Posudek na doktorandskou diserta¢ni praci Mgr. Venduly Tvrdonové nazvanou

ULOHA VARIABILNICH RETEZCU NA ROZHRAN{ PODJEDNOTEK VE FORMOVANI{ ATP-VAZEBNE
KAPSY A FUNKCI P2X4 RECEPTORU

Diserta¢ni prace Mgr. Venduly Tvrdonové, ktera byla zaméfena studium vybranych
strukturnich oblasti a funkcnich vlastnosti P2X4 receptoru, byla vypracovana béhem jejiho
doktorandského studia na Ptirodovédecké fakulté UK v Praze. Experimentdlni prace byla
provadéna na Fyziologickém ustavu AV CR v Praze pod vedenim skolitelky RNDr. Hany
Zemkové, CSc. Vlastni diserta¢ni prace je zaloZena na vysledcich publikovanych ve tfech
renomovanych mezinarodnich ¢asopisech (dva ¢lanky v PLoS One - IF 3,730 a jeden ¢lanek v
Pfliigers Archiv - IF 3,073). Krom¢ toho je Mgr. Tvrdofiova spoluautorkou dalSich tfech
publikaci (dva ¢lanky v Physiol. Res. - IF 1,487 a jeden ¢lanek v Biochemistry - IF 3,226).

Purinergni P2X receptory aktivované ATP, které funguji jako kationtové kandly, se
podileji na regulaci mnoha rtznych fyziologickych funkci. Poznani struktury a vlastnosti
téchto receptor tedy predstavuje jednu z dilezitych oblasti zdkladniho vyzkumu, protoze
ziskané poznatky mohou byt potencidln€ uplatnény pro vyvoj 1éCiv cilenych na tento typ
receptord. DileZitou oblasti v tomto vyzkumu je zejména studium mechanismil, které na
molekularni Grovni reguluji otvirdni pori. PiedloZend disertacni prace je zaméfena prave na
zkouméni strukturnich oblasti dilezitych pro regulaci funkénich vlastnosti purinergnich
receptortt a K tomuto vyzkumu byla zvolena modelova podjednotka P2X4 receptoru, ktera
ptedstavuje jednu z nejfrekventovanéjsich P2X podjednotek v savéim organismu.

Disertacni prace je zpracovana pomérné velmi peclivé a je ¢lenéna standardnim
zpusobem do osmi hlavnich kapitol, véetné autorskych publikaci. V textu nejsou prakticky
zadné vécné chyby a pouze v minimalni mife se zde vyskytuji drobné jazykové nedostatky
nebo pieklepy. Autorce bych vytkl snad jen nespravné pouziti terminu nitratova oxidaza 3 na
str. 12 pro eNOS — spravné ma byt endotelidlni syntdza oxidu dusnatého. Na str. 42 chybi
vysvétleni zkratek PVDF a GAPDH (nejsou uvedeny v seznamu zkratek). Popis zpisobu
kvantifikace P2X4 receptoru pomoci vyhodnoceni relativni exprese tohoto proteinu uvedeny
na str. 41-42 je pon¢kud nejasny a obtizné srozumitelny.

V literarnim ptehledu (celkem 22 stran) jsou piehledné zminény vSechny podstatné
aktualni informace charakterizujici P2X receptory, specifickd pozornost je vénovana
predevsim poznatklim tykajicim se P2X4 receptoru. Poté nasleduje stanoveni konkrétnich cilt
a podrobny popis metodickych piistupt, které¢ byly pouzity K jejich dosazeni. Centralni ¢asti
ptedlozené prace je vycet a popis ziskanych vysledkii. Kromé slovniho popisu jsou vysledky
vyjadfeny fadou nazornych grafii, tabulek a modelovych schémat. V nasledujici diskuzi
autorka s jasnou znalosti véci hodnoti vlastni data v kontextu s odpovidajicimi tidaji odborné
literatury. Podstatné informace prace jsou pak piehledné shrnuty v jednostrankovém zavéru.

Domnivam se, ze stanovené cile prace byly prakticky beze zbytku naplnény. Pomoci
cilené mutageneze aminokyselin se podafilo identifikovat dilezité oblasti sty¢nych ploch
ATP-vazebné kapsy P2X4 receptoru, které jsou klicové nejen pro ucinnou vazbu ATP, ale
které mohou mit také tlohu v procesu desensitizace. Kromé toho byly identifikovany i dalsi
Ctyfi aminokyseliny z oblasti extracelularniho vestibulu, které maji zdsadni vyznam pro



spravnou strukturu funkci tohoto receptoru. Tyto poznatky pfispivaji k moznosti vytvoieni
nového kinetického modelu P2X4 receptoru, ktery napomuze k lepsSimu pochopeni regulace
receptoru alosterickymi modulatory na molekularni trovni.

Otazky do diskuse:

1. V uvodni ¢asti (str. 13) se uvadi, ze ,,V aktivovanych mikrogliich maji P2X4R na svédomi
uvoliiovani BDNF (z anglického ,,brain-derived neurotrophic factor), coz je signal zpusobujici
kolaps transmembranového aniontového gradientu a naslednou hyperpolarizaci neuronu. Postupné
se vyviji allodynia (precitlivélost na bézné podnéty), ktera prechazi az v neuropatickou bolest.*
Bylo by mozné toto vSe blize vysvétlit (pisobeni BDNF, princip zmény membranového
potencialu a souvislost s alodynii a neuropatickou bolesti)?

2. Na str. 17-19 se u nékterych agonisti P2X4 receptoru uvadéji hodnoty parti¢nich
koeficientli. Mohla byste objasnit vyznam tohoto parametru?

3. Na obr. 8 (st. 31) je uveden kineticky model P2X2 receptoru s hodnotami afinit. Mohla
byste vysvétlit, o jaké afinity se v tomto pifipad¢ jedna a popsat, jakym zptisobem se hodnoty
afinit u jednotlivych stavi receptoru daji zjistit?

4. Existuji néjaké poznatky o mozném vlivu struktury plazmatické membrany na kinetiku a
dynamiku P2X4 receptorti? Maji tyto receptory stejné elektrofyziologické charakteristiky
nezavisle od typu bunék, ve kterych jsou exprimovany?

Mgr. Tvrdonova vypracovanim své disertacni prace jednoznacné prokazala vyborné
schopnosti pro samostatnou védeckou praci. V ramci svého doktorandského studia se
zorientovala v oblasti soucasné strukturni biologie zaméfené na vyzkum iontovych kanala a
prakticky si osvojila fadu néarocnych molekularné biologickych, biochemickych a
elektrofyziologickych technik potiebnych k ziskavani novych dulezitych védeckych
informaci. Po formalni i odborné strance predloZena disertacni prace zcela spliuje veskeré
pozadavky kladené na tento typ prace. Zavérem proto doporucuji, aby Mgr. Tvrdonové byl na
zakladé obhajoby této diserta¢ni prace udélen titul Ph.D.
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