Posudek na doktorandskou diserta¢ni praci Ing. Pavly Hubalkové nazvanou
STUDIUM FUNCNICH A FARMAKOLOGICKYCH VLASTNOSTI NMDA
RECEPTORU

Piedlozena disertaéni prace Ing. Hubalkové zaméfend na zkoumani NMDA
receptort a jejich funkénich a farmakologickych vlastnosti za riznych experimentélnich
podminek byla vypracovana na zdkladé vysledki ziskanych v prib&hu jejiho
doktorandského studia na Fyziologickém tstavu AV CR, v.v.i. v Praze. Vlastni diserta¢ni
prace je zalozena na vysledcich péti publikaci v prestiznich mezinarodnich ¢asopisech (J.
Neurosci., [F 5.673, 2x J. Med. Chem., IF 6.205, Front. Pharmacol., IF 4.225 a Steroids,
IF 1.947), které vznikly ve spolupraci s Ustavem organické chemie a biochemie AV CR,
v.v.i. Kopie téchto spoluautorskych ¢lankt jsou in extenso pfilozeny k diserta¢ni préci.
Kromeé toho se autorka podilela na dalsich ¢tyfech publikovanych ¢lancich.

Téma disertatni prace souvisi s vyzkumem vlastnosti a modulaci funkce
ionotropnich glutamatovych receptort, které zajistuji rychly v CNS a hraji dulezitou
ulohu v synaptické plasticité a procesech ueni. Vlastni prace je napsana piehlednym a
velmi dobfe srozumitelnym zptsobem, prakticky bez chyb a pfeklepl. V tvodni teoretické
¢asti (36 stran) autorka shromazdila aktualni informace tykajici se struktury a funkce
NMDA receptorti, véetné zminky o jejich zapojeni v nékterych patologiich nervové
soustavy a pfehledu farmakologie téchto receptorti s dirazem na alosterické modulatory,
véetné neurosteroida.

Vysledky jednotlivych praci jsou souhrnné pfedstaveny celkem na 17 stranach
s pouzitim 16 grafii a 14 tabulek, a jsou pak podrobné diskutovany (celkem 12 stran) s
ohledem na soudasné poznatky vtéto oblasti. Zavéretné shrnuti poskytuje piehled
hlavnich ziskanych vysledkti a na dplny zavér se autorka pokusila zhodnotit celkovy
vyznam své prace zdlrazem na perspektivu mozného terapeutického vyuZiti
neurosteroidi jako alosterickych modulatort NMDA receptort.

Prace jednozna¢né splnila sviij ucel a podafilo se dosdhnout vytéenych cild. Jak
sama autorka spravné uvadi, jeji disertatni prace pfinesla fadu novych poznatki o vztahu
mezi strukturou a potenciaénim nebo inhibiénim u¢inkem neurosteroidd na NMDA
receptory. Tyto informace maji vyznam nejen pro pochopeni funkce a signalizace
zprostfedkované NMDA receptory, ale mohou byt uzite¢né také pro hledani novych
potencidlnich 1é¢iv. Mezi dileZita a velmi zajimava zjisténi patii mj. odhaleni vlivu Ca?"*
iontli na inhibi¢ni piisobeni neurosteroidi na NMDA receptory a souvislost mezi Ca-
indukovanou depalmitoylaci CTD GluN2B podjednotky tohoto receptoru a zvySenim jeho
citlivosti k inhibiénim neurotrasmiterim. Tento fenomén muze byt povaZovan za
vyznamny molekularni mechanismus branici nadmémému vstupu Ca®* iontd do buiky.
Kromé toho se autorce také podafilo popsat urcity vztah mezi strukturou potenciaénich
neurosteroidil a jejich schopnosti modulovat funkci NMDA receptort, pfi¢emz se ukazalo,
ze potenciaéni UCinek téchto latek je zavisly na délce C3-hemiesterového zbytku
v kombinaci se substituentem na uhliku C17. Byly identifikovany vychozi strukturni
determinanty neurosteroidii vhodné pro dalsi studium t&chto biologicky aktivnich latek
dulezitych pro potencialni modulaci NMDA receptord.



Otazkv k obhajobé:

1. V avodni &asti (str. 16) je uvedeno, ze mobilita NMDA receptorti obsahujicich GIuN2B
podjednotku je vy38i nez u receptorti s podjednotkou GIuN2A. Existuje néjaka souvislosti
mezi mobilitou a funkci NMDA receptoru nebo obecné mezi mobilitou iontovych kanl
v bun&éné membrané a jejich funkci? Na téze strané je uvedeno, ze NMDA receptory s
GIuN2B podjednotkou jsou na synapsich lokalizovany po kratdi dobu. Jaky je asi obrat
(polo¢as) NMDA receptort na synapsi a jakymi faktory mize byt ovlivnén?

2. V popisu metody pfipravy primarnich hipokampélnich neuront (str. 44) se uvadi, Ze ,,...na
vrstvu astrocytarnich neuronii byly nasazeny hipokampalni neurony izolované z 1-dennich
krysich mlad’at Wistar...“. Mohla byste objasnit, co znamend termin ,.astrocytarni neurony” a
detailngji popsat, jak vlastné byly primarni neurony izolovany? Pro¢ byly neurony izolovany
z hipokampu a ne z jiné &asti mozku? K jakym pokusim byly primarni hipokampadlni neurony
pouzity?

3. Pfi provadéni vétsiny pokusd, jako napf. méfeni proudovych odpovédi NMDA receptorQi
pomoci metody terEikového zémku, byly testované neurosteroidy zpravidla pfidavany
k buiikam akutng. V n&kterych pfipadech byl také zkouman mozny cytotoxicky vliv
neurosteroidt, ale vysledkiim téchto experiment neni ve vlastni diserta¢ni praci vénovana
piilis velka pozornost. Bylo by mozné komentovat piipadné negativni plisobeni téchto latek na
viabilitu bun&k a mozny mechanismus vyvolaného poskozeni bunék?

4. Mohla byste prosim kriticky zhodnotit moznosti terapeutického vyuziti neurosteroidil
ptisobicich na NMDA receptory? Jakym zplisobem by tyto latky mohly/mély byt aplikovany v
in vivo podminkach (vzhledem k jejich chemickym vlastnostem a stabilit)? Jak vyznamna je
potencidlni interference neuroaktivnich steroidéi s jinymi receptory? Je n€co znamo o
moznych vedlejsich (neZadoucich) G€incich téchto latek na organismus?

Ing. Hubalkova sepsanim své prace prokazala, Ze se vyborné orientuje ve
studované problematice a ziskané vysledky je schopna nalezitym zplsobem zpracovat.
V ramci své experimentdlni prace autorka musela prakticky zvladnout fadu naroénych
technik, od molekuléarné biologickych a biochemickych metod aZ po elektrofyziologicka
méfeni funkce iontovych kanald. Vzhledem k témto skuteCnostem a celkové vynikajici
trovni diserta&ni prace spliujici veskeré pozadavky kladené na tento typ prace doporucuji,
aby Ing. Hubalkové byl po usp&iné obhajobé udélen titul Ph.D.
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