Externi posudek dizerta¢ni prace Mgr. Evy Dolejsi:

“Mechanismy prenosu signalu muskarinovymi receptory”

Téma dizertani prace Mgr. Evy Dolejsi je zaméfeno na charakterizaci rozdild v uéincich
xanomelinu, funkéné selektivniho agonisty specifickych podtypt muskarinovych
acetylcholinovych receptort.

Vysledky prezentované v dizertacni préaci pfinasSeji fadu novych poznatkl v aktudlni oblasti
vyzkumu a jsou podkladem dvou primérnich publikaci v respektovanych mezindrodnich
casopisech (PlosOne, IF 3.5 (2014) a J. Neurochemistry, IF 3.97 (2012)) a jednoho
ptehledného ¢lanku ve Physiological Research, IF 1.5 (2013).

Struktura a formalni diroven prace

PiedloZena prace méa bez piiloh 94 strany. Uvodni &ast spisu tvoii 35 stran literarniho
piehledu se zakladnimi udaji o klasifikaci muskarinovych receptori, molekularni struktuie a
vazebnych mistech. Popis lokalizace v perifernim a centralnim nervovém systému je
nasledovany piehlednou charakteristikou obecnych mechanismii spfahovani a signalizace.

Cile prace jsou formulovany na str. 44 ve tfech specifickych bodech zahrnujicich uréeni
rozdilli v okamzitych a déletrvajicich u€incich xanomelinu na jednotlivé podtypy mAChR a
popis interakce této latky s ortosterickym antagonistou. Vysledkova ¢ast v rozsahu 16 stran, v
niZ autorka vyuzivd mikrofluorimetrickd méfeni, heterologni expresi a vazebné pokusy a jez
obsahuje 6 tabulek a 6 obrazku, podle mého nazoru jednozna¢né prokazuje splnéni cild.

Experimentalni c¢ast dizertace je souasti primarnich publikaci, vysledky byly podrobeny
odbornému recenznimu fizeni a po technické strance k nim nemdm kromé dotazu €. 2 (niZe v
textu) zadné zasadni pfipominky. M¢la jsem prilezitost precist a oponovat prvni verzi této
dizertace v ramci interniho oponentniho Fizeni ve Fyziologickém tustavu AV CR. Viechny mé
pfipominky a naméty k vylepSeni formalni i obsahové stranky prace autorka velmi pozorné
zapracovala ve stavajici predlozené verzi dizertace. Prace je piehledné uspotradana, logicky
promyslend, psana pfesnym a stylisticky pfimocarym stylem a relevantné dokumentovana
obrazky.

Vlastni védecky prinos prace

Vysoky stupenn homologie ortosterického vazebného mista mezi jednotlivymi podtypy
muskarinovych receptort je stale vyznamnou piekazkou pti hledani selektivnich a Gc¢innych
ligandti. Vysledky dizertacni prace jsou proto v tomto kontextu vyznamnym piinosem pro
pochopeni specifickych aktivacnich a modula¢nich vlastnosti muskarinovych ACh receptort a
ptispivaji k poznani farmakologického profilu jednotlivych podtypt.

Piedlozena dizertaéni prace piinaSi originalni vysledky publikované v impaktovanych
mezinarodnich Casopisech. Autorka v pribéhu postgradudlniho studia ziskala bohaté
zkuSenosti samostatné a tviir¢i védecké prace.



Zavér:

V souhrnu konstatuji, Ze piedlozena prace Mgr. Eva Dolejsi prokazuje zvladnuti niaroéné
odborné tématiky a spliiuje jak formalni, tak obsahové nalezitosti doktorské dizertani préce.
Zvolené téma prace je aktualni a zavazné. Autorka prokézala odbornou kvalifikaci a zvladnuti
naroénych mikrofluorimetrickych, farmakologickych a biochemickych technik, schopnost
samostatné védecké prace, kritického posouzeni vysledki a formulace hypotéz. Za
predpokladu, Ze bude prace upravena podle vySe uvedenych komentéiti, dizertatni praci
doporuduji k pfedloZeni externi obhajobg.
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Namét pro rozpravu a otazky:

1. M2 a M4 podtypy mAChR se preferenéné spiahuji s Gi/o G-proteiny a neaktivuji drahu
PLC. Autorka proto pouzila ve svych pokusech pfechodnou transfekei s (dosti
promiskuitni a specialni) Galphal6 podjednotkou. NemiZe vazba tohoto proteinu zménit
selektivitu pro ligand a zménit tak pozorované funk¢ni vlastnosti receptori? Je néco
znamo o ucéincich xanomelinu na hladinu cAMP?

2.V tabulce 4.1 mé piekvapila zcela identickd hodnota potence xanomelinu pEC50 pro
vSechny podtypy receptorti. Vypada to spiSe na limitaci numerické metody aproximace
poloviéni u¢inné koncentrace teoretickou kiivkou. MiiZe to autorka néjak komentovat ?



