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Piedlozena disertatni prace, vypracovana ve Fyziologického tistavu AV CR pod odbornym
vedenim Ing. J. Teisingera a RNDr. H. Zemkové, poskytuje na 86 textovych stranich
ucelenou informaci o sou¢asném stavu naSeho nazirani na strukturu a funkci purinovych
receptorll spfazenych s iontovym kanalem. Po formalni strance pfedlozena disertace splfiuje
zékladni pozadavky kladené na tento typ piehledného zpracovani dosaZenych vysledkl pro
potfebu odborné diserta¢ni prace. Textovou ¢ast dokumentuje 23 obrazkd a 6 tabulek, které
provazi jejich méné obvyklé &islovani. Zvlastni pozornost prace vénuje sedmi podjednotkdm
P2X receptoru, predev§im pak podjednotce PX24. Homo- nebo hetero-trimerni uspofadani
P2X podjednotek do struktury komplexu purinovy receptor/iontovy kanal aktivovaného ATP.
Vlastni iontovy kanal je prednostné propustny pro mono- a divalentni ionty v poméru
pCa®*/pNa*~ 4. Receptorovy komplex P2X, se viak na rozdil od dalsich P2X receptord
tvofenych zbyvajicimi 6 podjednotkami vyznacuje ptfitomnosti zvlastniho modula¢niho
mista, do kterého se specificky véaze glykosid ivermektin ¢i invermektin (IVM), latka

pouzivand jako antihelmintikum pfedevsim u filaridlnich nakaz.

Hlavnimi cili disertatni prace, které jsou jasné definovany jako 3 tkoly disertace, se stala
charakteristika vazebného mista pro IVM, jeho aminokyselinova sekvence a vytypovanim
vyznamnych aminokyselin pro vazbu IVM jako modulatoru a ATP jako agonisty PX24
receptoru. Protoze autorka neuvadi Zadné aplikaéni vystupy ¢i moznost ,,patentové” ochrany
ziskanych vysledkd, spattuji hlavni vyznam autoréiny prace v tom, Ze roz§ituje nase poznani
v oblasti obecné charakteristiky jednoho v sav¢ich buikach nejéastéji exprimovaného P2X
receptoru. Vysledky maji predikovatelny vystup ¢i dal§i vyuziti v oblasti regulace krevni
mikrocirkulace, ale i v oblasti patofyziologie bolesti. Povazuji proto zvolené téma za

aktualni a z hlediska metodického pfistupu vysoce perspektivni.



Jednostrankovou tvodni Cast disertace provazi obsazny, 28strankovy literarni prehled. Ten
umoziiuje ¢tenafi si vytvofit uceleny piehled o P2X receptorech. PFi porovnavani
jednotlivych modelt P3X receptoru (Freistiiv, Yantv a Evanstv model) by v§ak nazornosti
prospélo jejich obrazové schéma (str. 11-12). Dale mam k literdrnimu pfehledu nasledujici
dotazy: (1) co znamena .,...glutamatového receptoru (typu 6)...“ (viz. str. 17, 7. f. zdola)., (2)
co se mini oznacenim ,,...oxidované ATP,...“ (viz str. 20, 14. f. shora) a (3) jaké jsou
»fyziologické” koncentrace ATP a ,farmakologické“ koncentrace IVM v biologickych
tekutindch, pfipadné v jakém vztahu jsou k pouzivanym koncentracim uvedenym v literarnim
prehledu nebo ve vlastnich pozorovéanich (postradal jsem tuto informaci i v ¢asti ,,Diskuze®).
SouCasné upozoriiuji na nasledujici terminologické omyly: (a) nikoliv ,,...cerebralnich®
Purkyiiovych bunék..”, ale spravné ,,...cerebelarnich Purkyniovych bunék...“ (viz str. 22, 9. {.
shora) a (b) nikoliv ,,...v parasympatetické aktivaci...”, ale spravné ,,... v parasympatické

aktivaci...” (viz str. 22, 18. . shora).

