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Posudek na doktorandskou disertační práci Mgr. Venduly Tvrdoňové nazvanou  

ÚLOHA VARIABILNÍCH ŘETĚZCŮ NA ROZHRANÍ PODJEDNOTEK VE FORMOVÁNÍ ATP-VAZEBNÉ 
KAPSY A FUNKCI P2X4 RECEPTORU 
 

 Disertační práce Mgr. Venduly Tvrdoňové, která byla zaměřena studium vybraných 

strukturních oblastí a funkčních vlastností P2X4 receptoru, byla vypracována během jejího 

doktorandského studia na Přírodovědecké fakultě UK v Praze. Experimentální práce byla 

prováděna na Fyziologickém ústavu AV ČR v Praze pod vedením školitelky RNDr. Hany 

Zemkové, CSc. Vlastní disertační práce je založena na výsledcích publikovaných ve třech 

renomovaných mezinárodních časopisech (dva články v PLoS One - IF 3,730 a jeden článek v 

Pflügers Archiv - IF 3,073). Kromě toho je Mgr. Tvrdoňová spoluautorkou dalších třech 

publikací (dva články v Physiol. Res. - IF 1,487 a jeden článek v Biochemistry - IF 3,226). 

Purinergní P2X receptory aktivované ATP, které fungují jako kationtové kanály, se 

podílejí na regulaci mnoha různých fyziologických funkcí. Poznání struktury a vlastností 

těchto receptorů tedy představuje jednu z důležitých oblastí základního výzkumu, protože 

získané poznatky mohou být potenciálně uplatněny pro vývoj léčiv cílených na tento typ 

receptorů. Důležitou oblastí v tomto výzkumu je zejména studium mechanismů, které na 

molekulární úrovni regulují otvírání pórů. Předložená disertační práce je zaměřena právě na 

zkoumání strukturních oblastí důležitých pro regulaci funkčních vlastností purinergních 

receptorů a k tomuto výzkumu byla zvolena modelová podjednotka P2X4 receptoru, která 

představuje jednu z nejfrekventovanějších P2X podjednotek v savčím organismu.  

Disertační práce je zpracována poměrně velmi pečlivě a je členěna standardním 

způsobem do osmi hlavních kapitol, včetně autorských publikací. V textu nejsou prakticky 

žádné věcné chyby a pouze v minimální míře se zde vyskytují drobné jazykové nedostatky 

nebo překlepy. Autorce bych vytkl snad jen nesprávné použití termínu nitrátová oxidáza 3 na 

str. 12 pro eNOS – správně má být endoteliální syntáza oxidu dusnatého. Na str. 42 chybí 

vysvětlení zkratek PVDF a GAPDH (nejsou uvedeny v seznamu zkratek). Popis způsobu 

kvantifikace P2X4 receptoru pomocí vyhodnocení relativní exprese tohoto proteinu uvedený 

na str. 41-42 je poněkud nejasný a obtížně srozumitelný.   

V literárním přehledu (celkem 22 stran) jsou přehledně zmíněny všechny podstatné 

aktuální informace charakterizující P2X receptory, specifická pozornost je věnována 

především poznatkům týkajícím se P2X4 receptoru. Poté následuje stanovení konkrétních cílů 

a podrobný popis metodických přístupů, které byly použity k jejich dosažení. Centrální částí 

předložené práce je výčet a popis získaných výsledků. Kromě slovního popisu jsou výsledky 

vyjádřeny řadou názorných grafů, tabulek a modelových schémat. V následující diskuzi 

autorka s jasnou znalostí věci hodnotí vlastní data v kontextu s odpovídajícími údaji odborné 

literatury. Podstatné informace práce jsou pak přehledně shrnuty v jednostránkovém závěru.  

Domnívám se, že stanovené cíle práce byly prakticky beze zbytku naplněny. Pomocí 

cílené mutageneze aminokyselin se podařilo identifikovat důležité oblasti styčných ploch 

ATP-vazebné kapsy P2X4 receptoru, které jsou klíčové nejen pro účinnou vazbu ATP, ale 

které mohou mít také úlohu v procesu desensitizace. Kromě toho byly identifikovány i další 

čtyři aminokyseliny z oblasti extracelulárního vestibulu, které mají zásadní význam pro 
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správnou strukturu funkci tohoto receptoru. Tyto poznatky přispívají k možnosti vytvoření 

nového kinetického modelu P2X4 receptoru, který napomůže k lepšímu pochopení regulace 

receptoru alosterickými modulátory na molekulární úrovni. 

 

Otázky do diskuse: 

1. V úvodní části (str. 13) se uvádí, že „V aktivovaných mikrogliích mají P2X4R na svědomí 

uvolňování BDNF (z anglického „brain-derived neurotrophic factor“), což je signál způsobující 

kolaps transmembránového aniontového gradientu a následnou hyperpolarizaci neuronu. Postupně 

se vyvíjí allodynia (přecitlivělost na běžné podněty), která přechází až v neuropatickou bolest.“ 

Bylo by možné toto vše blíže vysvětlit (působení BDNF, princip změny membránového 

potenciálu a souvislost s alodynií a neuropatickou bolestí)?  

2. Na str. 17-19 se u některých agonistů P2X4 receptoru uvádějí hodnoty partičních 

koeficientů. Mohla byste objasnit význam tohoto parametru?  

3. Na obr. 8 (st. 31) je uveden kinetický model P2X2 receptoru s hodnotami afinit. Mohla 

byste vysvětlit, o jaké afinity se v tomto případě jedná a popsat, jakým způsobem se hodnoty 

afinit u jednotlivých stavů receptoru dají zjistit?  

4. Existují nějaké poznatky o možném vlivu struktury plazmatické membrány na kinetiku a 

dynamiku P2X4 receptorů? Mají tyto receptory stejné elektrofyziologické charakteristiky 

nezávisle od typu buněk, ve kterých jsou exprimovány? 

 

Mgr. Tvrdoňová vypracováním své disertační práce jednoznačně prokázala výborné 

schopnosti pro samostatnou vědeckou práci. V rámci svého doktorandského studia se 

zorientovala v oblasti současné strukturní biologie zaměřené na výzkum iontových kanálů a 

prakticky si osvojila řadu náročných molekulárně biologických, biochemických a 

elektrofyziologických technik potřebných k získávání nových důležitých vědeckých 

informací. Po formální i odborné stránce předložená disertační práce zcela splňuje veškeré 

požadavky kladené na tento typ práce. Závěrem proto doporučuji, aby Mgr. Tvrdoňové byl na 

základě obhajoby této disertační práce udělen titul Ph.D. 

 

 

V Praze 12.11.2014 

 

      Doc. RNDr. Jiří Novotný, DSc. 

      Katedra fyziologie    

      Přírodovědecká fakulta UK v Praze 


