci
agonistou nez divoky typ receptoru. Zjistila, Ze protony maji naopak inhibi¢ni ucinek na
klidovy proud bunék transfekovanych touto mutaci a jako prvni popsala tento jev také u
jinych mutaci s podobnym fenotypem, které byly jiz dfive popsany, a které se nachazeji
v riznych &astech receptoru. Dale zjistila, ze klidovy proud byl u vSech téchto receptoru
zvyseny jiz pfed aplikaci agonisty, odmyvani kapsaicinu bylo pomalejsi, potenciaéni u€inek
protonl na kapsaicinové odpovédi chybél, teplotni citlivost byla snizena a napétova citlivost
byla naopak zvySena. Studovala také nekonzervovana rezidua v blizkosti konzervovaného
argininu 455, a u nékterych mutaci také pozorovala pomaly nastup a pomalou deaktivaci.
Vyslovila hypotézu, Ze vSechny tyto mutace narusuji rovhovahu mezi otevienym a zavienym
stavem iontového kanalu, ze zavieny stav mutaci je stabilizovan snizenim pH
extracelularniho prostfedi, a Ze tento jev se vyskytuje i u divokého typu TRPV1 receptoru,
kde je inhibi¢ni plsobeni protonl maskovano jejich aktivacnim ucinkem.

Ve druhé casti prace studovala pfirozené se vyskytujici i transfekovany TRPV3 receptor v
linii lidskych keratinocytu. Nalezla, ze stimulace HaCaT bunék epidermalnim rdstovym
faktorem (EGF) vede k senzitizaci endogennich TRPV3 receptor(. Zjistila, Ze tato modulace
je zavisla na aktivitt MAPK a ERK drahy, protoZze senzitizace TRPV3 receptorl
zprostfedkovana EGF byla inhibovana latkami blokujicimi fuknci protein MEK1 a MEK2,
jejichz hlavni ulohou je fosforylovat ERK.

Experimentalni vysledky této prace byly publikovany ve dvou prvoautorskych publikaci
autorky otisténych v mezinarodnich €asopisech s IF=5,328 (2010) a 4,808 (2012), a jedna
prace kde je spoluautorkou je pfijata do tisku v Casopise s IF=6.908 (2012).



Forma prace:

Prace je predloZzena ve formé, ktera odpovida klasické formé dizertaéni prace. Ma
standardni ¢lenéni na ,Teoreticky uvod“ a ,Cile prace®, (20 stran), ,Metody* (9 stran),
LVysledky“ (25 stran) ,Diskuse” a ,Zavér® (10 stran), celkem ma prace 87 stran véetné
obrazkid a 125 literarnich odkazu. Je po formalni strance zpracovana prehledné a na
vysoké urovni.

Drobné poznamky:

Drobné poznamky byly jiz dfive autorce pfedany a jsou v kone¢né verzi opraveny.

Otazky:

1. Vpraci bylo uvedeno, Ze TRPV3 receptory jsou senzitizovany pfi opakovaneé d&i
prodlouzené stimulaci agonisty a tento jev neni zavisly na bun&éném prostredi. Mlze
senzitizace TRPV3 souviset s dilataci poru iontového kanalu, podobné jako bylo
popsano u TRPV1 a P2X receptord? Mohl by pomaly nastup prvni odpovédi byt
zpUsoben postupnou dilataci poéru iontového kanalu a rychla kinetika nastupu druhé
odpovédi TRPV1 receptoru na kapsaicin rychlou aktivaci jiz dilatovaného kanalu?

2. Mohlo by pomalé odmyvani pfi deaktivaci byt zpisobeno zménou citlivosti receptoru?
Byla citlivost R455K, R557K, G563S a T633A k agonistim vy$Si nez u WT
receptoru?

3. Protony interaguji se zaporné nabitymi aminokyselinovymi zbytky TRPV1 receptoru
vystavenymi extracelularnimu prostfedi. Je znamo, zda protonace iontového kanalu
vede ke zméné citlivosti TRPV1 ke kapsaicinu?

Zavér:

Zavérem lze shrnout, Ze autorka ve své dizertaéni praci prezentuje vysledky, které zasadnim
zpUsobem pfispély k porozuméni vztahu mezi strukturou a funkci TRPV1 kanal(l, pfedevsim
mechanismu jeho otevirdni a zavirani. Jako prvni popsala stabilizaci uzavieného stavu
TRPV1 iontového kanalu extracelularnimi protony a sensitizaci pfirozené se vyskytujicich
TRPV3 receptorl v keratinocytech. Neni pochyb o tom, Ze autorka svymi plvodnimi nalezy
vyznamné pfispéla klepSimu porozuméni mechanismu aktivace a modulace TRPV
receptort, které hraji ddlezitou roli ve vnimani bolesti i mnoha jinych fyziologickych
procesech. PfedloZena dizertaéni prace pfinadsi nové védecké poznatky a odpovida tak
pozadavkim kladenym na dizertaéni praci tohoto druhu.
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