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(disertacni prace)

Mgr. Michaela Dvordkova

Pani Mgr. Michaela Dvofakova piedklada disertacni praci, vypracovanou na Ustavu
molekularni genetiky AV CR pod vedenim Doc. Jaroslava BlahoSe. Prace je predkladéana
jako plna disertaéni prace o 104 stranach s rozsahlymi piilohami, coZ je pro mne pifjemna
zména. K praci jsou vedle experimentélni pfilohy rovnéz pfic¢lenény dvé publikované prace,
z jejichz vysledki disertace vychazi.

Prace za¢ind velmi piehledné zpracovanym tvodem, struénym shrnutim pouzitych
metodik a reagencii, shrnutim vysledkli a zav€reénou velmi pékné a srozumitelné
zpracovanou diskusni ¢asti.

V Gvodu autorka shrnuje soucasny stav informaci o receptorech spojenych s G-
proteinem. Vzhledem k obrovské §ifi problematiky se velmi rozumné rozhodla (po stru¢ném
uvodnim piehledu typu receptorll) vénovat se proteinim, které jsou hlavnim pfedmétem
jejiho studia, a to kanabinoidnimu receptoru 1 a jeho pomérné neddvno objevenym
interakénim partneru, proteinu s ndzvem SGIP1, jehoZ ndzev se sama autorka moudfe

rozhodla nepfekladat, a proto to nebudu zkouset ani ja. (Pfipadda mi symptomatické, Ze



k pojmenovani nového proteinu jsou zapotfebi neméné enigmatické ndzvy tii dalSich
proteintl).

Kanabinoidni receptor 1 je mimofadné vyznamny zéstupce receptord z rodiny
GPCR, ktery hraje vice ¢i méné popsanou roli v ovliviiovani tak daleZitych déja, jako je
regulace pohybové aktivity, vnimani strachu, pfijimani potravy, prozivani emoci, kognitivni
funkce, pamét nebo vnimani bolesti. Neni divu, Ze takto vyznamny receptor se stal
objektem intensivniho studia, pfesto se mi (nejen z pfedloZzeného piehledu v tivodu
diserta¢ni prace) zda, Ze CB1R patii mezi mnohem méné prozkoumané zastupci GPCR nez
napiiklad GABARr nebo mGluR. Docela by mne zajimalo, kdyby disertantka pii obhajobé
vysvétlila, jestli jsou k tomu hlubsi funkéni nebo strukturni diivody.

V laboratofi Skolitele byl pred n€kolika lety identifikovan protein SGIP1 jako
interakéni partner CB1R. Stalo se to pomoci metody dvou hybridd v kvasinkach (yeast two
hybrid system) a koimunoprecipitaci; ptislusna publikace, na niz se disertantka vyznamné
podilela, je ptilohou predklddané disertacni prace. Autofi prokézali, Ze koexprese SGIP1
ovliviiuje signdlni vlastnosti receptoru, bradni jeho internalisaci, stabilisuje asociaci beta-
arrestinu s aktivovanym receptorem a inhibuje signalni drahu ERK1/2.

Hlavni ¢asti predkladané disertacni prace je vSak popis a analysa vlastnosti dele¢niho
mutantu SGIP1, a to jak vmy$i bunééné linii, tak i na my$im modelu. Disertantka
pfipravila v laboratoti $kolitele na UMG AV CR a ve spolupraci se skupinou Radka
Sedlacka v Biocevu mysi linii s vyfazenym genem pro SGIP1 a studovala fysiologii mysi
s touto genovou deleci. Spolu se svymi spolupracovniky zjistila, ze delece SGIP1 nezménila
u experimentalnich zvifat pracovni pamét a senzomorické uleni, ale omezila tizkost a
depresi v experimentalnich modelech, stejné jako vnimani bolesti. Dal§i vlivy na chovani
myS$i byly zavislé na pohlavi: samice vykazovaly zrychlenou extinkci averzivni vzpominky
a samci vykazovali abnormdlni pfiznaky zavislosti na kanabinoidech. Uréitym piekvapenim
je skutecnost, Ze delece SGIP1 nevedla ke zm&né hmotnosti experimentalnich mys3i;
piedpokladam, Ze pracovni hypothesa byla, Ze delece SGIP1 ovlivni pf{jem potravy a tim i
télesnou hmotnost mysi. Autorka uzavird, Ze my$i model s vyfazenym genem prokazuje

vyznamnou roli SGIP1 jako interakéniho partnera CB1R pfi regulaci jeho aktivity.

Disertantka je autorkou dvou praci bezprostiedn& spjatych s vysledky, které
v disertaci predstavuje (obé ve velmi dobrych, respektovanych oborovych &asopisech

s naro¢nym recensnim fizenim) a dalSich dvou praci, s tématem disertace spjatych volngji.



Na Web of Science jsem ke véerejsku nasel celkem 51 citaci na tyto prace, coZ povazuji za
velmi dobré.

Z formalniho hlediska je prace velmi peclivé zpracovand: ma slu$ny obrazkovy
aparat, minimum pteklepi a pokud mohu soudit, angli¢tina je velmi dobra.

Metodické piistupy shrnuté struéné v disertaci jsou zajimavé a pro mne ¢asto nové:
vedle standardnich molekularné biologickych metod jsou to zajimavé behavioralni testy u
genoveé modifikovanych mysi véetné metod statistické analysy, které u téchto komplexnich
jevi jsou kriticky diilezZité pro interpretaci vysledk.

K této praci mam jen nékolik dotazii:

1/ Zékladnim zjisténim, ze které disertace vychazi a které je podstatou prace
Hajkové et al. zr. 2016, je identifikace SGIP1 jako interakéniho partnera CB1R. Byly vedle
kvasinkového dvojhybridniho systému a koimunoprecipitace provedeny dalsi studie
(plasmonova resonance, interferometrie, zhaseni fluorescence...), které by umoznily vazbu
obou proteinil piesnéji kvantifikovat?

2/ Disertace nese nazev ,molekuldrni mechanismus regulace CBIR proteinem
SGIP1“. Jaky je tedy onen mechanismus interakce? Uveédomuju si, Ze mluvime o
membranové vazaném proteinu se 7 transmembranovymi useky, ale v dnesni dob& explose
cryoelektronové mikroskopie by nemélo byt nemozné strukturu ziskat. Vi disertantka o
takovych pokusech o uréeni struktury kanabinoidniho receptoru?

3/ Nasel jsem n&kolik PDB zaznamt o popisujicich 3D struktury SGIP1. Jedna se o
jednotlivé domény toho proteinu (Shimada et al., 2016, Sci Rep 6: 19565-19565). Daji se
tyto (nebo jiné) struktury vyuzit k identifikaci strukturnich rysi nezbytnych pro interakci
obou proteinti? Pracuje disertantka nebo jeji spolupracovnici na piesnéjSim zmapovani teto
interakce?

5/ Jak si disertantka vysvétluje skute¢nost, Ze delece SGIP1 neméni hmotnost
experimentalnich my3i? Co to znamena pro potencidlni vyuziti SGIP1 jako cile

terapeutického zdsahu pro terapii obesity?
Na zavér s potélenim konstatuji, Ze piedlozend disertacni prace Mgr. Michaely

Dvoidkové zcela napliiuje i velmi ndroéné pozadavky na tento typ prace, a pln€ ji proto

doporuéuji k obhajobg.

V Praze, 31.5. 2021 Jan Konvalinka