Cést ,,Material a metody* obsahuje dostate¢n& nazorny popis pouZitych metod zahrnujici jak
postupy pii kultivaci HEK293 bungk, tak i pfi praci s vektorem pouZzitym pf#i jejich transfekci
a zahrnuje 1 genetickou kontrolu provedenych 46 mutaci genu P2X, (!!) vnesenych do jejich
genomu. V dal$i praci s mutovanymi HEK293 buiikami autorka Gspé$né vyuzila dlouholeté
zkuSenosti laboratoie s méfenim proudovych odpovédi technikou ,,patch-clamp®. Ke
statistickému zpracovani ziskanych dat pouZzila vhodnych pocitacovych programi. I k této
¢asti viak mam dv¢ otazky, nebot’ jsem na né nenalezl potiebné odpovédi ¢i vysvétleni: (1)
exprimuji kultivované HEK293 buriky ve svych membranovych povrsich exo-ATPazu a (2)
v jaké forme bylo pouZité ATP (jako 2-MeSATP nebo jako ,.free” ATP &i jako Na-stl)?

vy

kterd dostatecné nazorn¢ doprovazeji obrazky a tabulky, véetn€ znazornéného prostorového
uspoiddani TM1 a TM2. Skutecnost, Ze na nékolika mistech vysledkové ¢asti disertace je

uvedeno, Ze ziskana data jsou v souladu s literarnimi Gdaji, pisobi rusivéji nez bezprostfedni

konfrontace ziskanych dat s modely TM1 a TM2.

Osmistrankova diskuze vécné a kriticky hodnoti ziskané udaje jak ve vztahu k modulaénimu
mistu pro IVM, tak i pro rekogni¢ni misto, do kterého se vaze ATP jako agonista P2X,.
V zavéru pak autorka shrnuje dosazené vysledky do 6 bodid, v nichZz uzavira, Ze pro

modulaéni G¢inek IVM na P2X,; maji zdsadni vyznam ob& transmembranové domény



receptoru a 13 aminokyselinovych zbytkd ektodomény v Casti piiléhaji TM1. Dale na
extracelularni doméné receptoru vytipovala 3 dulezité aminokyselinové zbytky, které maji

vyznam pro vazbu ATP do vazebného mista pro agonistu.

Disertaci uzavird seznam pouZzité literatury, zahrnujici 144 odkazd, znich 2 prace se mi
nepodaiilo dohledat v textu (Rohrer et al., 1992; Royle et al., 2002) a naopak prace Zhoe-ho

nebyla v seznamu literatury uvedena.

ZAVER. Neni pochyb o tom, Zze autorka svymi piivodnimi nalezy vyznamné piispéla
k naSemu lepSimu chdpani purinergni neurotransmise a to predev§im ve vztahu k P2X,
receptoru. Sva zjisténi shrnula ve dvou publikacich (jedné znich je prvnim autorem)
oti§ténych v prestiznich ¢asopisech s IF a je spoluautorkou dvou dalich publikaci (s IF)
tykajicich se podobnych otdzek jako v pfipadé P2X, zaméfenych vSak na MT2 typ
melatoninového receptoru. Predlozend disertaéni prace je ucelenym souborem molekularné
biochemickych zjisténi, ktera se stavaji podnétem pro dal$i studium purinergni transmise, od
néhoz lze o¢ekavat lepsi pochopeni patofyziologie tohoto mediatorového systému a nasledné
i kauzalng zamé&feného farmakologického (a terapeutického) vyuziti. PfedloZena disertaéni
prace je po obsahové i formdlni strance zpracovdna velmi kvalitné a plné odpovida
pozadavkiim kladenym na disertatni praci tohoto typu. Ing. Irena Jelinkova jako
postgradudlni studentka oboru biochemie a patobiochemie v ni prokazala schopnost
samostatné védecké prace, a proto navrhuji jmenované udé€lit védeckou hodnost doktor

filosofie (Ph.D).
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