Oponentsky posudek diplomové prace Michal Knézi (2023): ,,Uloha jednotlivych

aminokyselinovych zbytkd prvni transmembranové domény v deaktivaci P2X7 receptoru

PfedloZzena diplomova prace Bc. Michala Knéz( byla vypracovana v oddéleni vyzkumu bolesti
Fyziologického Gstavu AV CR pod vedenim RNDr. Hany Zemkové, CSc. Prace se zabyva uréenim
funkeni a strukturni ulohy prvniho transmembranového segmentu v procesu deaktivace purinergniho
receptoru P2X7.

Hodnoceni vysledku z hlediska tvirciho pfinosu, spinéni cill prace

Studium molekul&rnich mechanizmd modulace aktivity P2X receptort pfedstavuje jeden z aktualnich
smérl vyzkumu iontovych kanald. Vyuziti biochemickych a biofyzikalnich pfistupl v tomto studiu je
nezbytnym krokem k identifikaci funkéné vyznamnych domén, které mohou nabyt potencialné dulezity
vyznam pfi hledani mist, jejichz prostfednictvim Ize aktivitu téchto receptord U¢inné farmakologicky
regulovat. Neni proto pochyby, Ze zvolené téma diplomové prace je aktuaini a zavazné a predlozena
prace pfinasi nové poznatky. Zejména bych chtéla ocenit skuteCnost, Ze prace obsahuje originalni
vysledky, které jsou soucasti védecké publikace pfedlozené k recenznimu fizeni v impaktovaném
mezinarodnim Casopise. Vysledkova Cast proto bezesporu svédCi o védecké kvalité a aktualnosti
feSené problematiky a z uvedenych vysledkl je zifejmé, Ze autor v pribéhu studia ziskal bohaté
zkuSenosti samostatné a tvaréi védecké prace. Vysoce hodnotim systemati¢nost autora, peélivost a
nezbytnou trpélivost pfi feSeni experimentalnich ukolu.

Struktura a formalni uroven predlozené prace

Prace je pfehledné uspofadand, relevantné graficky dokumentovana, logicky promyslena, psana
v anglickém jazyce, stylisticky pfesnym a pfimogarym stylem. Uvodnich 24 stran shrmuje zakladni Gdaje
o0 soucasnych poznatcich tykajicich se purinergni signalizace, zakladni informace o P2X receptorech a
specifickych charakteristikach receptoru P2X7, uvedenych v hlavnich souvislostech a v kontextu se
soucasnou literaturou. Cile prace jsou formulovany na str. 25 v péti bodech zahrnujicich kultivaci a
transfekci bunék, snimani proudl elektrofyziologickou technikou patch-clamp, analyzu deaktivacni
kinetiky proudovych odpovédi, fluorescenéni méfeni aktivity a diskusi vysledkd za vyuZiti molekularni
struktury receptoru. Experimentaini Cast (str.30-39) obsahuje popis aktivatniho protokolu, definici
studovanych parametrl deaktivacni faze, reprezentativni pfiklady elektrofyziologickych zdznami a
statisticky popis ziskanych hodnot parametri prezentovany formou jedné tabulky a 3 komponovanych
obrazku. V diskusi (str. 40-51) autor vyslovuje hypotézy o mozné funkéni Uloze jednotlivych rezidui
s dukladnym zdlvodnénim zalozenym na podrobné analyze publikovanych struktur receptoru.

Struktura i formalni Uroven textu podle mého nazoru jednoznacné splfiuji pozadavky kladené na
magisterskou praci. Pfi ¢teni nékterych &asti jen ponékud rusivé plsobi drobné preklepy, chybéjici

pismena, gramatické nepfesnosti a neobratné formulace, coz mohlo byt autorem peclivéji
zkontrolovano.

Hodnoceni ¢asti predkladaného spisu

1 Literarni prehled



Uvodni &ast shrnujici zakladni Udaje o sougasnych poznatcich tykajicich se obecné purinergnich
receptorll a specifickych vlastnosti P2X7 je velmi dobfe zpracovana, literarni zdroje jsou aktualni a
spravné citované, objem informaci nezbytnych pro seznameni ¢tenare se studovanou problematikou je
spravné vyvazeny.

