Oponentsky posudek
na disertatni praci Mgr. Kristyny Skfenkové

Muolekuldrni mechanisoy regulace transportu o funkee rienyeh podivpu NMDA recepioru
v hipokampdinich mewronech

PredloZend disertaéni price se zabyvi studiem mobility a transporiu NMDA, podtypu
ionotropnich  glutamétovych receplort v neuronech a to zejména dlohou posttransladni
modifikace N-glvkosylace a dile také vlivem integrity glycinovych vazebnych misi na
lokalizaci a funkeci GluN1/GluN3A recepioru,

Excitaéni nervovy pienos zaloZeny na aktiviie NMDAR receptori je podstatou procest
spojenych s ufenim, vznikem a uklidinim pamét'ovich stop. Visledny pfenos a modulace
signdlu #ivisi na plasticité glutamatovych synapsi, které napf. pod vlivem rozdilné nervové
aktivity upravuji potet a funkéni vlastnosti NMDAR. Disfunkee této regulace podmingnd
geneticky & vyvoland farmakologicky miZe vést ke vaniku a rozvaji fady neurologickych
onemocnéni, Piesné mechanismy jakymi dochizi ke slofeni urgitého typu NMDA receptoru,
jeho intraceluldrni lokalizaci a regulaci dopravy na postsynaptickou membrinu nejsou zdaleka
objasnény. Jejich znalost je dile?itd nejen pro zikladni pochopeni fungovani excitaéni
signalizace v CNS. ale mide pfindst i poznatky vywfitelné pro terapii disfunkénich stavi
podminénych zménami v NMDAR signalizaci, Vysledky predlodené price pfinddi v tomio
ohledu fadu zcela novych poznatkll o tom, jak v¥znamnou dlohu pro mobilitu a vyslednou
lokalizaci NMDAR hraje N-glvkosylace, jeden z mechanismid postranslacni modifikace
membrénovych proteind. Soudsti prace jsou také poznatky o tom, jakym zplsoben integrita
glycinovich vazebnych mist GluN1 a GluN3A podjednotky zasshuje do funkénich a
biochemickyeh vlastmosti téchto NMDAR podjednotek.

PiedloZend price je zaloZena na monotématickém souboru 4 védeckych publikaci.
pfidemZ u dvou z nich je Mgr. K. Skfenkovd pryvnim autorem. Disertadni price je pak sepsana
odpovidajicim zplsobem na mensim rozsahu stran pfi zachovini klasického &lenéni. Literirni
ptehled logicky &lenény do thech celkd je v rozsahu 21 siran. Diskuze je puk 10 strinkovd,
Celkové troved predloZeného textu je vibornd, dobfe se &te, jednotlivé poznatky jsou podiviiny
stozumitelnym zplsobem, vie na sebe logicky navazuje, citace jsou v pofadku. Nezaznamenal
jsem ani 2ddné prohfedky proti gramatice a tiskové chyby. Cile price (6 bodd) jsou stanoveny
jasné. Kapitola _Souhrn visledkd™ pak dévd presny pfehled vdech hlavnich dosaZenych
visledkil. Diskuze je obdobné jako celd price sepsana doble, autoréiny visledky jsou zasazeny
do kontextu souéasnych poznatkd, kieré jsou sprivné odcitovany. Vie celkové ukazuje na
vysokou Uroved znalosti a zplsobu védecké price Mgr. K. Skfenkové. Pesto bych si dovolil
nékolik technickych drobnosti; if pro popisky obrizkd bych moZnd zvolil mensi pismo.
pripadné kurzivy, aby bylo jasné patrné odlifeni od textu dané kapitoly, iif s ohledem na anal¥zu
glycinovich vazebngch mist bych si v literdmim dvedu doved) pfedstavit o néco podrobné)si
text 4 asi i obrizek Fndzoriujici strukturu téchio vazebnych mist a iii/ v Seznamu publikaci na
str. 61 je u &ldnku ve Sci. Rep. mylné uveden rok vydani 2018.

Ma autorku bvch mél pak tvio otazky:

i/ na str. 24 a 25 popisujete kontrolni mechanismus v ER. kiery je zdvisly na vazbé
agonistil, které, jak lze predpokladat, jisté vedou k otevieni iontovéhe kandlu. Aktivita na




synapsich piitomnych NMDAR je regulovina napdtové zavislym hoféikovym blokem.
uplatfiuje se tento mechanismus i v ER? Co je mamo o koncentracich a regulaci agonistd
NMDAR v ER oproti stavu na synapsich?

i) vprici analyzujici dlohu N-glykosylace u GIuN3A, jste méli k dispozici linie
lidskveh fibroblasti derivovanych z pacientd trpicich ndkterou glvkosylaini poruchou.
Visledky pak u vétdiny linii ukazuji .zdrave” kontrole podobnou povrchovou expresi
GluN1/3A receptoru, zéroved se v predchozich pracich akizalo, #e GluN1 mobilita je cithva
na odpovidajici uroveh N-glykosylace. Maznatuji vam tedy vade vysledky = tohoto
experimentu néjaké specificke detaily o mechanismech N-glykosylace u GluN1 podjednotky?
Diile, netestovali jste na tomio Zajlmavem maodelu i ostatni GluNZA a 2B podjednotky. tfchate
dfive analyzované mutace plykosylaénich mist nenaznatily jejich v§znamny dopad na
povrchovou expresi NM DAR?

ifi/ Analyzovali jste v databizi anotovanou mutaci D845N ve vazebném misté GluM3A,
kieri vykazovala vyznamny pokles v povichové exprest obdobné jako vami piipravend
experimentilni mutace DR45A. Lze dovodit s ohledem na soutasné poznini, co by pro VYVOj
excitatnich nervovyeh okruhd znamenala prakticky zanedbatelnd exprese NMDA receptori
ohsahujicich GluN3A podjednotku?

LAviEr:

Celkové je pfedlodena prace na skvElé firovni. | s chledem na dalsich 3est praci, kde je
Mpr. K. Skfenkova spoluamorkou, a kieré ani nejsou souddsti o price lze konstatovat, e
Mer. K. Skifenkova béhem svého doktorandského studia a touto disertacni praci plné prokizala
svoje schopnosti planoval. provadét a vyhodnocovat védecké experimenty vieind prevadéni
ziskanych visledki do podoby publikovanych praci. Doporuduji tedy po uspéiné obhajobé
udélit Mer. K. Skfenkové titul Ph.D.
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