Posudek na doktorandskou diserta¢ni praci Mgr. Jany Brejchové nazvanou
ULOHA MEMBRANOVEHO CHOLESTEROLU V SIGNALIZACI 8-OPIOIDNIHO
RECEPTORU: KORELACE SE STRUKTUROU PLAZMATICKE MEMBRANY

Disertacni prace Mgr. Jany Brejchové zabyvajici se zkoumanim role cholesterolu
Vv signalizaci &-opioidniho receptoru byla vypracovdna na zékladé experimentalni prace
provadéné na Fyziologickém ustavu AV CR béhem jejiho doktorandského studia na
Piirodovédecké fakult¢ UK v Praze. Vlastni disertani prace je zaloZena na vysledcich
publikovanych ve dvou mezinarodnich Casopisech s relativné vysokym impakt faktorem
(Biochim. Biophys. Acta - IF 3.990 a Chem. Phys. Lipids. - IF 2.595) a rukopisu
ptipraveného k publikaci. Kopie vSech téchto textd jsou in extenso pfilozeny k diserta¢ni
praci. Jana Brejchova je kromé toho také spoluautorkou dal$ich dvou ¢lankd publikovanych
v impaktovaném casopise Physiol. Res. (IF 1.487).

Téma disertacni prace tykajici se signalizace prostfednictvim receptori sptfazenych s G
proteiny (GPCRs) vychazi s dlouhodobé studované problematiky v Oddéleni biochemie
membranovych receptorit doc. RNDr. Petra Svobody, DrSc., ktery byl vedoucim této prace.
Vzhledem k jejich klicovému vyznamu v regulaci nejriznéjsich fyziologickych procesu patii
GPCRs a jejich signalni systémy K Siroce studovanym molekulam s vysokym potencialem pro
farmakoterapeutické intervence. Diky rozvoji novych technologii pokracuji vyzkumy v této
oblasti velmi rychlym tempem, avSak stdle zlistdvd mnoho neobjasnénych souvislosti. Jednou
z ne zcela probadanych oblasti je vliv struktury plazmatické membrany na modulaci p¥enosu
informace prostfednictvim GPCRS. Predlozena prace zaméfena na studium vlivu deplece
cholesterolu z plazmatické membrany na funkci signalizace d-opioidniho receptoru piinasi
nove dileZzité poznatky praveé v této oblasti.

Vlastni prace je Clenéna klasickym zpusobem a je zpracovana velmi piehledné a
peclivé. Po formalni strance mam K ptredlozené praci jen nasledujici drobné ptipominky. V
textu se opakované (str. 3, 8, 14, 21) objevuje nespravny zplsob psani enzymu
adenylylcyklazy (,,adenylyl cyklaza®) — nazvy enzymu jsou zpravidla jednoslovné, na str. 13
je uveden pongkud neptesny pieklad zkratky GIP (,,polypetid inhibujici Zaludek®) — spravnéji
ma byt gastrointestinalni inhibi¢ni peptid nebo gastroinhibi¢ni peptid a v odstavci tykajicim se
charakterizace tfidy Gs proteinil (str. 21) chybi odkaz na néjaky relevantni zdroj odborné
literatury.

V obsahlém literdrnim piehledu (celkem 52 stran) autorka poskytuje aktualni
informace tykajici se nejen struktury a vlastnosti GPCRs, trimernich G proteinti a bunéénych
membran, ale také principti relevantnich biofyzikalnich metod (jmenovité fluorescencni
spektroskopie) pouzivanych k charakterizaci membranové dvojvrstvy. Nasleduje vycet cili
prace a prehledny popis metodickych ptistupli pouZzitych k jejich dosazeni. Vysledkova ¢ast
prace (celkem 34 stran) pfehledné dokumentuje ziskana experimentalni data a je doplnéna 21
nazornymi grafy a obrazky. V ramci diskuse autorka adekvatnim zptisobem konfrontuje
vlastni vysledky s dosud zndmymi poznatky v této oblasti vyzkumu a v nasledné zavérecné
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Lze konstatovat, ze cile prace byly velmi dobfe naplnény a autorce se podatilo ziskat
fadu novych zajimavych informaci o vyznamu struktury plazmatické membrany pro
signalizaci prostfednictvim 6-opioidniho receptoru. Podstatné je zejména zjisténi, ze deplece
cholesterolu vyrazné snizuje funk¢ni spfaZzeni tohoto receptoru s piisluSnymi G proteiny.
Pozoruhodné je, ze k tomu dochazi i v piipadé pouziti spoleéného konstruktu 8-opioidniho
receptoru s Gila proteinem, ve kterém jsou receptor a G protein spojeny do jedné hybridni
molekuly. Pfi¢inou je zfejmé signifikantni vzrust fluidity plazmatické membrany, ktery byl
monitorovan pomoci fluorescen¢nich sond, a ktery muize byt spojen se zvySenim miry
neuspotadanosti a zvySenim mobility komponent membranové dvojvrstvy.

Otazky do diskuse:

1. Jak je mozné vysvétlit pomérné vyznamné rozdily v hodnotach rovnovazné anizotropie
DPH mezi membranovymi preparaty odvozenymi z HEK293 a VTGP bunck (obr. 19)?
Vyrazn¢ odlisSny pribeh kiivek zavislosti rovnovazné anizotropie DPH na depleci
cholesterolu se objevil také ve vzorcich pfipravenych z kontrolnich bunék a z bunék
ovlivnénych pertusis toxinem (obr. 25B)? Je mozné to né¢jak komentovat?

2. V tabulce 1 pfilozeného manuskriptu se uvadéji hodnoty diftizniho koeficientu (D) ziskané
pomoci FRAP analyzy VTGP buné¢k s pouzitim rizné velkych métenych oblasti (ROI). Jak je
mozné vysvétlit zdvojnasobeni hodnoty D v ptipadé ROI 6 pm oproti ROl 2 pm nebo 3 um?

3. Pomoci metody RICS bylo zjiSténo (Udaje v pfilozeném manuskriptu), ze deplece
cholesterolu pomoci B-cyklodextrinu, ktera zvySuje fluiditu membrany, neméla vliv na
lateralni pohyblivost TRH-R-GFP v plazmatické membrané¢ VTGP bunék. Jedna se ziejmé o
pomérné necekany vysledek. Existuji v literatufe n&jaké informace o jinych GPCRs a vlivu
struktury plazmatické membrany na jejich pohyblivost a uc¢innost signalizace?

Zavérem je mozné konstatovat, Zze Mgr. Brejchova vypracovanim své disertacni prace
prokazala nejen vybornou teoretickou orientaci v problematice transmembranové signalizace
zprostfedkované GPCRs, ale osvédCila také praktické schopnosti v provadéni experimentti
zalozenych na pouziti modernich biochemickych a biofyzikalnich pfistup. Vysoka Groven
zpracovani predlozené disertacni prace, ktera splituje veSkeré pozadavky kladené na tento typ
prace, dokazuje schopnost autorky samostatné védecké ¢innosti. Proto doporucuji, aby Mgr.
Brejchové byl po tspésné obhajobe¢ udeélen titul Ph.D.

V Praze 24.10.2014
Doc. RNDr. Jiti Novotny, DSc.

Katedra fyziologie
Piirodovédecka fakulta UK v Praze