2 Material a metody

Viysledky jsou na vynikajici metodické urovni. Autor pfi préaci vyuzil pokroCilé elektrofyziologické a
mikrofluorimetrické techniky, které jsou v laboratofi, kde byla diplomové prace vypracovana, dobfe
zavedené. Popis pouZitych metod a potfebného materialu je Uplny a spravny a odpovida standardu
v daném oboru.

3 Vysledky

Vzhledem kvelkému objemu dat, ktery vyplyva zpodstaty studovaného poCtu parametrl
porovnavanych u celkové 23 r0znych konstruktl receptoru, je vysledkova Cast komprimovanym
souborem statistickych dat, ktera jsou minimalisticky popsana v textu a pfehledné prezentovana formou
jedné tabulky a tfi obrazkt zahrnujicich 14 sloupcovych grafi. Po technické strance jsou data ziskana
spravné a ke zpusobu jejich interpretace nemam zadné zasadni pfipominky. Naproti tomu podle mého
nazoru:

- Grafické zpracovani obrazku ve vysledkové Casti mohlo byt [épe promyslené tak, aby velikost
pismen v popisech obou os byla u viech grafu Citelna. Stavajici velikost pisma odhaduiji kolem
1 mm.

- Vtabulce 1 (Table 1; str. 32-33) jsou formalné nespravné uvedeny hodnoty ,0,00 u parametrd,
které nebyly stanoveny u ,nefunkénich mutant. Tyto hodnoty by bylo spiSe vhodné nahradit
zkratkou ,ND*, podobné jako v grafické Casti.

- Popis vysledku v asti 4.2 (str. 38) na mé plsobi trochu méné propracované nez prvni kapitola
vysledkové ¢&asti. Neni uveden dlvod, pro¢ byla aktivita konstruktl testovana kromé
elektrofyziologickych technik také mikrofluorimetrickou metodou (jen implicitné to vyplyva
z kapitoly 1.4.9). Opakuji se informace o protokolu uvedené jiz v metodické €asti, neni vSak
pfesto zfejmé, zda jsou prezentované hodnoty absorpce uvedeny pro 40. sekundu po aplikaci
smési BzATP s ethidium bromidem (jak je uvedeno v textu), nebo spiSe pro 40. sekundu po
zaCatku aplikace smési? Tato nejednoznacnost by mohla byt odstranéna grafickym
vyznacenim okamziku odeCtu hodnoty parametru kvantifikovaného v grafech obr. 4.6 na
ukazce reprezentativniho zaznamu.

- Vyhrady mém k formulaci, které je uvedena na dvou mistech v textu (str. 31 a 40) a tyka se
konstruktu, které vykazovaly jen velmi malé odpovédi na aplikaci agonisty. Autor uvadi, ze
amplituda odpovédi u téchto mutantl dosahovala jen desitky pA, a proudy tak nebylo mozné
odlisit od elektrického Sumu. Z hodnot uvedenych v tabulce na str. 32-33 je v3ak patrné, Ze
amplituda odpovédi dosahovala 140-430 pA, a byla tak od elektrického Sumu aparatury
odliSena. Stacilo by moZna konstatovat, ze amplituda proudovych odpovédi byla malé a nebylo
proto mozné stanovit hodnoty Casovych konstant deaktivaCni faze a jejich proporcniho
zastoupeni.

Uvedené drobné nedostatky nijak nesnizuji vlastni vyznam originalnich vysledkd a nejsou zasadniho
charakteru. Povazuji je spiSe za formalni a pfi¢itam je nizSi zkuSenosti autora. Podle mého nazoru
prace spliuje vSechny formalni i vécné poZadavky. Autor prokézal schopnost pokroGilymi
experimentalnimi technikami ziskat originaini vysledky, porozumét jejich vyznamu a zduvodnit hypotézy
0 mechanizmu, kterym se uplatfiuji studovana rezidua pfi aktivaci iontového kanalu.



4 Diskuse

Tato Cast prace je psana peclivé, pfehledné, srozumiteiné, se zjevné promyslenou snahou udrzet
pfehled soucasnych poznatk( v bezprostfednim kontextu s vlastnimi vysledky. Pro vysloveni hypotéz o
funkénich dusledcich jednotlivych mutaci autor dusledné vyuZiva poznatky ziskané z nejnovéjSich
dostupnych struktur P2X7 receptoru v otevieném a zavfeném stavu. Tato Cast diplomové prace
jednoznacné potvrzuje, Ze autor vyborné zvladl podstatu studované problematiky a ze umi na zakladé
ziskanych dat formulovat originalni hypotézy, jez Ize dalSim studiem ovéit.

