Externi posudek dizerta¢ni prace Mgr. Venduly Tvrdonové:
“Uloha variabilnich Fetézci na rozhrani podjednotek ve formovani ATP-

vazebné kapsy a funkci P2X4 receptoru”

Dizertatni prace Mgr. Venduly Tvrdonové je zaméfena na charakterizaci tulohy
aminokyselinovych zbytkd specifickych oblasti purinergniho P2X4 receptoru, které jsou
dilezité pro aktivaci iontového kanalu.

Za vyuziti heterologni exprese, elektrofyziologické techniky whole-cell a systematické
zamény aminokyselinovych zbytki za alanin, nebo cystein autorka pfispiva nejen k objasnéni
aktivaéniho mechanizmu ionotropnich purinergnich receptord, ale rovnéz vyslovuje hypotézu
o mozné uloze charakterizovanych oblasti v konformacnich zménach spojenych s
desenzitizaci P2X4 receptoru. Autorka se soustfedi zejména na funkéné vyznamné domény v
oblastech rozhrani mezi receptorovymi podjednotkami (14 a 12 rezidui v dané oblasti) a v
oblasti vnéjsiho vestibulu kanalu (vzdy 15 rezidui v transmembranové oblasti TM1 a TM2).

Ptedlozena dizertacni prace obsahuje velké mnozstvi originalnich dat a ptispiva k pochopeni
konformacénich zmén spojenych s aktivaci, desenzitizaci a alosterickou modulaci P2X4
receptoru. Kromé rozsédhlého objemu novych experimentélnich vysledkl oceniuji, ze data jsou
popsana objektivné, v jednoznatném kontextu se soucasnou svétovou literaturou a
souCasnymi znalostmi o struktufe a funkci P2X receptori. Vysledky prezentované v
dizertacni praci prinaseji fadu novych vysledkt v aktualni oblasti vyzkumu a jsou podkladem
tii primarnich publikaci v respektovanych mezinarodnich ¢asopisech (dva v PlosOne, IF 3.5
(2014) and jeden Pflugers Arch. IF 3.1 (2014)). Kromé¢ toho se autorka podilela na tématicky
souvisejicich ¢lancich, dvou publikovanych ve Physiological Research (2014, IF 1.5) a jedné
primarni publikaci v ¢asopisu Biochemistry.

Cile prace jsou formulovany na str. 33 ve tfech specifickych bodech zahrnujicich 1) objasnéni
ulohy specifické oblasti mezi dvéma podjednotkami, 2) urceni funk¢ni tlohy 30 rezidui v
oblasti extracelularniho vestibulu kandlu a 3) interpretaci ziskanych dat pomoci kinetického
modelu. Vysledkova ¢ast v rozsahu 30 stran jednoznacné prokazuje splnéni cill.

Po formalni strance je prace velmi pfehledn¢ usporadand, logicky promyslena, psana piesnym
a stylisticky pfimocarym stylem a relevantné dokumentovéana 22 obrazky.

Me¢la jsem pfilezitost pieCist a oponovat prvni verzi této dizertace v ramci interniho
oponentniho fizeni ve Fyziologickém ustavu AV CR. Drobné pieklepy oznatené piimo v
textu jsem predala autorce.

Jist¢ by predlozené praci prospélo né€kolik drobnych stylistickych a gramatickych oprav,
zejména:

- sjednotit pravopis slova desensitizace (s versus z),

- slovo "spjeti" na str. 14

- méné pouzivat anglicismy typu: "..variujici mezi adeninem a guaninem" (str. 15), "..mozné
ovlivitovani skrze...", "Skrze pievod signalu ...", "..vztahy byly testovany skrze ...." (str. 14,
29, 33, 44 atd....), "esencialni AMK" (str. 24), "Fiktivni trasa ukazuje..." (str. 43)

- Jak byla vypoctena vazena Casova konstanta tdes. Uvedena definice neni spravné (strana
44)?



- Nejsem presvédcend o vhodnosti obrazku 3, ktery uvadi piiklady membranové topologie a
homo- ¢i hetero-merizace nékterych vybranych iontovych kandlii. Snad by bylo vhodné;si
porovnat rodinu P2X kanalt jen s ASIC kanaly, nebo se zaméfit na rozdily v ramci P2X.

- Neni pftili§ zfejmé, proc¢ jsou v (pod)kapitole 1.3.1.1 uvedeny postupné vazebné motivy pro
ATP na obecné urovni - je-li ve vztahu k P2X vazebné misto znamé. Trochu mé jako Ctenate
¢inila nervozni 5. troven podkapitol v této Casti (je to nutné?).

- Kvalita obrazku 4 je nedostacujici, navic se jen nepiimo vztahuje k feSené problematice.

Zavér:

Studium aktivac¢nich mechanizmi iontovych kanalt ptedstavuje jeden ze zdvaznych sméri
neurofyziologického vyzkumu. Neni proto pochyby, ze zvolené téma dizertatni prace je
aktualni a zavazné. Kandidatka prokazala vysokou odbornou kvalifikaci a zvladnuti
naro¢nych elektrofyziologickych, molekularné biologickych a biochemickych technik.

V souhrnu konstatuji, ze ptedlozend prace Mgr. Venduly Tvrdonové prokazuje zvladnuti
naro¢né odborné tématiky a spliuje jak formalni, tak obsahové nalezitosti doktorské
dizertacni prace. Autorka prace prokazala schopnost samostatné védecké prace a kritického
posouzeni formulovanych hypotéz. S ohledem na vSechny skutecnosti uvedené v textu
posudku doporucuji, aby Mgr. Vendule Tvrdoniové byl udélen titul Ph.D..
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Namét pro rozpravu a otazky:

1. Krystalova struktura P2X4 receptoru byla vyfeSena s navazanym ATP. Pro¢ se tedy
domnivate, ze presna poloha ATP kontaktu s molekulou receptoru neni znama? Jaké
indicie tomu nasvédc¢uji ve Vasi praci?

2. Kineticky model P2X4R je prezentovan pouze ve zkratce a v praci nejsou uvedeny
hodnoty rychlostnich kinetickych konstant, které¢ byly pro modelovani pouzity. Jaka
méfeni byla provadéna k ziskani téchto konstant a byly tyto hodnoty ziskany pro P2X4R?

3. Autorka ukézala, Ze zatimco oblast nachazejici se v horni ¢asti obou fetézcti LF a DF se
podili na piesné organizaci ATP-vazebné kapsy a iniciaci pfevodu signalu smérem ke
spodni ¢asti fetézcl, aminokyseliny R203 a N204 mohou integrovat informaci ptichazejici
z obou fetézcl a smétovat ji k brané receptorového kanalu. Lze néco fici o tloze
naboje/polarity téchto aminokyselin v pfevodu signalu?