Zaveér:

V souhrnu konstatuji, Zze predlozena prace Bc. Michala Knézi spliiuje obsahové i formalni
nalezitosti magisterské prace. Autor prace prokazal schopnost samostatné a tvarci védecké
prace, zvladnuti odborné tématiky, osvojil si naro¢né elektrofyziologické a mikrofluorimetrické
techniky, vcetné schopnosti ziskat kvalitni experimentalni data, kriticky je analyzovat a
formulovat originalni hypotézy na zakladé ziskanych vynikajicich vysledku. Vysledky diplomové
prace jsou soucasti aktualniho a velmi dulezitého sméru fyziologického vyzkumu.

Diléi pfipominky k praci, otazky do diskuse, naméty pro rozpravu:

1. Na str. 39 (obr. 4.6) autor prezentuje data z absorpCnich experimentl, ve kterych byla vzdy
v jediném experimentu porovnana aktivita konstruktu s pfirozenym typem receptoru. V pfipadé mutantu
G27A byly odpovédi pfirozeného typu vyrazné nizSi nez v ostatnich experimentech, pficemz
senzitizace byla vyrazné vysSi. Mohl by autor komentovat, zda u pfirozeného typu receptoru existuje
zavislost miry senzitizace na pocate¢ni hodnoté naivni odpovédi? ProC byla hodnota absorpce
odecitana prave ve 40. sekundé? Do jaké miry korelovaly tyto hodnoty s naméfenou vazenou hodnotou
¢asoveé konstanty deaktivace u jednotlivych konstrukti?

2. Pro méfeni membranovych proudl pouZival autor roztoky obsahujici vapenaté ionty ve vnéjSim
prostfedi (2 mM), zatimco nitrobunécné prostfedi obsahovalo chelatacni Cinidlo EGTA v koncentraci
11 mM. Jaky vliv maji vapenaté ionty na proces aktivace a senzitizace P2X7 receptoru? Pro¢ byla
pouZita pravé uvedena koncentrace chelatacniho Cinidla?

3. Na str. 31 a 40 je uvedeno, Ze nékteré konstrukty vykazovaly jen velmi malé proudové odpovédi,
které nebylo mozné odliSit od elektrického Sumu. Jakou charakteristiku mél elektricky Sum aparatury
v elektrofyziologickych experimentech? Jak byly signaly filtrovany (pfi sniméni Ci analyze)? Pfipadné
jakym typem filtru byl signal upraven a pro¢? Jak by mohl autor pfiblizné odhadnout hodnotu ¢asové
konstanty mono-exponencialniho prubéhu ur€itého déje, aniz by bylo zapotfebi jej numericky
aproximovat exponencialni funkci?

4. Autor na str. 29 uvadi, Ze ke statistickému porovnani hodnot prezentovanych v obr. 4.4 — 4.6 byl
pouzit neparovy (Studentlv) t-test. Vykazovaly vSechny hodnoty prezentované v téchto grafech
normalni rozdéleni?

5. Na strané 48 autor zminuje, Ze zmény v deaktivaci mutantu Phe38Ala byly podobné jako u
konstruktu Thr36Ala.



Lze pfedpokladat, Zze v procesu aktivace a nasledné deaktivace mohou mit dulezitou ulohu rezidua,
jejichz konformace je pfi otevieni kanalu agonistou zménéna. Z publikovanych 3D struktur rP2X7 je
patrné, ze v zavieném stavu vytvari Thr36 celkem 25-26 intramolekularnich kontaktd v ramci TM1,
pfiCemZ interaguje s Phe38. Otevreny stav méni orientaci postranniho fetézce Thr36 a kontakt s Phe38
neni pozorovan. Threonin je reziduem, které podobné jako valin a izoleucin je C-beta vétveny.
Znamena to, Ze tato aminokyselina je vice omezena v konformacich a v dusledku ovliviuje alfa-
helikalni konformaci. Mohl by se v tomto kontextu autor pokusit interpretovat své vysledky?

RNDr. Viktorie Vlachova, DrSc. V Praze, 16. ledna 2023
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